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Polimero derivado de mamona acrescido de calcio, associado ou nao a medula 6ssea
autégena na reparacio de falhas osseas’

Castor oil plant polymer and calcium associated or not to autogenous bone marrow in bone gaps repair
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RESUMO

Foram avaliados o processo de reparag¢do
tecidual e o comportamento do implante de polimero vegetal
extraido do dleo de mamona acrescido de 40% de carbonato
de sddio, associado ou ndo a impregnag¢do com medula
ossea autogena, em falhas osseas experimentais em rddios de
30 coelhos e em sitio heterotopico em seis animais. Em quinze
coelhos, a falha éssea no rddio direito foi preenchida por
cilindros de polimero de mamona (grupo P) com dimensdo
semelhante a da falha; a falha no rddio direito dos outros
coelhos recebeu aspirado de medula éssea autégena junto
com o implante (grupo M). A falha éssea no membro esquerdo
de cada coelho ndo recebeu nenhum tratamento e serviu
como controle. Os seis coelhos restantes receberam seis
implantes no musculo reto abdominal (sitio heterotépico),
sendo que, em trés animais, os implantes estavam embebidos
em aspirado de medula 6ssea autogena. No local do implante,
em ambos os grupos, foi observado aumento da
radiopacidade, sem desvio de eixo dsseo ou reabsor¢do das
extremidades osseas receptoras. O grupo P apresentou dreas
irregulares de calcificagdo na regido periférica e sobre o
polimero e o M apresentou um padrdo de radiopacidade
mais intenso, regular e precoce em relagdo ao P. Na avaliagdo
histologica, em ambos os grupos, foi observada formagdo de
tecido o6sseo imaturo com tendéncia a organizag¢do, brotos
isolados de formagdo de osso novo sobre o polimero em seus
poros superficiais e nos poros internos que se comunicavam.
Quando foi associado a medula, o implante permitiu a
ocorréncia de osteocondugdo e osteogénese progressiva;
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houve migragdo de capilares, tecidos perivasculares e células
osteoprogenitoras entre os poros, com tecido fibrovascular
invadindo a superficie do implante; a incorpora¢do dos
implantes deu-se de maneira lenta e estava incompleta até as
nove semanas do estudo; o implante foi biocompativel no
periodo avaliado. Em sitio heterotopico, o implante foi
incapaz de osteoindugdo e histologicamente, em ambos os
sitios de implantagdo foram identificadas células gigantes e
tecido fibroso envolvente.

Palavras-chave: ricinus communis, implante, enxerto ésseo.
ABSTRACT

In order to evaluate tissue repair after the use of
castor oil polymer implant additioned with 40% sodium
carbonate, isolated or associated to autogenous bone marrow
in heterotopic site and in experimental bone gaps in radii of
rabbits, 30 White New Zealand rabbits were submitted to
bilateral radial ostectomy. In 15 rabbits the bone gap of the
right side was filled with polymer cylinders (group P) of similar
size of the gaps; the remaining rabbits received autogenous
bone marrow with the implant (group M). The bone defects of
the left limb did not receive any treatment and served as
control. Six rabbits received 6 implants in the Rectus
abdominus muscle (heterotopic site) and in three of these
rabbits the implants was associated with bone marrow. In the
radiographic study both groups presented increased
radiopacity at the implant site without bone axis deviation or
resorption of the receptor bone ends. Group P presented
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irregular calcification areas at the peripheral region and over
the polymer. Group M presented a more intense, regular and
precocious radiopacity pattern in relation to group P. In
microscopical evaluation there was evidence of immature
bone tissue formation tending to organize itself, isolated
sprouts of neoformed bone over the polymer and its superficial
pores. It was concluded that implant allows osteogenenesis
and osteoconduction in bone gaps, and bone formation was
progressive, especially when additioned bone marrow
aspirate; there was capillary, perivascular tissue and
osteoprogenitor cells migrating into the pores; with
fibrovascular tissue permeating implant surface; implants
incorporation was slowly and was found incomplete until 9
weeks,; the implant was able to induce foreign body reaction
without toxic or secondary reactions to its presence. In
heterotopic and orthotopic sites, the implant was not able to
induce bone formation, inciting mild foreign-body reaction
with giant cells and surrounding fibrous layer.

