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RESUMO

Nacer RS. Estudo do comportamento do polimero de mamona como material
de substituicio 6ssea em defeito diafisario no fémur de ratos frente a
alterag6es secundarias a associagao com nanoparticulas de silica e zirconia.
Campo Grande; 2009. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento biolégico do polimero de
mamona como substituto ésseo em defeito diafisario no fémur de ratos associado a
presenca de nanoparticulas de Silica e Zircbnia em diferentes tempos de evolugéo.
Foram utilizados 36 ratos machos da linhagem WISTAR, divididos em quatro grupos
distintos e subdivididos por periodo de analise, sendo: grupo 1 (G1) - defeito ésseo
preenchido com polimero de mamona acrescido de carbonato de calcio; grupo 2
(G2) - polimero de mamona com carbonato de calcio dopado com 5% de
nanoparticulas de Silica; grupo 3 (G3) - polimero de mamona com carbonato de
calcio dopado com 10% de nanoparticulas de Silica; e grupo 4 (G4) - polimero de
mamona acrescido de carbonato de calcio dopado com 5% Zirconia. Decorrido o
periodo de observacdo de 15, 30 e 60 dias, os animais foram submetidos a
eutanasia e os fémures removidos e encaminhados para avaliagdo histologica e
microscopia eletrénica de varredura. A microscopia eletronica revelou porosidade
distinta em funcdo da natureza do dopante. A avaliagéo histolégica mostrou que
houve crescimento 6sseo em todos os grupos estudados, com maior tendéncia de
crescimento no grupo contendo polimero de mamona acrescido apenas por
carbonato de calcio. No periodo inicial de avaliagdo (15 dias) observou-se auséncia
de neoformacdo 6ssea nos animais do G2, que apresentaram, juntamente com os
animais do G4, intensa presenca de fibroblastos e uma pseudocapsula de tecido
fibroso ao redor do implante. Aos 30 dias, todos os grupos apresentaram resultados
semelhantes, as diferengas ndo eram significantes estatisticamente. Aos 60 dias,
notou-se menor neoformagdo Ossea nos animais dos grupos 2 e 4 quando
comparados aos dos grupos 1 e 3, porém, maior crescimento e invaginagao éssea
para o interior do material foi observada no grupo 1, e maior presenca de
fibroblastos, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos no grupo 3 aos 60 dias. Nao
houve diferenga estatistica significativa quanto a presenga de reacdo inflamatdria
entre os grupos e momentos estudados. Concluiu-se neste estudo que a associagéao
do polimero de mamona com nanoparticulas de Oxido de Silicio e Zirconio é viavel
uma vez que tanto a Silica como ZircOnia mostraram-se biocompativeis, permitindo
crescimento dsseo entre os poros dos materiais. Entretanto, em todos os momentos
estudados, observou-se maior quantidade estimada de tecido dsseo maduro nos
animais com implantes de polimero de mamona sem dopante. A maior presenca de
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos nos animais do grupo contendo 10% de
Silica no polimero de mamona sugerem que a silica tem potencial osteoindutor,
favorecendo a agregacao e diferenciagao celular, persistindo a atividade integrada
dos trés tipos de células envolvidas no processo de ativagdo-reabsorgao-formagao
O0ssea, mesmo apods longo periodo de observagado. A rugosidade pode ser uma
caracteristica morfolégica importante nos materiais estudados no que diz respeito a
agregacao e crescimento 6sseo.

Descritores: Materiais biocompativeis, Substitutos Osseos, Oleo de Ricino, Ratos.



ABSTRACT

Nacer RS. Study of the behavior of the castor oil polymer as a bone
replacement material in femoral diaphysis defects of rats before the changes
secondary to association with nanoparticles of silicon oxide and zirconium.
Campo Grande, 2009. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

The aim of this study was to evaluate the biological behavior of the polymer of castor
oil as a substitute in bone defects in the femoral diaphysis of rats with the presence
of nanoparticles of silica and zirconia at different times of evolution. We used 36 male
Wistar rats, divided into four groups and subdivided by period of analysis, as follows:
group 1 (G1) - bone defect filled with polymer of castor oil plus calcium carbonate,
group 2 (G2) - polymer of castor oil with calcium carbonate doped with 5% of silica
nanoparticles, group 3 (G3) - castor oil polymer with calcium carbonate doped with
10% of nanoparticles of silica, and group 4 (G4) - polymer of castor oil plus calcium
carbonate doped with 5% zirconia. After the observation period of 15, 30 and 60
days, the animals were euthanized and the femurs removed and sent for histological
evaluation and scanning electron microscopy. The porosity depended on the dopant,
according to electron microscopy. Histological evaluation showed that there was
bone growth in all groups studied, with larger growth trend of the group containing
polymer of castor oil containing only calcium carbonate. In the initial period of
assessment (15 days) there was no new bone formation in the animals of G2, which
showed, together with the animals in the G4, intense presence of fibroblasts and a
pseudocapsule of fibrous tissue around the implant. At 30 days, all groups showed
similar results, and the differences were not statistically significant. After 60 days, it
was noted less new bone formation in animals in groups 2 and 4 when compared to
those of groups 1 and 3, however, increased growth and invagination into the bone
material was observed in group 1 and increased presence of fibroblasts, osteoblasts
and osteoclasts in group 3. There was no statistical difference regarding the
presence of inflammatory reaction between the groups and moments studied. In
conclusion, the association of the polymer of castor oil with nanoparticles of silicon
oxide and zirconium is viable since both the silica and zirconia shown to be
biocompatible, allowing bone growth into the pores of materials. However, at all times
studied there was a higher estimated quantity of mature bone tissue in animals with
implants of polymer of castor oil without dopant. The greater presence of osteoblasts,
osteocytes and osteoclasts in the animals of the group containing 10% of silica in the
polymer of castor oil suggests that the silica has an osteoinductive potential, favoring
the aggregation and cell differentiation, persisting the integrated activity of the three
types of cells involved in the process of activation-resorption-bone formation, even
after long period of observation. The roughness may be an important morphological
characteristic in the material studied with respect to aggregation and bone growth.

Key words: Biocompatible Materials, Bone Substitutes, Castor Oil, Rats.
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1 INTRODUGAO

O tecido 6sseo caracteriza-se por ser um tecido metabolicamente ativo,
composto por células mesenquimais inclusas dentro de uma matriz extracelular
calcificada que confere ao tecido grande resisténcia, plasticidade e rigidez sob
condigdes de carga, e que continuamente sofrem processo de renovagédo e
remodelacdo (BURGUER et al., 1995; VIEIRA et al., 1999; SARTORI et al., 2008).

O osso frente a situagbes nocivas possui caracteristicas adaptativas
desenvolvendo-se em sua estrutura e fungdo em resposta a forcas mecanicas e
demandas metabolicas (CARVALHO et al., 2002). A resposta do osso ao trauma
consiste de uma sequéncia histolégica definida, ordenada e bem diferenciada de
eventos, que resulta na cicatrizagdo do tecido lesado de forma bastante semelhante
a sua estrutura inicial (GIORDANO et al., 2001).

Na pratica ortopédica, frequentemente encontra-se dificuldade na reparagao
de defeitos Osseos, alteragbes anatdmicas e perturbagdes funcionais ocasionadas
por perda Ossea segmentar ou fraturas, uma vez que a rapida formagdo ou
penetracdo de tecido conjuntivo circunjacente, impede ou dificulta a neoformagao
Ossea entre os limites da lesdo. Como o tecido conjuntivo apresenta velocidade de
proliferagdo e migragcado celular maior do que o tecido 6Osseo, essa alteragao
morfofuncional resultante do processo regenerativo pode levar a necessidade de
varios procedimentos cirurgicos para sua adequada corregdo (RESTREPO et al.,
1998; CALIXTO et al., 2001a; CALIXTO, 2001b; IGNACIO et al., 2002; MARIA et al.,
2003; BETTI, 2004; FIGUEIREDO et al., 2004; JACQUES et al., 2004; MENDONCA,
2006; LAUREANO FILHO et al., 2007; PEREIRA JUNIOR et al., 2007).

Situagbes dessa natureza beneficiam-se do uso dos biomateriais para
reconstrugcado, substituicdo ou preenchimento dos defeitos, porém as alternativas
mais previsiveis ainda sao obtidas a partir da utilizacdo dos varios tipos de enxertos
0sseos. No entanto, os enxertos 6sseos apresentam inconvenientes relacionados a
obtencdo de quantidade ideal de suprimento 0sseo, disponibilidade limitada de
material e morbidade cirurgica da fonte doadora, no caso dos enxertos ésseos
autégenos, ou, no caso dos enxertos homdgenos e heterégenos, por apresentarem
riscos de transmisséo de infecgéo e de ativagao imunolégica do hospedeiro, além da
desvantagem dos altos custos dos bancos de ossos (GOULET et al., 1997; MOORE
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et al., 2001; FINKEMEIER, 2002; IGNACIO et al., 2002; BETTI, 2004; GAMRADT &
LIEBERMAN, 2004; LEONEL et al., 2004; YOSHIKAWA & MYQUI, 2005).