Key words: ricinus communis, implant, bone graft.

INTRODUCAO

OHARA et al. (1995) concluiram que o
polimero nao foi toxico, ndo produziu reacdo
inflamatoria tardia e, quando implantado no osso, foi
revestido por uma fina capsula fibrosa, sem infiltrado
inflamatorio e, em alguns pontos, houve crescimento
6sseo em intimo contato com o polimero de mamona.
Naio houve reabsor¢do dos implantes, nem crescimento
6sseo no interior de seus poros, a semelhanga do
observado por FRASCINO (1998) e RAMALHO (1998),
que também referiram auséncia de osteoinducdo. A
adicéo de carbonato de célcio ao implante aumentou a
resisténcia e a porosidade, favorecendo sua indicacdo
como material de implantagdo 6ssea (IGNACIO, 1995;
CLARONETO, 1997).

IGNACIO (1995); OHARA et al. (1995);
VILARINHO etal. (1996) e CARVALHO et al. (1997)
concluiram que a biocompatibilidade do polimero, com
e sem cdlcio, pode ser explicada pela pureza de sua
estrutura, ndo contendo solventes, detritos,
estabilizadores e produtos de degradacao,
responsaveis por respostas organicas adversas
(MARCHANT etal., 1986).

De acordo com WEISS (1986), a formagao
de uma capsula fibrosa na interface implante/
hospedeiro deveria ocorrer, preferencialmente, somente
nas fases iniciais de sua aplicag@o. A reacdo fibrosa,
ao invés de proliferacdo celular osteoblastica, pode
ser resultado de instabilidade mecénica ou rejei¢do
biologica (HOLMES etal., 1986).

Em falhas 6sseas experimentais, IGNACIO
(1995) observou formagdo gradual e progressiva de
0sso novo a partir das interfaces polimero-osso,
iniciando-se por um processo inflamatdrio decorrente
da agressao produzida pelo ato cirargico, que diminuiu

paulatinamente. A formagdo fibroblastica foi
substituida por lamelas 6sseas ao longo do tempo,
que se uniram na regido central do polimero. Nao
houve crescimento 0sseo através dos poros, mas
apenas em sua superficie, com os poros sofrendo
compactacdo progressiva. Nao foi observada
fagocitose do material, presenca de células gigantes
do tipo corpo estranho ou qualquer grau de toxicidade.

A presenca de osso dentro de poros do
material implantado é evidéncia de osteoconducao.
Se, por outro lado, a formagao de osso ocorre quando
o implante ¢é colocado em tecido mole, evidenciando a
diferenciacdo celular, entdo ele € osteoindutor (WHITE
& SHORS ,1986; Van EEDEN & RIPAMONTI, 1994;
SILVA, 2000).

Varias associagdes tém sido feitas na
tentativa de somar as propriedades desejadas e
acelerar o processo de reparagdo Ossea por 0sso
alégeno ou materiais aloplasticos (OLIVEIRA et al.,
2000; SILVA, 2000). Neste aspecto, as células
osteoprogenitoras do estroma da medula 6ssea devem
ser consideradas a fonte mais produtiva de células
que influenciam a osteogénese (BARROS, 2000).

OLIVEIRA et al. (2000) avaliaram o uso da
matriz 6ssea homologa desmineralizada no
preenchimento de falhas 6sseas segmentares e
concluiram que a capacidade de reparag@o foi acrescida
com a associagdo de células do estroma medular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas do processo de reparacdo tecidual e o
comportamento do polimero vegetal extraido de 6leo
de mamona, adicionado de carbonato de calcio,
isoladamente e associado a impregnagdo com medula
Ossea autogena, aplicado em sitio heterotdpico ¢ na
reparagao de falhas 6sseas experimentais em radio de
coelhos, em diferentes tempos de evolugao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal
de Vigosa, em 36 coelhos da raga Nova Zelandia branco,
com idade entre cinco e seis meses e peso entre 3 e
4kg.

Ap0s anestesia dissociativa com tiletamina/
zolazepam® (15mg.kg", IV), a falha dssea foi criada
cirurgicamente, em ambos os radios, pela remogao de
um segmento osteoperiosteal em todo o seu diametro,
com 1,5cm de comprimento, localizado a 2,5cm da
articulacdo radio-carpica, por intermédio de serra
elétrica circular®, segundo técnica preconizada por
HEIPLE et al. (1963). A estabilizag@o do radio néo foi
necessaria devido a sinostose com a ulna. As
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extremidades da falha foram lavadas com solugdo
fisiologica, os tecidos muscular e subcutaneo foram
aproximados com fio absorvivel®, e a sintese da pele
foi feita com fio inabsorvivel®. A falha criada no radio
esquerdo ndo recebeu qualquer tipo de implante,
constituindo-se em grupo controle.

O polimero preparado com 40% de
carbonato de calcio, permitiu a confecg¢do dos
cilindros, com as dimensdes semelhantes as das falhas,
foi esterilizado em autoclave (120°C e 1,5atm, por 30
minutos) e posteriormente implantado na falha. Um
ajuste adequado e a aproximagdo da musculatura
mantiveram o polimero no lugar, tornando
desnecessario o uso de fixagdo interna ou externa.

A medula 6ssea foi obtida por aspiragdo
percutanea da crista iliaca dos coelhos, durante o
procedimento ciriirgico de implantacdo do polimero,
segundo BARROS (2000). O material coletado, cerca
de 1,0 ml, foi colocado sobre o implante, impregnando-
0 ja no leito receptor e imediatamente apos a coleta.

Para avaliar o comportamento do polimero
na reparagdo das falhas dsseas, foram utilizados 15
coelhos, separados em trés grupos experimentais (P,
P, e P3). Para o polimero associado & medula dssea
autogena, foram utilizados outros 15 coelhos, também
separados em trés grupos iguais (M;, M, e M;). Os
animais foram sacrificados aos 21, 42 e 63 dias apos a
implantac@o, permitindo a coleta de material para exame
microscopico.

Nos radios operados, a avaliagdo
radiografica foi realizada em radiografias
convencionais®, obtidas na incidéncia mediolateral,
tanto nos membros que receberam implante quanto
nos controles, realizadas no dia 1 (dia da implantacéo)
enos dias 7, 15,42 e 63 apos as cirurgias. Foi avaliada
a radiopacidade na area do implante e na interface
osso/implante ¢ o comportamento do polimero na
falha.

Para a avaliagdo microscopica, foram
coletados ambos os radios de trés animais de cada
grupo experimental. Apds fixagdo em formol
tamponado, os fragmentos 6sseos foram colocados
em solugdo descalcificadora [citrato de sodio (450g),
agua destilada (3,4 litros), acido férmico (1,125 litros)]
incluidos em resina acrilica, submetidos a cortes
longitudinais, envolvendo a drea de implantagdo e
tecido 6sseo remanescente proximal e distal. Em
seguida, foram corados por hematoxilina/eosina e azul
de toluidina/borato de sédio. Foram avaliados, no
membro direito, a integridade do implante, presenga
de osso novo formado, presenga de reagdo
fibrovascular e tipo de tecido na transi¢ao implante/
0SS0.

Em dois coelhos de cada grupo, a época da
eutanasia, ¢ sob microscopia de fluorescéncia foi
avaliada marcac¢do do crescimento 6sseo com
tetraciclina’, que foi aplicada por trés dias
consecutivos, na dosagem de 30mg.kg™!, até 48 horas
antes da coleta, segundo VOLPON (1985).