Um biomaterial pode ser definido como uma substancia ou combinagao de
duas ou mais substancias, de natureza sintética ou natural, farmacologicamente
inerte, capaz de interagir com um organismo vivo e n&o induzir reagdes adversas no
sitio de implantagdo ou mesmo sistemicamente, podendo ser utilizado de forma
transitoria ou permanente com intuito de melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou
inteiramente, tecidos ou 6rgéos (VITAL et al., 2006).

Em geral, materiais biocompativeis n&do devem ter uma resposta do tecido
hospedeiro e, para tanto, devem se assemelhar quimicamente ao mesmo. Além
disso, ha o fato de a funcionalidade biolégica sé poder se manifestar caso a
biocompatibilidade seja adequada. Caracteristicas como a porosidade e a
capacidade do material implantado de promover ions para o ambiente vizinho, sao
essenciais a um material que devera substituir o tecido dsseo. Estas caracteristicas
sdo especialmente encontradas nos biopolimeros e nas bioceramicas (CAMPOS et
al., 2005; HSU et al., 2005; YOSHIKAWA & MYQUI, 2005).

Dessa forma, tém-se intensificado as pesquisas para o desenvolvimento de
materiais de preenchimento que atendam fundamentalmente as seguintes
caracteristicas: biocompatibilidade, osteocondugédo, osteointegracdo, arquitetura
interna favoravel ao crescimento 0Osseo, resisténcia mecénica, elasticidade e
estabilidade quimica e biolégica e que superem as desvantagens da utilizagdo dos
demais enxertos 6sseos (BAUER et al, 2000; KAWACHI, 2000; CALIXTO et al.,
2001; LEONEL et al., 2004; PEREIRA JUNIOR et al., 2007).

O polimero derivado do 6leo de mamona, desenvolvido em 1984 pelo
Departamento de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros, da Escola de
Engenharia de S&o Carlos, da Universidade de S&o Paulo, possui uma formula
molecular que tem mostrado compatibilidade com os tecidos vivos. Aspectos
favoraveis quando implantados, como boa processabilidade, flexibilidade de
formulagao, versatilidade de temperatura de cura e controle de pico exotérmico na
transigéo liquido-gel, excelentes propriedades estruturais e nao liberagdo de vapores
e radicais téxicos tipificam a poliuretana de mamona como material eficaz no
processo de reparo 6sseo guiado (LAUREANO FILHO, 2001; MARIA et al., 2003;
FIGUEIREDO et al., 2004; JACQUES et al., 2004; LARANJEIRA et al., 2004;
PEREIRA JUNIOR, 2005; MENDONCGCA et al., 2006).
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Uma das principais caracteristicas apresentadas pelo polimero de mamona é
a sua arquitetura interna porosa (LEONEL et al., 2003). A existéncia de porosidade
nos implantes, seu didmetro, conformacéo e a presencga de intercomunicagao, sao
caracteristicas importantes que regulam a migragao vascular e celular para o interior
destes implantes, permitindo a neoformacao éssea (CAMPOS et al., 2005). Sendo
assim, poros com dimensdes adequadas podem favorecer o crescimento do tecido
através do material o que aumenta a resisténcia in vivo (YOSHIKAWA & MYOUI,
2005).

Varios tipos de biomateriais e suas associacdes experimentais com diversas
substancias vém sendo estudados no processo de reparacdo 0ssea, considerando
que o tecido 6sseo € um dos poucos tecidos de mamiferos capaz de reconstituir a
estrutura lesada em sua forma original com restauracéo da estrutura histoldgica e
propriedades mecanicas (BURG, 2000; SICCA et al., 2000; GOMIDE et al., 2005).

O uso de bioceramicas como materiais biocompativeis tem se estendido
desde o emprego isolado do material até outras formas de utilizagdo, como por
exemplo, no revestimento de proteses metalicas ou na associagdo com materiais
poliméricos. Apresentam maior dureza e rigidez que ag¢o, maior resisténcia a calor e
corrosao que metais ou polimeros, sdo menos densas que a maioria dos metais e
suas ligas e suas matérias primas sao abundantes e de baixo custo (PAGANI et al.,
2003; CAMPOS et al., 2005).

A porosidade, para materiais ceramicos utilizados em implantes, surge
também como uma caracteristica importante destes materiais, apesar da quantidade
de poros e fendas na sua estrutura acarretar em diminui¢ao da resisténcia mecanica
do material isoladamente. (FELICIO-FERNANDES, 2000; CAMPOS et al., 2005;
BRENTEL et al., 2006; DOURADO, 2006).

A Silica (SiO3) e a Zirconia (ZrO2) sdo materiais ceramicos que apresentam
caracteristicas fisico-quimicas como durabilidade e resisténcia a abrasdo e
mecanica (ANDRADE & DOMINGUES, 2006). A Silica apresenta estabilidade
quimica e transparéncia a luz visivel, podendo ser usada como carga em resinas
ortopédicas e odontologicas (TABATABAEI et al., 2006). A Zirconia destaca-se entre
as ceramicas avancgadas, apresentando excelentes resultados relacionados a
tenacidade a fratura, biocompatibilidade, boa resisténcia a corrosao e ao desgaste,
podendo ser usada em uma série de aplicagdes mecanicas (MANSUR et al., 1998;
HOFFMANN et al., 2008).
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Além das propriedades fisico-quimicas, a Zirconia e a Silica apresentam
propriedades bioinertes/biocompativeis que permitem a aplicagdo destes materiais
como carga em resinas compostas (VASCONCELOS et al., 1999; CHRASKA et al.,
2000).

Atualmente, pouco se sabe sobre a interferéncia de cerémicas
nanoparticuladas sobre a estrutura de materiais poliméricos no que diz respeito a
osteogénese.

Desta forma, o estudo do comportamento do polimero de mamona como
material de preenchimento de defeito diafisario no fémur de ratos frente a alteragbes
secundarias a associagdo com nanoparticulas de silica e zirconia justifica-se com
base na preparagdo de uma nova classe de materiais semelhante estruturalmente a
tecidos vivos (nanocompdésitos polimero-ceramica) para aplicagdes médicas e

odontoldgicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo de sustentagéo, formado
por células e por material extracelular calcificado e caracteriza-se por sua rigidez e
resisténcia a pressao, resultado da interagdo entre os componentes organicos e
minerais da matriz 6ssea (FREITAS, 2001; CROCI et al., 2003; LINARI, 2004).

A matriz organica é composta principalmente por fibras de colageno do tipo |
(que compde cerca de 90-95% do peso seco do material organico) e é sintetizada
pelos osteoblastos, células portanto, responsaveis pela formagdo Ossea, que
inicialmente, recebe o nome de “tecido ostedide”, “osso imaturo” ou “pré-osso”. O
remanescente 5%, um meio homogéneo denominado substancia fundamental
amorfa, € composto por proteoglicanas e proteinas ndo colagenas (BETTI, 2004;
LANDA, 2005; CORSETTI, 2005).

Além do colageno tipo |, que proporciona ao tecido grande resisténcia as
forcas tensionais, a matriz 6ssea € permeada por sais de calcio e fosfato na forma
de cristais de hidroxiapatita (HA) — Ca1o(PO4)s(OH)2, que conferem ao osso grande
dureza e resisténcia, especialmente sob condi¢bes que envolvem carga. Esses
elementos minerais representam a porcao inorganica da matriz, que constitui 67%
do peso total da matriz 6ssea (FREITAS, 2001; CROCI, 2003; LINARI, 2004;
CORSETTI, 2005).

Assim como os demais tecidos musculoesqueléticos, o tecido dsseo é
composto por células com caracteristicas peculiares, derivadas da linha de células
osteoprogenitoras, conhecidas como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos
(BUCKWALTER, 1987; VIEIRA, 1999; BETTI, 2004; LANDA 2005; CONEGLIAN,
2007).

Os osteoblastos sao células jovens, ricas em fosfatase alcalina, organizadas
em uma camada continua sobre o ostedide e que possuem intensa atividade
metabdlica. Sdo células responsaveis pela sintese e secrecdo dos componentes
organicos da matriz 6ssea, formada principalmente pelo colageno tipo | (CORSETTI,
2005; PRETEL, 2005).
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Ap6s a maturacdo dos osteoblastos que se inserem na matriz Ossea
mineralizada, ocorre a transformacédo dessas células, o metabolismo se altera,
cessam a sintese de matriz 6ssea e elas passam a ser chamadas de ostedcitos. A
medida que os osteoblastos sdo circundados pela matriz 6ssea que secretam,
deixam de ser células poligonais e desenvolvem extensdes longas e delgadas. O
processo de formacdo Ossea, iniciado pelos osteoblastos € denominado
osteogénese (FREITAS, 2001; LINARI, 2004).

Os ostedcitos sao células adultas, que atuam na manutencao e vitalidade dos
componentes quimicos da matriz 6ssea. Situam-se em cavidades ou lacunas dentro
de trabéculas Osseas no interior da matriz, mas mantém comunicagdo entre si
através de projeg¢des citoplasmaticas, que se intercalam e estabelecem vias de
transporte de nutrientes e metabdlitos. Ambas as células tem a fungéo de formacgéao
Ossea, diferenciando-se em sua localizagédo (BURGUER et al., 1995; LANDA, 2005;
PRETEL, 2005).

Ja os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, capazes de erodir o
tecido 6sseo ao atacar a matriz, reabsorvendo o osso e formando depressdes na
superficie O0ssea conhecidas como lacunas de Howship, em resposta a fatores
liberados pelos osteoblastos, participando, desta forma, do remodelamento 6sseo e
da regulacdo dos niveis plasmaticos de calcio (BORBA et al., 2003; CORSETTI,
2005).

O tecido Osseo se apresenta macroscopicamente sob duas formas:
trabecular, uma estrutura de aspecto esponjoso; e cortical, mais s6lido, compacto,
formado por lamelas 6sseas (CROCI et al., 2003; BETTI, 2004; LINARI, 2004).

O osso cortical € compacto, denso, e com a matriz de colageno organizada
em forma de lamelas concéntricas, geralmente ao redor de um canal vascular
central constituindo o sistema de Havers. Localiza-se nas diafises dos ossos longos
e na superficie externa dos ossos chatos, podendo ser dividido em duas formas
anatbmicas e funcionais: periésteo e endésteo (FREITAS, 2001).

O periésteo possui uma camada externa constituida por fibras colagenas e
fibroblastos e, uma por¢do mais profunda, constituidas por células osteoprogenitoras
(CORSETTI, 2005). Possui importante papel no crescimento aposicional e no reparo
de fraturas, pois provoca um desequilibrio entre a formacao 6ssea e a reabsorg¢ao

para que ocorra com tempo o aumento da rede o6ssea. Ja o enddsteo do 0sso
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cortical tem um nivel mais elevado de atividade de remodelamento, resultando de
mais deformacdo mecéanica (LINARI, 2004).

O osso esponjoso ou medular compreende a medula éssea, depositada em
espacgos constituidos de uma rede de placas finas e irregulares pobremente
organizadas, denominadas trabéculas, separadas por espagos intercomunicantes
porosos com aspecto esponjoso (BETTI, 2004; CORSETTI, 2005).

O osso trabecular € metabolicamente mais ativo por unidade de volume.
Essas trabéculas, interconectadas num padrao de cacho de abelhas oferece grande
resisténcia mecanica que garante adaptagdo maxima para o padrao de tens&o dado.
O osso esponjoso esta localizado nas epifises, metafises e na maioria dos ossos
curtos e planos, que apresentam paredes relativamente finas de osso cortical com
grandes volumes de 0sso esponjoso. Estas diferencas na distribuicdo de o0sso
cortical e esponjoso causam diferengas na consolidagao éssea (CROCI et al., 2003;
LINARI, 2004).

Os dois tipos 6sseos podem ser diferenciados histologicamente pelas suas
propriedades mecanicas, estruturais e biolégicas em o0sso imaturo (primario,
trabecular ou trangado) e maduro (ou secundario ou lamelar). Os dois tipos possuem
as mesmas células e os mesmos constituintes da matriz éssea, porém, apresentam
diferentes organizagdes tridimensionais em suas fibras colagenas (FREITAS, 2001,
BETTI, 2004; LANDA, 2005).

O osso imaturo é um tecido altamente celular, relativamente pouco
mineralizado que contém grande numero de ostedcitos irregularmente distribuidos
no interior das trabéculas o&sseas neo-formadas. Caracteriza-se por ter uma
velocidade muito rapida de deposigéo e reabsorcéo éssea (30 a 50um/dia ou mais) e
por ter uma matriz de colageno desorganizada sem a estrutura lamelar dos sistemas
harvesianos (FREITAS, 2001; CORSETTI, 2005).

A frequente formagédo em “colcha de retalhos” do osso trangado e o padréo de
mineralizagdo em focos criam uma aparéncia na radiografica irregular que distingue
0 0sso trancado encontrado no calo de fratura do osso lamelar. Em virtude da falta
de orientagéo das suas fibrilas colagenas a mineralizag&o irregular e a concentragéo
relativamente alta de células e agua, o osso trangado € menos rigido e mais
facilmente deformado do que o osso lamelar (CROCI, 1997; CROCI et al., 2003).

O tecido 6sseo secundario substitui gradativamente o tecido 6sseo primario

pela deposigdo gradual de estratos ou camadas de matriz, que o transformam da
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forma trabecular para lamelar. Caracteriza-se por ter formacgao lenta (0,6um/dia), por
ter alta resisténcia mecanica e por apresentar fibras colagenas organizadas em
lamelas, dispostas paralelamente umas as outras, em camadas concéntricas em
torno de um canal central, denominado canal de Havers, por onde ocorrem vasos
sanguineos e nervos. Cada conjunto desses forma um sistemas de Havers. Este
sistema é tipico do tecido 6sseo secundario. Os canais medulares de Havers
comunicam-se entre si com a cavidade medular, e com a parte externa do osso por
canais transversais ou obliquos, os canais de Volkmann. Por ser uma estrutura
inervada e irrigada, os ossos apresentam grande sensibilidade e capacidade de
regeneracao (FREITAS, 2001; BETTI, 2004; CONEGLIAN, 2007).

2.1.1 Formacao e Remodelamento 6sseo

O processo de desenvolvimento e remodelamento 6sseo se desenvolvem
com base em dois processos antagdnicos mas acoplados: formagao e reabsorgéo
o0sseas. O acoplamento dos dois processos permite a renovagcdo e remodelagao
Osseas e € mantido a longo prazo por um complexo sistema de controle que inclui
horménios, fatores fisicos e fatores humorais locais (FRIEDLAENDER , 1987;
BORBA et al., 2003).

Durante a formacédo do osso, a sintese da matriz colagena precede a
mineralizag¢ao, coincidindo com uma maior producao de fosfatase alcalina, enquanto
a mineralizagéo coincide com maior produgao de osteocalcina (STEIN & LIAN, 1993;
VIEIRA, 1999).

A maturagao do colageno ocorre a partir da deposi¢ao das fibrilas colagenas
na matriz extracelular que sdo estabilizadas pela interligagcdo entre radicais lisina e
hidroxilisina de diferentes cadeias. Assim, por acdo da enzima lisil oxidase,
moléculas de lisina e hidroxilisina da por¢ao terminal (telopeptideos) das moléculas
de colageno formam aldeidos e se condensam com o residuo de molécula adjacente
formando uma estrutura interligadora composta de trés radicais hidroxilisina
(piridinolina) ou uma lisina e duas hidroxilisinas (deoxipiridinolina) (VIEIRA, 1999;
TAKEDA, 2008).

Apos a fase inicial de maturagdo do colageno, que se estende até o final da

fase de cicatrizagdo, ocorre a proliferacdo de células precursoras dos osteoblastos
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que posteriormente deverdo sedimentar a substancia intercelular (ROCHA JUNIOR
et al., 2006).

Concomitantemente a proliferagdo subperiosteal, ocorre a atividade celular
dentro do canal medular onde as células que proliferam parecem ser derivadas do
enddsteo. A medida que o tecido celular cresce, este amadurece, e as células
basicas ddo origem aos osteoblastos, que depositam uma matriz intercelular de
colageno e polissacarideos que logo se torna impregnada de sais de calcio para
formar o osso ndo amadurecido. Este, por sua vez, devido a sua textura foi
denominado osso "primario" (TAKEDA, 2008).

O osso primario transforma-se gradualmente pela agdo dos osteoblastos em
um osso mais amadurecido, com estrutura lamelar tipica. Quando a formagao esta
completa, o osso recém formado sofre um processo imperceptivel de remodelagéo
constante em todos os ossos durante a vida toda, porém se torna especialmente
acentuado e evidente apds uma fratura (CORSETTI, 2005).

O remodelamento 6sseo € um processo fisiolégico continuo, que permite a
manutengao da resisténcia éssea através de sua “auto-modelagem”, de acordo com
as solicitacbes mecanicas a que o 0sso € submetido, e possibilita a substituicdo de
um osso envelhecido e danificado por um tecido novo (BORBA et al., 2003). Este
processo continuo é de tal precisdo, que a partir da aquisicdo do pico de massa
Ossea, esta se mantém constante até a instalacdo da faléncia gonadal
(MANOLAGAS & JILKA, 1995).

O remodelamento 60sseo depende entdo da atividade integrada dos
osteoblastos, para produgdo de tecido neoformado, dos ostedcitos para a
manutengao da resisténcia e dos osteoclastos, para destruicdo do tecido, ambos os
eventos sao cruciais ao processo no decorrer do crescimento 6sseo normal, ou apos
lesao (FREITAS, 2001; NOBLE et al., 2003).

A fase de remodelamento € iniciada pela ativagdo de precursores
osteoclasticos, que iniciam a reabsorcédo 6ssea apds tornarem-se osteoclastos
multinucleados. Quando estas células reabsorvem o tecido 6sseo, elas o fazem
através da secregdo de uma mistura de proteases acidas e neutras, que agindo
sequencialmente degradam as fibrilas colagenas em fragmentos de diferentes
tamanhos. Os produtos e degradagao que séo jogados em circulagao variam desde
amino acidos livres até fragmentos carboxi e amino-terminais contendo
interligadores (C e N-telopeptideos) (TAKEDA, 2008).
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Os fragmentos liberados pelos osteoclastos sdo adicionalmente
metabolizados pelo figado e rins, de maneira a resultar em fragmentos
suficientemente pequenos para serem excretados pelos rins por simples filtragéo
glomerular (VIEIRA, 1999).