Para avaliar as capacidades osteindutora e
osteocondutora, sem influéncia do foco de fratura, seis
coelhos receberam implantes no musculo reto
abdominal (sitio heterotopico), de seis fragmentos de
polimero acrescido de carbonato de calcio, nas
dimensoes 0,5 X 0,5 X 0,2cm, sendo que, em trés
coelhos, os fragmentos foram embebidos em medula
ossea autogena. Dois fragmentos e o tecido mole
circundante foram coletados as duas, quatro e seis
semanas apos implantacdo em cada coelho, para
exames de fluorescéncia da tetraciclina e histologicos.
Foram considerados o infiltrado celular, a lesdo tissular
ao redor do implante e a presenca de tecido ostedide
ou 0SS0 NOVO.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Radiograficamente, nos radios controle a
area de ostectomia apresentava-se bem definida,
delimitando a falha e, na primeira e segunda semanas
apos a cirurgia, foram identificados pontos de
radiopacidade na extremidade da falha, distribuidos
de forma irregular e escassa. Na sexta e nona semanas,
estes pontos foram mais visiveis, ocupando uma area
maior, mas predominantemente nas porgdes mais
periféricas da falha, caracterizando atividade
osteogénica, com esclerose dssea e reabsor¢do. Em
quatro coelhos (27%) observou-se desvio dos
fragmentos proximal e distal do radio.

A avaliagdo radiografica do polimero, no
pos-operatorio imediato, em todos os grupos,
demonstrou aspecto homogéneo e poroso, porém com
menor radiopacidade em relagdo a estrutura dssea
receptora. No grupo P, na terceira semana, foram
observadas areas irregulares de radiopacidade na
regido de implantag@o e ocupando o defeito em suas
porgdes periféricas. Em 100% dos animais a interface
polimero/osso receptor encontrava-se radiolucente
nas radiografias iniciais e foi ganhando radiopacidade
nos exames posteriores; as areas de radiopacidade
foram mais intensas a partir do peridsteo receptor,
sendo freqiiente a participagdo do peridsteo da ulna,
conferindo radiopacidade local. Nao houve reabsor¢ado
das extremidades receptoras do implante, nem desvio
dos fragmentos 6sseos.

Ja no grupo M, o padrao de radiopacidade
foi mais intenso, regular e precoce, quando comparado
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ao P. Essas condi¢des foram progressivas em relagao
ao tempo, observando-se focos de radiopacidade na
area de implantacéo (Figura 1) e proliferagdo periosteal
a partir das extremidades Osseas receptoras. O
peridsteo da ulna apresentou-se mais radiopaco sob o
polimero em 80% dos animais, a partir da segunda
semana.

Nesta pesquisa, foi observado que o
polimero, quando colocado entre os 0ssos receptores,
transferiu carga por eles, determinando-lhes fungdo e,
conseqiientemente, manuten¢do da forma, atuando
também como espagador que permitiu o crescimento
6sseo em sua superficie e poros, o que nao aconteceu
no grupo controle, pois, na sua auséncia, foi observada
reabsor¢do das extremidades 6sseas e desvio de
alinhamento em 27% dos radios.

Nos animais do grupo M, foi evidenciado
que os poros do polimero e sua higroscopia foram
veiculos para a medula dssea. Da mesma maneira que
a observada por BARROS (2000) e comprovada pelos
achados radiograficos e histologicos desta pesquisa,
ela participou efetivamente, como doadora de células
para o processo osteogénico local, conferindo
reparacdo mais acentuada e precoce ao grupo M,
quando comparado ao grupo P.

Ao longo do tempo de avaliacgdo
radiografica da interface polimero/osso receptor,
verificou-se a diminui¢do da radiolucéncia, mas com

delimitacdo evidente, determinando osteointegrago
incompleta, correspondendo, como confirmado pela
microscopia de luz, a presenca de tecido fibroso de
reparagdo associado a pontos de formagdo de osso
novo, a partir do fragmento receptor. Também, nas
observacdes radiograficas sucessivas, em ambos os
grupos, ndo foram observados indicativos de que
estaria ocorrendo reabsor¢do do polimero, mas foram
evidentes as areas de radiopacidade na regido do
implante.