Ao final da reabsorgcdo, ocorre a invasao de pré-osteoblastos que se
diferenciam em osteoblastos para formar a nova matriz, tornando-se
subsequentemente mineralizada durante a continua formagao 6ssea, a medida que
os ostedcitos vao sendo aprisionados na matriz (BURGUER et al., 1995; NOBLE et
al., 2003).

A orquestracdo do processo de ativagao-reabsorgdo-formagcdo sugere
mecanismos bastante refinados e, embora muitos fatores interfiram isoladamente
nos processos de reabsor¢do ou formagdo o&ssea, pouco se sabe sobre o
mecanismo de integracdo entre estes dois processos, suprindo as necessidades
sistémicas do organismo (BORBA et al., 2003; TAKEDA, 2008).

2.1.2 Fratura e reparo do tecido 6sseo

O osso € um tecido adaptativo que se desenvolve em sua estrutura e fungao
em resposta a forcas mecanicas e demandas metabdlicas. A deposicao do osso é
parcialmente regulada pela quantidade de deformacéo que lhe foi imposta. Assim,
quanto maior a deformacéo aplicada, maior a detecgao pelos ostedcitos e a ativagao
dos osteoblastos. Consequentemente, os o0ssos se tornam mais resistentes
(CARVALHO et al. 2002; NOBLE et al., 2003).

Entretanto, quando essa deformacao se configura em lesdo, a quebra da
relacdo entre os reguladores locais e sistémicos promove um desequilibrio continuo
entre formagao (osteoblastos) e reabsorgédo (osteoclastos) 6sseas, desencadeando
uma série de eventos intra e extracelulares, que culminam com o reparo do tecido
lesado (GIORDANO, 1998; PADULA, et al., 2003).

Embora em condigbes normais a maioria das fraturas ndo apresente
problemas de consolidagdo, existem algumas situagdes em que o processo de
reparo pode ser acelerado, assegurando rapido retorno da fungdo musculo-
esquelética (STEVENSON, 1998; GIORDANO et al., 2001).
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O processo natural de reparo 6sseo inicia imediatamente apos a leséo, e é
dividido em duas fases: vascular e celular, caracterizando um estagio inflamatorio.
Uma vasoconstrigdo inicial forma coagulos que interrompem o fluxo sangulineo local.
Em seguida, os restos celulares e coagulos sanguineos sao removidos por
macrofagos, comega entdo, a proliferagdo de células osteogénicas proximo ao local
da lesdo e os osteoblastos dao origem as trabéculas 6sseas constituidas por tecido
0sseo imaturo e desordenado que une provisoriamente as por¢gdes do 0ssoO
fraturado, e que dao origem a formagéo do calo 6sseo, por ossificagdo endocondral
e intramembranosa (BETTI, 2004; LINARI, 2004; LANDA, 2005; CORSETTI, 2005).

O processo de ossificacdo intramembranosa ocorre a partir da diferenciagao
direta de células mesenquimais indiferenciadas e fibroblastos em células
osteogénicas, essas dividem-se formando mais células osteogénicas e também
diferenciando-se em osteoblastos, que por sua vez, secretam a matriz éssea e se
deslocam ou sao incluidos em lacunas e se tornam ostedcitos (BURGUER et al.,
1995; LAUREANO FILHO, 2001).

A ossificacdo endocondral ocorre a partir de um modelo cartilaginoso. No
local da fratura, forma-se um coagulo sanguineo que € posteriormente substituido
por um tecido colageno altamente vascular (tecido de granulagdo), que torna-se
progressivamente mais fibroso. Células mesenquimais diferenciam-se em
condroblastos e substituem o tecido de granulagao fibroso com cartilagem hialina,
formando um calo provisoério flexivel. Este calo é fortalecido pela deposi¢cao de sais
de calcio dentro da matriz cartilaginosa, onde células osteoprogrenitoras do
enddsteo e peridsteo sdo ativadas e depositam osso entrelagcado ao redor e dentro
do calo provisério. O calo provisorio é entdo transformado em calo 6sseo (BETTI,
2004; PRETEL, 2005).

O calo 6sseo passa a ser remodelado e, a seguir, substituido por osso
secundario ou lamelar. Concomitantemente, ha necessidade de formacdo e/ou
reconstituicdo dos vasos sanguineos que irdo suprir o tecido 6sseo em processo de
regeneracao, através de brotamento de vasos pré-existentes. O processo é
denominado angiogénese, e € acompanhado por intensa atividade dos osteoclastos.
Estes se dispdem junto as trabéculas ésseas formando tuneis, que seréo revestidos
por laminas concéntricas de tecido 6sseo maduro, constituindo o sistema
Haversiano (FREITAS, 2001; CORSETTI, 2005).
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Apesar do restabelecimento da anatomia vascular ser um dos eventos
precoces que ocorrem durante a osteogénese, em determinadas situagdes, a
angiogénese pode estar associada a maior reabsorgdo osteoclastica da matriz
0ssea, atuando de forma reversa ao esperado (CROCI, et al., 2003).

Sendo assim, se as condi¢des forem favoraveis, o processo de reparo se da
por uma seérie de fases até que o osso esteja totalmente consolidado. Contudo,
deve-se levar em conta que o tipo de consolidagdo nao é o mesmo e constante em
todas as circunstancias (CROCI, et al., 2003). Com o passar dos anos, estudos
foram surgindo com o intuito de que métodos auxiliares pudessem ser usados para
realgcar a resposta inerente ao organismo vivo no que diz respeito ao processo da
neoformacéo 6ssea (REZENDE et al., 1996; CALIXTO et al., 2001, IGNACIO et al.,
2002; LEONEL et al., 2003; MARIA et al., 2003; PEREIRA JUNIOR, 2005).

2.2 Enxertos 6sseos

As indicagbes dos enxertos Osseos constituem, de modo geral, situagdes
frequentes da pratica ortopédica, tais como: preenchimento de cavidades ésseas ou
defeitos tumorais, realizacdo de artrodeses, reconstrucdo de perdas segmentares
Osseas poés-traumaticas, tratamento de retarde de consolidagdo ou pseudartroses,
ou mesmo enchimento de defeitos em fraturas recentes ou osteotomias (REZENDE
et al., 1996). A aplicacdo adequada de um enxerto ésseo €, com frequéncia, o fator
critico diferenciador entre o reparo bem sucedido de uma fratura e o
desenvolvimento de uma nao-unido (PEREIRA JUNIOR, 2005).

E importante ressaltar que os enxertos 6sseos sdo classificados de acordo
com a diferenga genética existente entre os organismos doadores e receptores,
sendo classificados em autdgenos (quando compostos por tecido do proprio
receptor), homogenos (obtidos de outro individuo da mesma espécie que o receptor)
e heterégenos ou xendgenos (retirados de seres de uma espécie diferente do
receptor) (CALIXTO, 2001; LARANJEIRA et al., 2004; LEONEL et al., 2004; MAEDA,
2005)

O enxerto 6sseo autégeno tem sido apontado por diversos autores (SILVA et
al., 1997; AICHELMANN-REIDY & YUKNA, 1998; MARTINEZ & WALKER, 1999 ;

FIGUEIREDO et al., 2004) como sendo o material mais adequado para atingir o
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preenchimento de um defeito com material que possa promover osteoindugao e/ou
osteoconducgao, e a consequente osteogénese reparativa.

No estagio atual do conhecimento, € consenso que o 0sso autégeno € o
material mais adequado para atingir esse objetivo. A sua integragdo aos tecidos
vizinhos e sua capacidade de osteogénese tem-se mostrado superiores a
numerosos outros materiais utilizados com o mesmo proposito (TSONIS, 2002;
JACQUES et al., 2004; MAEDA, 2005).

Mas apesar de o enxerto ésseo esponjoso autdégeno ser superior do ponto de
vista da osteogénese, por ter excelente biocompatibilidade tecidual, possui
limitacbes de uso, como a alta morbidade do sitio doador, reabsorgéo, complicagdes
pos-operatorias, maior tempo cirurgico, dificuldade de uma conformagéo exata ao
defeito, necessidade de dois procedimentos cirurgicos, e a quantidade insuficiente
quando a fonte doadora é escassa, como nas criangas e em pacientes ja
submetidos a cirurgias anteriores que exauriram areas potencialmente doadoras de
osso (SILVA et al., 1997; AICHELMANN-REIDY & YUKNA, 1998; MARTINEZ &
WALKER, 1999; CALIXTO, 2001; MOORE et al., 2001; SILVA et al., 2003;
FIGUEIREDO et al., 2004; LEONEL et al., 2004; PEREIRA JUNIOR, 2005;
MENDONCA et al., 2006).

Assim, a procura de um material substituto do osso autégeno continua sendo
um desafio. O substituto ou implante ésseo ideal ndo deve causar modificagao fisica
no tecido, deve ser quimicamente inerte, ndo deve causar reacéo alérgica ou tipo
corpo estranho, além de poder ser obtido na quantidade e forma necessarias para
preencher o defeito 6sseo (BUCHOLZ, 2002; JACQUES et al., 2004).

2.3 Biomateriais

Diante da busca constante de um substituto ideal para tecidos humanos, em
virtude da complexidade do tratamento reparador, destaque tem sido dado a
materiais de origem sintética ou natural, conhecidos como aloplasticos, que
englobam diversos metais ou ligas metalicas inertes, ceramicas, compdsitos e
polimeros (MOORE, 2001; IGNACIO, 2002; LEONEL, 2003; CORSETTI, 2005).

O regqistro historico da primeira utilizacdo dos biomateriais se refere a

materiais de sutura e datam de 4000 a.C. Existem registros da utilizagdo de placas
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metalicas por egipcios para reparos em lesbdes cranianas € membros artificiais.
Estas praticas também ja eram conhecidas desde a época do império romano até a
idade média (SILVER 1989; CAMPQS et al., 2005).

Os primeiros biomateriais procuravam essencialmente propor um reparo
mecanico de lesdes teciduais, providenciando suportes nao-toxicos, inertes e bem
tolerados. A implantacdo das proteses ortopédicas representa, ainda, um exemplo
amplamente utilizado destes procedimentos. A extensao de tal modelo de terapia
envolveu materiais que estimulam a integragdo do implante com os tecidos
adjacentes, provocando a mobilizagao e ativagao celular, bem como a subsequente
producdo da matriz extracelular intimamente associada com o material implantado
(VASCONCELGOS et al., 1999).

A definigao classica de biomaterial é “parte de um sistema que trate, aumente
ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou fungdo do corpo” (HELMUS E TWEDEN,
1995).

Um biomaterial, em sentido amplo, também pode ser definido como qualquer
material farmacologicamente inerte capaz de interagir com um organismo vivo, nao
induzindo reacdes adversas no sitio de implantacdo ou mesmo sistemicamente
(CALIXTO, 2001; CAMPOS et al., 2005; MENDONCA, 2005).

A escolha de um material que possa ser utilizado como implante biolégico
passa necessariamente pela analise de um conjunto de requisitos que atendam
fundamentalmente as seguintes caracteristicas: ser biocompativel, ou seja, sua
presenca nao deve causar efeitos nocivos no local do implante ou no sistema
bioldgico; ndo deve sofrer alteracdo no meio implantado; deve ser biofuncional,
osteocondutor, osteoindutor, resistentes a forgas compressivas e a tragédo, e
passivel de esterilizacdo. Os biomateriais podem ainda ser classificados de acordo
com o seu comportamento fisiolégico, como sendo biotoleraveis, bioinertes,
bioativos e biodegradaveis (CALIXTO, 2001; CORSETTI, 2005; MAEDA, 2005).

O desenvolvimento de materiais bioativos e biodegradaveis visa, além de
substituir tecidos lesionados, promover a recuperagao do tecido danificado através
da atuacdo em metabolismos intra e extracelulares responsaveis pela reprodugao
celular e propagacao dos tecidos em crescimento (VASCONCELOQOS et al., 1999).

De acordo com Vert et al. (1992), biodegradavel € a designagéao utilizada para
polimeros e dispositivos sélidos que, em fungdo da degradagdo macromolecular,

sofrem dispersao in vivo mas sem a eliminagao dos produtos e subprodutos pelo
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organismo. Polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos bioldgicos
de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou
outros subprodutos de degradacgao, que podem ser removidos do seu local de agao,
mas nao necessariamente do organismo (BARBANTI, 2005).

Sendo assim, materiais biodegradaveis sao biomateriais capazes de substituir
tecidos danificados por um certo periodo de tempo, durante o qual o processo de
reparo natural da area afetada estaria sendo promovido. O material ideal para esta
funcao, além de biodegradavel, estimularia a regeneracédo do tecido matriz e teria
uma cinética de degradacao das propriedades mecénicas compativel com a cinética
de reparo do tecido. Dessa forma, o novo tecido iria progressivamente substituindo o
implante nas fungdes requeridas (PEREIRA et al., 1999; LEE et al., 2006).

A osteoinducgéo pode ser definida como processo pelo qual as células tronco
mesenquimais, presentes no tecido circunjacente ao leito receptor, sdo induzidas a
diferenciacdo em células de linhagem osteogénica (ALEXANDER, 1987;
ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001).

A osteoconducgao é a propriedade do material em servir como arcabougo para
a proliferagdo e migragdo de ceélulas osteoprogenitoras e a sua posterior
diferenciacdo terminal em osteoblastos, no entanto este tipo de material n&o
promove formagdo Ossea quando implantado em tecido mole (GROSS, 1997,
ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001).

A osteoconducdo ao longo da superficie do implante pode somente ocorrer
quando a vanguarda de células migratérias alcanga a sua superficie. A matriz éssea
€ depositada sobre a superficie do implante, orientando a formacédo 6ssea entre a
espicula formada e o osso na superficie do implante (FRIEDLAENDER, 1987).

Esta énfase sobre migragdo celular como mecanismo critico na
osteocondugao tem dois motivos. Primeiro, a migragédo celular durante o reparo da
ferida esta associada ao fenbmeno de contragédo da ferida (e tem implicagcdo com a
retengcao do coagulo a superficie do implante). Segundo, as células que migram nao
sdo somente osteoblastos, mas qualquer célula com potencial osteogénico
(PONZONI, 2004).

Assim, a capacidade osteocondutiva da superficie pode ser governada pela
habilidade de retencdo da rede de fibrina do coagulo e a resisténcia a forgas
retrativas geradas pela atividade migratéria de diferentes células osteogénicas que
sao requeridas para osteoconducao (MASTERS, 1988; SANADA et al., 2003).
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Implantes de polimeros orgénicos ou de materiais mineralizados absorviveis
permitem um reparo permanente, mobilizando as células que normalmente
participam na renovagdo da mesma estrutura, fenbmeno este ja abordado e
conhecido como osteocondugdo. Com o tempo, o implante pode ser substituido
integralmente pelo material endégeno, resolvendo o problema da descontinuidade
das interfaces (LEE et al., 2006).

2.3.1 Polimero de mamona

A pesquisa de biomateriais tem apresentado uma variedade de implantes,
sintéticos ou naturais, desenvolvidos para uso bioldgico. A descoberta de novos
polimeros e copolimeros tem contribuido significativamente para a evolugédo no
campo dos biomateriais (CALIXTO, 2001; LARANJEIRA et al., 2004).

Os polimeros constituem uma classe de materiais biocompativeis, podendo
ser processados por diferentes modos de elaboragdo em fibras, materiais de sutura,
hastes, parafusos, placas e grampos. Apresentam como vantagens o fato de serem
pré-fabricados, disponiveis em grande quantidade e ndo necessitarem de um
segundo local cirurgico (regido doadora), reduzindo o tempo de cirurgia (CALIXTO,
2001; IGNACIO et al., 2002).

Os conhecimentos sobre biopolimeros evoluiram muito nas ultimas décadas,
principalmente com o advento da primeira classe de poliuretanos, quando foi
comprovada a superioridade das uretanas vegetais sobre as resinas derivadas de
minerais (BOLSON et al., 2005). As resinas poliuretanas vegetais surgiram em 1937,
sendo formadas por cadeias de polimeros de uretana, que constituem o produto da
reacdo quimica entre um grupo isocianato e uma hidroxila (IGNACIO et al., 2002).

Em 1984, o Departamento de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros,
da Escola de Engenharia de Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo desenvolveu
uma resina poliuretana extraida do 6leo da mamona (Ricinus comunis — divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopside, sub-classe Rosidae, ordem Euforbiales e
familia Euforbiceae). O 6leo de mamona é na realidade um poliéster, formado por
trés moléculas do acido ricinoléico (acido 12-hidroxi-oléico), cada uma com um grupo
hidroxila no carbono 12, propicio para a polimerizagao por meio de ligagdes uretana.

Os grupos hidroxila do acido ricinoléico reagem com o0s grupos isocianato do pré-
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polimero para formar as poliuretanas (MARIA et al., 2003; LEONEL et al., 2003;
ZILIOTTO et al., 2003; FIGUEIREDO et al, 2004; JACQUES et al, 2004;
LARANJEIRA et al., 2004; LEONEL et al.,, 2004; MENDONCA et al., 2006;
LAUREANO FILHO et al., 2007; PEREIRA JUNIOR et al., 2007).

A inclusdo do carbonato de calcio facilita a troca ibnica na interface osso-
resina, aumenta os niveis de dissolugcado celular, permite a formacdo de poros e
confere melhor padrdo de resisténcia e elasticidade em relagdo ao tecido ésseo
(IGNACIO et al., 2002; MARIA et al., 2003).

A reacao dispensa a presenca de catalisadores, tem pico exotérmico maximo
de 42° C, ndo emite vapores toxicos e nao libera monémeros livres residuais como o
metilmetacrilato e ndo sofre alteracbes ao ser submetido a radiagcdo (BOLSON et al.,
2005; MARIA et al., 2003; MENDONCA et al., 2006).