Na avaliacdo histologica dos radios
controle, quando houve atividade osteogénica nas
linhas de osteotomia, a reparagdo aconteceu de forma
desorganizada. A observagdo de tecido conjuntivo
fibroso, na regido da falha entremeada com brotos de
tecido 6sseo nos radios controle, remete aos dados
de BOLANDER & BALIAN (1986)os quais relataram
que falhas 6sseas deixadas sem preenchimento
desenvolvem lamelas 6sseas de regeneragdo de
maneira desorganizada, com predominancia de tecido
conjuntivo fibroso.

No grupo P, aos 21 dias, o polimero
apresentou-se envolto por camada de tecido fibroso,
com infiltrado inflamatdério moderado. Estava integro,
com poros de varios tamanhos, sem indicios de
reabsorg¢do, com transi¢ao implante-osso relativamente
bem ajustada. Em alguns espécimes, entre o tecido
6sseo e o0 material implantado, foi observada moderada

Figura 1 - Radiografia da regido operada de um coelho do grupo M. Radiopacidade na regido do polimero (A, 7 dias), que se tornou mais
intensa em radiografias seriadas (B, C e D, 21, 42 ¢ 63 dias, respectivamente).
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faixa de tecido conjuntivo. Na totalidade das amostras,
foi observada reagdo proliferativa a partir do peridsteo
receptor.

Aos 42 dias (P,) o crescimento dsseo foi
discreto e restrito a algumas areas periféricas e ao
periosteo da ulna sob o polimero, existindo
crescimento pelos poros superficiais e
intercomunicantes do implante. Foi observada a
presencga de neovascularizacdo e de células gigantes
multinucleadas nas avaliagdes iniciais, da mesma
maneira que VILARINHO et al. (1996) encontraram apds
implantagdo do polimero na cdmara anterior do olho
de camundongos.

Apesar da presenca de capsula fibrosa
ao redor do implante e de células gigantes (Figura
2), ndo foram observadas reagdes locais ou
sistémicas intensas, como extrusdo ou formacgédo de
fistulas durante o periodo de experimentagdo. Esses
dados estdo de acordo com COSTA & SCHALL
(1992), IGNACIO (1995), OHARA et al. (1995),
CARVALHO etal. (1997) e RAMALHO (1998), que,
ao utilizarem o mesmo material, destacaram sua
biocompatibilidade.

O processo inflamatdrio observado, tanto
no abdémen quanto na regido da falha dssea, mais
intenso nos periodos iniciais, foi conseqiiéncia da

Figura 2 - A. Polimero (P) envolvido por tecido fibroso (setas). Grupo P, 63 dias aps a implantagdo. Azul de toluidina/borato de sodio. 20X.
B. Células gigantes multinucleadas (circulos) nas proximidades do polimero (P) implantado no radio. Grupo P, 42 dias, Azul de

toluidina/borato de sodio. 400X.
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agressdo cirargica, concordando com IGNACIO
(1995), bem como a presenca de tecido fibroso
envolvente e de células gigantes foi uma tentativa
de o organismo isolar e absorver, respectivamente, o
material estranho implantado, comum em fios de
sutura, implantes plasticos, dentre outros.

Aos 63 dias (P;), observou-se progressao
da proliferagdo dssea, principalmente a partir dos
fragmentos receptores e pontos de calcificacdo na
superficie do polimero. Nao foi observada reagdo
inflamatoria na area ou sinais de reabsorcao. Os poros
superficiais € 0s que se comunicavam sofreram
preenchimento progressivo por tecido fibroso e
0sseo.

Pode-se inferir que, a semelhanca dos
resultados de IGNACIO (1995), o tecido conjuntivo
organizado e em contato com a superficie do polimero
tende a ser substituido por lamelas 6sseas ao longo
do tempo, como ele havia observado as 16 semanas.
Além disso, a presenga de colageno aumenta a
cristalizagdo e permite a ligacdo de proteinas ndo
colagenas e fatores de crescimento (RIPAMONTI,
1991).