O polimero de mamona é um biomaterial, com mddulo e elasticidade similar
ao osso humano, que apresenta os aspectos favoraveis de processabilidade;
flexibilidade de formulacao; versatilidade de temperatura de cura e controle de pico
exotérmico na transicao liquido-sélido; excelentes propriedades estruturais; auséncia
de emissdo de vapores irritantes ou téxicos; bom poder de adesdao a metais; nao
liberador de radicais tdxicos quando implantada e baixo custo (IGNACIO et al., 2002;
LEONEL et al., 2003; LEONEL et al., 2004; MARIA et al., 2004).

O fato do polimero de mamona apresentar excelentes propriedades
estruturais é de suma importancia para o sucesso encontrado apés a sua utilizagao.
Entre estas propriedades, deve ser citada a presenca de poros irregulares em meio
a sua estrutura, permitindo assim sua incorporagao aos tecidos vivos e favorecendo
a regeneragao dos defeitos 6sseos (MARIA et al., 2003; PEREIRA JUNIOR et al.,
2007).

Desta forma, a existéncia de porosidade nos implantes, seu diametro,
conformacgao e a presencga de intercomunicagao, sao caracteristicas importantes que
regulam a migragao vascular e celular para o interior destes implantes, permitindo ou
ndo a neoformacédo o6ssea (LEONEL et al., 2003) .

Apesar de diversos estudos experimentais (OHARA et al., 1995; CALIXTO et
al., 2001; MARIA et al., 2003; LEONEL et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2004;
JACQUES et al., 2004; LEONEL et al., 2004; BOLSON et al., 2005; MENDONCA et
al., 2006; PEREIRA JUNIOR et al., 2007) comprovarem o potencial da poliuretana,

para utilizagdo no tratamento de afeccbes ortopédicas, com énfase especial na sua
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biocompatibilidade e poder de osteoconducdo, somente em 1999 o produto foi
aprovado pelo Ministério da Saude do Brasil (registro Anvisa n° 10171110079) e no
ano de 2003 pela Food and Drug Administration (FDA) (PEREIRA JUNIOR et al.,
2007).

Bolson et al. (2005), apds avaliagao clinica, observou a auséncia de rejeigao
ao implante da poliuretana em codornas domésticas e constatou a sua
biocompatibilidade a partir de dados resultantes de analises clinicas, radioldgicas,
macroscopicas e histoldégicas. Semelhantes condi¢des foram também observadas
por Ignacio et al, 2002 e Maria et al, 2003 em caes; Mendonga et al, 2006 em
coelhos; Leonel et al, 2003 e Leonel et al, 2004 em ratos.

Calixto et al. (2001), demonstraram a biocompatibilidade dos implantes de
flocos de resina poliuretana na cavidade alveolar de ratos, sendo capaz de certo
grau de osteointegragao direta, observado por acumulo progressivo de tecido 6sseo
em maturagao, sem sinais de resposta inflamatoria persistente.

Leonel et al. (2004), ao avaliar a importancia da porosidade do polimero na
neoformacéao tecidual em ratos, observou uma acentuada neoformacao dssea com
presenca de restos de polimero rodeados por osso neoformado e tecido conjuntivo
denso apos 120 dias de estudo. Segundo os pesquisadores, os poros dos
fragmentos do polimero encontravam—se preenchidos por tecido conjuntivo denso,
rico em células clasticas, que promoviam a reabsorg¢ao ativa do polimero, visando

assim o completo preenchimento do defeito por tecido 6sseo.

2.3.2 Bioceramicas

A utilizacdo de cerdmicas como materiais biocompativeis remonta a 1894,
quando o alem&o Dreesman relatou o uso de gesso (CaS04.1/2H20) como um
possivel substituto para o preenchimento de cavidades ésseas, porém o material
apresenta uma resisténcia mecanica muito baixa e € completamente reabsorvido
pelo organismo, resultando em uma rapida fragmentagdo e degradacdo. Tais
propriedades pouco atrativas praticamente excluiram a utilizagdo do gesso como
bioceramica implantavel (CANO et al., 1999; KAWACHI et al., 2000).

Em 1969, Larry L. Hench, engenheiro especializado em ceramicas, iniciou
trabalhos com vitroceramicas e apresentou um tipo de vidro que se integrava tao

bem ao tecido 6sseo de ratos, que os pesquisadores ndo conseguiam separa-los.
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Aparentemente o vidro que Hench havia desenvolvido atraia as células Osseas
(HENCH & JONES, 2005).

A década de 70 marcou o inicio do uso mais intenso de materiais ceramicos
com propriedades que possibilitam a sua classificagdo como bioceramicas. A
primeira bioceramica com uso muito difundido neste periodo foi a alumina densa (a-
Al203). Este material, devido a sua boa biocompatibilidade e elevada resisténcia
mecanica, vem sendo usado com frequéncia até hoje em préteses ortopédicas que
substituam ossos ou parte deles que sao submetidos, na sua atividade funcional, a
esforcos elevados (KAWACHI et al., 2000).

Em fungdo do aumento do numero de materiais cerdmicos utilizados como
biomateriais e os diversos aspectos envolvidos na interagdo com os tecidos vivos,
tem-se procurado classifica-los em diversos grupos. Assim, em termos gerais, as
bioceramicas s&o classificadas em bioinertes e bioativas. Entretanto, de acordo com
a Conferéncia da Sociedade Européia para Biomateriais realizada na Inglaterra em
1986, o termo bioinerte ndo é adequado, ja que todo material induz algum tipo de
resposta do tecido hospedeiro, mesmo que minima, devendo, por este motivo, ser
evitado. (HENCH, 1991; KAWACHI et al., 2000).

O termo bioatividade foi utilizado inicialmente para descrever a habilidade que
certas composigdes de vidros, desenvolvidos no fim da década de 60 e inicio da de
70, tém de se conectarem ao tecido 6sseo circundante ao implante, induzindo a
formagdo de uma camada de hidroxiapatita (HA) em sua superficie. Hoje, sabe-se
que outros materiais ceramicos como a HA sintética, o fosfato tri-calcio sinterizado e
algumas vitro-cerdmicas também podem ser bioativos sob certas condigbes de
sintese (HENCH, 1991; ANDRADE & DOMINGUES, 2006; BRENTEL et al., 2006).

Bioceramicas estdo disponiveis como microesferas, camadas ou coberturas
finas em implantes metalicos, redes porosas, compostos com componentes
polimeros, grandes superficies bem polidas (OH et al., 2006). Materiais que podem
ser classificados como bioceradmicas incluem alumina, zircénia, fosfatos de calcio,
vidros ou vidros ceramicos a base de silica, carbonos piroliticos (KAWACHI et al.,
2000; PAGANI et al., 2003; CAMPOQOS et al., 2005).

O sucesso da aplicabilidade clinica de uma bioceramica esta fortemente
ligado as suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas, que devem ser
perfeitamente adequadas a sua funcgao in vivo. Dependendo do tipo de aplicacéo, a

bioceramica deve ser estavel permanecendo longo tempo no paciente ou
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reabsorvivel, sendo substituidas rapidamente pelo osso recém formado. As
ceramicas porosas sdo processadas quando as aplicagbes exigem materiais
osteocondutores. Entretanto, existem controvérsias quanto a implantagao biolédgica
de ceramicas com estruturas porosas acreditando-se que as mesmas podem
oferecer como desvantagens o fato de serem frageis, restringindo assim sua
aplicagao (DOURADO, 2006; OH et al., 2006).

A associagao de materiais ceramicos com biopolimeros tem como principais
caracteristicas bioldgicas a biocompatibilidade, a osteoconducgao e a biodegradacao,
propriedades estas encontradas devido a presenca de poros em meio a sua
estrutura, que favorecem a neoformacgao tecidual dentre os mesmos (LEONEL et al.,
2003; OH et al., 2006). Desta forma, para os autores que defendem a presenca de
poros em materiais ceramicos, a porosidade e a capacidade do material implantado
de promover ions para o ambiente vizinho sdo as mais importantes caracteristicas
associadas a um material que devera substituir um tecido 6sseo (CAMPOS et al.,
2005; YOSHIKAWA & MYOUI, 2005; BRENTEL et al., 2006; DOURADO, 2006).

2.3.2.1 Ceramicas de zirconia

A zircbnia é uma ceramica polimorfa que possui trés estruturas cristalinas:
monoclinica, cubica e tetragonal. A zircbnia pura tem a estrutura monoclinica na
temperatura ambiente e é estavel até 1.170°C. Entre esta temperatura e 2.370°C,
ela se transforma em zircOnia tetragonal, e, acima de 2.370°C, em zirconia cubica.
ApoOs o processamento, durante o resfriamento, a tetragonal se transforma em
monoclinica a uma temperatura de 970°C, aproximadamente. Esta fase de
transformacao estad associada a 3% a 4% de expansédo volumétrica (PICONI &
MACCAURO, 1999).

Apesar da elevada dureza, biocompatibilidade e estabilidade quimica, a
zircOnia pura monoclinica é fragil e inadequada para a fabricagdo de materiais para
uso bioldgico. Esta deficiéncia é contornada com a adi¢gao de estabilizantes da fase
tetragonal a temperatura ambiente (SANTOS et al., 2008; SOUZA et al., 2008).

A adicdo de certos oOxidos estabilizantes € imprescindivel para manter as

fases polimorficas de temperaturas elevadas, em temperatura ambiente. Destes
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oxidos, o de itrio (Y203) se destaca como estabilizante adequado para a
estabilizacdo da fase tetragonal da zircénia, o qual é conhecido como fase tenaz e
dura a temperatura ambiente, o que possibilita 0 uso deste material como ceramica
avancada (NONO, 1990; KUMAR et al., 2004; KURANAGA, 2005). Desta forma, a
fase tetragonal pode existir na temperatura ambiente apds a sinterizagado (PICONI &
MACCAURO, 1999).

A zirconia destaca-se entre as ceramicas avangadas, apresentando
excelentes resultados relacionados principalmente a tenacidade a fratura, e pode ser
utilizada em uma série de aplicagdes bioldgicas com énfase nas suas propriedades
mecanicas. Trata-se de um material biocompativel, com boa resisténcia a corrosao e
ao desgaste (CHRASKA et al., 2000; HUANG et al., 2000; LIANG & DUTTA, 2001;
KONDOH et al., 2004; SANTOS et al., 2005).

Os primeiros estudos utilizando ceramicas de zircbnia para o aumento da
resisténcia mecanica e da tenacidade a fratura foram iniciados por Garvie et al.
(1975), onde foram testadas a expansao e a tensdo de cisalhamento desenvolvida
na transformacéao da fase tetragonal para monoclinica (ASSIS, 2007).

De forma a obter uma tenacidade a fratura maxima, a fragado volumétrica de
inclusdes de zirconia deve ser otimizada. Isto porque a tenacidade ira aumentar com
a fracdo volumétrica até atingir-se um maximo, acima da qual as microtrincas
geradas pelas particulas de zircOnia irdo interagir umas com as outras resultando em
um decréscimo na resisténcia mecanica (ASSIS, 2007). A fragcdo volumétrica
maxima para a ocorréncia do aumento da tenacidade, conforme calculos
termodinamicos feitos por Evans e Faber (1984), situa-se em torno de 0,3% em
volume.

Segundo Pierri et al.(2005), a presenca de pequenas quantidades de zircénia
(1% em volume) em matriz de Al203 é suficiente para promover uma inibicdo do
crescimento de grdos de alumina, permitindo ao mesmo tempo que o processo de
sinterizacdo sem aplicagdo de pressado possa resultar em altas densidades finais.
Isso mostra que a utilizagado de pequenas quantidades de inclusbes nanométricas de
zircbnia pode ser uma solugdo interessante para a obtencdo de corpos com
microestrutura mais refinada e homogénea, favorecendo o aumento nas

propriedades mecanicas do compaosito.
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2.3.2.2 Ceramicas de Silica

Dentre os materiais biocompativeis mais promissores utilizados como
substitutos 6sseos, destacam-se as ceramicas bioativas que, por serem sintéticas,
podem ser produzidas em grande quantidade e com controle dos parametros fisico-
quimicos como pureza, porosidade, area superficial e tamanho de graos (ANDRADE
E DOMINGUES, 2006). No entanto, mecanismos envolvidos no processo de
formacdo da camada de hidroxiapatita em materiais expostos a diferentes fluidos
fisiologicos ainda s&o controversos.

A silica € um polimero inorganico formado por grupos siloxanos (Si-O-Si) em
seu interior e de grupos silandis em sua superficie (AIROLDI & FARIAS, 2000) e
desempenha um papel importante na biomineralizagdo de muitos organismos,
inclusive dos corais (BORUM et al., 2003).

A alta densidade dos grupos silanois (Si-OH) existentes na superficie da silica
amorfa, por ex., € considerada responsavel pelo crescimento da HA e pela formagéao
de osso em vitro-ceramicas. Os grupos silandis presentes em vidros induzem a
formacdo da HA em maior extensdo que as superficies de silica cristalinas ou
tratadas termicamente (LI et al., 1992; ANDRADE E DOMINGUES, 2006).

Pereira et al. (1999), ao estudarem o desenvolvimento de materiais que
apresentam niveis controlaveis de reatividade a partir da combinagdo a nivel
nanométrico ou molecular de fases poliméricas e inorganicas, concluiram que
hibridos com fases inorganicas com composigdes ricas em silica ou ricas em calcio
se mostraram resistentes a dissolugdo, possuindo pequenos graus de inchamento.

Os mecanismos de nucleacao e crescimento da HA nos substratos de silica
gel sdo controversos. A importancia relativa da composigéo, dos grupos silandis na
estrutura, de defeitos na superficie, do tamanho e volume dos poros e da adsorgao
de ions silicatos dissolvidos dos géis de silica sdo alguns dos parametros mais
estudados.

Kokubo et al. (2003), concluiram que certos vidros bioativos que nao
continham calcio e fésforo em sua composicdo também podem ser bioativos.
Segundo os autores, a formag&do de uma camada de silica hidratada na superficie de
um tipo de vidro bioativo é a caracteristica que mais influencia a bioatividade do

material, sendo atribuida a silica a capacidade de bioatividade.
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Martin et al. (2004), estudaram a utilizagdo de nanoparticulas de silica na
auto-organizacéo de redes celulares e constataram que as nanoparticulas de silica
podem auxiliar na organizagdo e crescimento celular, interagindo com os fluidos
corpéreos, podendo ser empregada também como reforco em matrizes

bioceramicas para aplicagdes biomédicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o comportamento biolégico do polimero de mamona como substituto
6sseo em defeito diafisario no fémur de ratos frente a alteracbes secundarias a
associagdo com nanoparticulas de silica e zirconia em diferentes tempos de

evolugao.

3.2 Especificos

e Avaliar histologicamente a biocompatibilidade e as respostas inflamatérias no
tecido 6sseo apds a implantagdo do polimero de mamona dopado com as

nanoparticulas de SiO; e ZrO,.

e Analisar o potencial osteogénico e a capacidade osteocondutora do polimero

de mamona com e sem a adi¢ao das nanoparticulas de silica e zircénia.

e Verificar o potencial osteoindutor da silica nanométrica dissolvida no polimero

de mamona.

e Comparar, em diferentes periodos de observagdo, a qualidade do tecido
0sseo neoformado ao redor e no interior dos materiais implantados, e a
interacdo do polimero de mamona dopado com as nanoparticulas de SiO; e

ZrO, as células ésseas.

e Correlacionar a influéncia da morfologia da superficie do polimero de

mamona associado ou ndo dos dopantes com processo de formagao ossea.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais de Experimentagao

Foram utilizados 36 ratos machos (Rattus norvergicus albinus), da linhagem
WISTAR, com peso corporeo variando entre 230 e 350 gramas, adultos procedentes
do Biotério Central da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regiéo
do Pantanal — UNIDERP, Campo Grande, MS.

Os animais ficaram confinados em gaiolas de 0,15m? e mantidos em
fotoperiodo de 12 horas, temperatura e umidade mantidas por ar condicionado,
ruidos minimos, racao sélida e agua “ad libitum”, ficando sob observagdo por um
periodo de dois dias, antes da utilizagdo no experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade
com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foram
apreciados e aprovados pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/
CEUA/UFMS em reuniao de 17 de maio de 2007 com protocolo n° 141/2007.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais disponiveis foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais assim denominados:

Grupo 1 (N = 9): Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona
acrescido de carbonato de calcio

Grupo 2 (N = 9): Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona
acrescido de carbonato de calcio e dopado com 5% de nanoparticulas de Silica
(SiOy).

Grupo 3 (N = 9): Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona
acrescido de carbonato de calcio e dopado com 10% de nanoparticulas de Silica
(SiOy).

Grupo 4 (N = 9): Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona
acrescido de carbonato de célcio e dopado com 5% de nanoparticulas de Zirconia
(ZrOy).
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Todos os grupos foram ainda subdivididos em 3 subgrupos em fungdo do
tempo de observacdo (15, 30 e 60 dias), com 3 animais em cada subgrupo,

conforme ilustrado na figura 1.

e -
Grupo 1 (N =9) ]7 Grupo 2 (N = Q)HGI'UP03 (N =9) ]—[Grupo4 (N = 9)]
\, .

Figura 1 — Organograma representativo da divisdo dos grupos e periodos de
observacgao.

4.3 Preparo dos blocos pré-moldados do polimero da mamona

Os implantes foram preparados conforme as instrucbes recomendadas pelo
fabricante (BIOMECANICA Ind. e Com. de Prod. Ortopédicos Ltda). Inicialmente, os
trés componentes necessarios para a formagado do polimero de mamona foram
alocados em recipientes separados para em seguida serem pesados na proporgéao
correta e misturados.

Foi utilizada para a pesagem dos componentes uma balanca eletrénica de
precisao da Marca Tecnal, Modelo Mark 210 A (Figura 2), com capacidade maxima

de 210g., acondicionada no laboratério de preparagédo quimica da UFMS.
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220 vouTs,
D TECMAL

Figura 2 — balancga eletrénica de
precisao Tecnal, Mark 210 A.