O polimero de mamona adicionado de
calcio apresentou estrutura porosa, mas pode-se
afirmar que esta porosidade, conseqiiente a sua
expansdo no processo de polimerizacdo, ndo
representou um verdadeiro sistema canalicular de
poros intercomunicantes. No entanto, isso ndo
representou impedimento & osteocondug@o, com o
polimero sustentando o crescimento dsseo em sua
superficie e naqueles poros que mantinham contato
entre si, como observaram OHARA et al. (1995) e
RAMALHO (1998), que referem presenca de tecido
6sseo neoformado na transi¢do implante-osso € no
interior do implante. Segundo WHITE & SHORS
(1986), Van EEDEN & RIPAMONTI (1994) e SILVA
(2000), a presenca de osso dentro dos poros do
material implantado ¢ evidéncia de que ele possui
propriedades osteocondutoras, que foram
confirmadas pelo osso fluorescente marcado pela
tetraciclina, nos animais desta pesquisa.

Nas avalia¢des histologicas seriadas de
M;, M, e M, foi observada fibroplasia moderada na
transicdo implante-osso associada a pontos de
formagdo oOssea, oriundos dos fragmentos
receptores. Em todas as amostras, observou-se
formagdo 6ssea recobrindo o implante, de maneira
concéntrica a partir da periferia da falha. A formagao
de osso novo, em todas as amostras, ocorreu
principalmente a partir do peridsteo do radio
receptor e do periosteo da ulna e a partir de brotos
de tecido 6sseo (Figura 3).

O polimero estava mais compacto, nas
observagdes progressivas, com tecido 0sseo
preenchendo os poros superficiais, ¢ em alguns
espécimes histologicos foi observada permeagdo do
implante por trabéculas oésseas e tecido
fibrovascular.

Os resultados demonstraram a auséncia de
propriedades osteoindutoras no polimero utilizado,
pois ndo foi observada qualquer reagdo fluorescente
nos implantes abdominais, com manuten¢do de sua
forma e sem qualquer evidéncia de crescimento 0sseo
a histologia, assim como observaram VILARINHO et
al. (1996), FRASCINO (1998) e RAMALHO (1998) em
diferentes espécies animais.

Portanto, a auséncia de osteoindugéo nos
fragmentos implantados no abdomen evidencia que
ha dependéncia de um estimulo para que as células
presentes na medula possam realizar osteogénese.
Este estimulo estava presente nas falhas 6sseas ao
contrario do abdomen, quando, neste aspecto, o
cilindro foi in6cuo. Também foi evidente que a adigdo
da célula tronco medular ao implante, num ambiente
adequado, representou um somatorio de propriedades
desejaveis, pois, nesta situacdo, as células medulares
foram capazes de osteogénese, ¢ o polimero
providenciou suporte a penetragdo de tecido 6sseo,
conforme descrito por OLIVEIRA et al. (2000) e SILVA
(2000) e confirmado radiograficamente pelos melhores
resultados do grupo M em relagdo ao P.

CONCLUSOES

O polimero de mamona acrescido de calcio
permite a ocorréncia de osteogénese e
osteocondug@o, com formacdo progressiva de 0sso
novo, principalmente quando adicionado de células
tronco. Permite também a migragdo de capilares, de
tecidos perivasculares e de células osteoprogenitoras
num processo inicial de tecido fibrovascular
invadindo a estrutura porosa superficial, seguido da
deposigdo direta de osso. Esse arcabougo passivo
também se comporta como um espagador
osteocondutor. O implante ¢ biocompativel e ndo ¢é
capaz de osteoinducio.
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Figura 3 - Grupo M, 21 dias ap6s a implantagdo. A. Radio receptor (R), polimero (P), tecido conjuntivo fibroso sobre o polimero (seta). 10X.
B. Maior aumento da area sob destaque em A (retingulo). Formagéo 6ssea imatura (seta) sobre o polimero (P) e a partir de brotos
de tecido dsseo/cartilaginoso (circulo) originados do peridsteo do radio (R). 40X. Azul de toluidina/borato de sodio.
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