Para a confeccado do polimero de mamona que serviu de base para todos os
grupos, seguiu-se o mesmo procedimento. Misturou-se 2,0g de pré-polimero (fragéo
liguida 1) a 2,0g de carbonato de calcio (fragdo pd) e posteriormente foi
acrescentado 1,8g de poliol (fragdo liquida 2).

Apos a mistura dos trés componentes basicos, adicionou-se 0,290g de
nanoparticulas de SiO2 a poliuretana correspondente ao grupo 2; para a confecgao
da poliuretana dopada com Oxido de Silicio com concentracdo de 10% acrescentou-
se 0,580g de nanoparticulas de SiO2 (grupo 3); e para o grupo 4, foram acrescidas
0,290g de ZrO2 nanoparticulado a poliuretana de mamona.

As nanoparticulas foram preparadas pelo grupo de Materiais da UFMS
através do processo sol-gel e pelo método de Pechini modificado.

A produgao de nanoparticulas de silica foi por micro-emulsdo. A obtencgéo da
zircbnia nanocristalina estabilizada por Pr % na fase tetragonal se deu a partir de
acetato de zircbnia. Tanto para a zirconia quanto para a silica, o controle de
tamanho de particulas foi feito pelo uso de surfactantes.

Aproximadamente dez minutos apos a mistura o produto atingiu o estado
manipulavel, com alta adesividade. Em seguida o biomaterial foi prensado entre
duas placas de polietileno revestidas com teflon, sendo estas separadas entre si por

duas laminas de vidro medindo 1,00mm de espessura e 7,5cm de comprimento,
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obtendo-se assim, uma placa uniforme do polimero da mamona com 1,00mm de
espessura.

Apds a completa polimerizagdo do material, 0 mesmo permaneceu por
mais48 horas no laboratdrio e com uma Furadeira ortopédica DREMEL® 300 Séries
e uma broca trefina de uso cirargico de 2,00mm de didmetro interno (Figura 3),
perfurou-se a placa rigida do polimero, obtendo-se blocos uniformes em forma de

discos de 1,00mm de didmetro por 2,00mm de espessura.

Figura 3 - Furadeira DREMEL® 300 Séries,
trefina cirurgica e polimero de mamona

Os blocos assim obtidos foram esterilizados individualmente por 6xido de

etileno para serem utilizados no procedimento operatério (Figura 4).

Figura 4 — bloco pré-fabricado do polimero de
mamona esterilizado individualmente por
oxido de etileno.
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4.4 Producgao dos defeitos 6sseos

O experimento foi realizado no laboratério de fisiologia animal da
Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal —
UNIDERP, em Campo Grande — MS, no periodo compreendido entre os meses de
julho e dezembro de 2008.

Os animais foram anestesiados com injeg¢ao intraperitonial de solu¢cdo da
associacao de Cloridrato de Xilazina 2% (Sepso Ind. E Com. Ltda, Jacarei, SP) e
Cloridrato de Cetamina 10% (Sepso Ind. E Com. Ltda, Jacarei, SP), na proporgéo
1:2, em doses de 0,10-0,15 ml/100g de peso corporal.

No pré-operatério todos os animais foram inspecionados a fim de se verificar
o estado da pele, presengca de secregcado nas narinas e caracteristicas das fezes,
para certificarmos se os mesmos encontravam-se com boa saude, caso contrario,
seriam rejeitados.

Apods o procedimento anestésico, foi realizada a tricotomia da face lateral da
coxa direita, em extensao suficiente para permitir a visualizagcdo da regido a ser
abordada. Somente apos a obtencdo do plano anestésico, constatada através da
auséncia do reflexo cérneo-palpebral ao estimulo digital, realizou-se a tricotomia.

O animal foi entdo, posicionado em decubito ventral, prendendo-se as patas
dianteiras e traseiras em abducao, e o local da incisdo preparado com anti-sepsia
(alcool-iodado).

A incisdo de acesso ao fémur direito foi realizada com um bisturi. Apds a
incisdo da fascia lata, foi localizada a diafise femoral e na face crénio-lateral, a
aproximadamente 5,00mm da epifise proximal, realizou-se um defeito 6sseo de
2,00mm de didametro empregando uma broca diamantada do tipo esférica n°® 1016
(KG Sorensen) acopladas a uma furadeira da marca DREMEL® 300 Séries a 5.000
RPM sob irrigagdo constante com soro fisioldgico perfurando a cortical 6ssea até
atingir o canal medular.

O defeito 6sseo criado na face cranio-lateral da diafise femoral foi preenchido
pelo polimero de mamona acrescido de carbonato de calcio em blocos pré-moldados
de 2,00mm de didmetro por 1,00mm de espessura, implantados sob pressao (Figura
5).
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Figura 5 — Montagem da fotografias qué ilustram a producao dos defeitos 6sseos
no fémur do rato. A, B e C: Falha 6ssea com 2,00mm de didmetro. D, E e F:
Polimero de mamona ocupando a falha 6ssea, implantado sob pressao.

Posteriormente a implantagcédo da poliuretana derivada do 6leo de mamona foi

realizada a sintese por planos com nylon poliamida 0,30 agulhado.
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4.5 Eutanasia

Decorrido o periodo de observagao de 15, 30 e 60 dias, os animais foram
submetidos a eutanasia com injecao intraperitoneal letal da associagado de solugéo
injetavel de Cloridrato de S(+) Cetamina (Cristalia — Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) e Tiopental Sodico (Cristalia — Produtos
Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) p6 estéril diluido em Solugéo
Fisiolégica de Cloreto de Sédio a 0,9% em concentragéo de 100mg/ml.

Ap0s terem sido cuidadosamente dissecados os tecidos moles suprajacentes,
os fémures dos animais foram desarticulados, removidos, e em seguida as pecgas
foram imersas em frascos de vidros herméticos, individuais, com formol tamponado

a 10% e encaminhadas para estudo histoldgico.

4.6 Procedimentos Histolégicos

O processo histologico foi iniciado apds 24 horas de imersdao no formol
tamponado a 10%. As pecgas obtidas foram lavadas em agua corrente para retirar o
excesso de fixador (formol tamponado a 10%) e posteriormente, foram imersas em
solugao descalcificante de Etileno Diamino Tetra Acetato (EDTA): 5,5g; agua: 90mL;
e formol 37-40%: 10mL, para remocdo da parte mineral da matriz dssea
mineralizada. Sete dias apds, as pegas foram lavadas em agua corrente para
retirada do excesso de EDTA e submetidas a desidratagdo em alcool etilico em
diferentes concentragdes (80%, 90%, 95% e 100%, consecutivamente), diafanizagcao
em xilol p.a. e inclusdo em parafina histolégica.

O processamento de desidratacdo, diafanizagcdo e inclusdo em parafina
histologica seguiu o seguinte protocolo:

1. lavagem em agua corrente por 24 horas;

2. banho de imersao em alcool etilico a 80% por 24 horas;

3. banho de imersdo de uma hora em alcool etilico a 90%;

4. banho de imersao de uma hora em alcool etilico a 95%;

5. quatro sessdes de imersdo de uma hora cada em alcool etilico 100%;

6. banho de imersao de 30 min em solugédo contendo 50% de xilol e 50% de

alcool etilico 100%;
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7. duas sessbdes de banho de imersdo de uma hora em xilol;

8. trés sessdes de banho de imersao de duas horas cada em parafina;

9. inclusao em parafina fundida a 60° em pequenos blocos.

Apobs a inclusédo na parafina, os blocos foram submetidos a cortes sagitais de
5 uym de espessura. As fitas obtidas a partir do micrétomo foram transferidas para
um banho-maria, com o auxilio de uma pinga, para serem distendidas. Nesta etapa,
foram retiradas as dobras e evitadas as bolhas abaixo da fita. Apds a distenséo, os
cortes foram separados individualmente utilizando-se laminas de vidro previamente
limpas com detergente, estocadas em alcool 80% e previamente secas.

Os cortes obtidos foram colocados em uma estufa a 60° para a
desparafinizagdo por aproximadamente 12 horas e coradas com Hematoxilina e
Eosina. O processo de coloracéo foi realizado a partir de uma sequéncia de banhos
em xilol, alcool e agua, inversamente ao procedimento executado na etapa de
inclusdo. As etapas da coloracéo estao descritas abaixo:

1. Banho de imersao em xilol por 5min;

. Banho de imersao em xilol por 2min;

. Banho de imersio em xilol por 1min;

. Banho de imersdo em Alcool 100% por 1min;
. Banho de imersdo em Alcool 95% por 1min;

. Banho de imersdo em Alcool 70% por 1min;

~N OO o B~ WO

. Lavagem em Agua por 2min.
ApOs a hidratagdo, os cortes foram corados com hematoxilina-eosina
seguindo o seguinte protocolo:
1. imersao em hematoxilina por 10min;
. lavagem em agua corrente por 10min;
. imersao em eosina entre por 5min;

. lavagem em agua e desidratagcao em alcool 70% rapidamente;

a ~~ ODN

. diafanizacao em xilol;

6. depositacéo da resina liquida sobre o corte aderido a ldmina e cobri-lo com
a laminula.

As imagens de cada campo foram obtidas a partir de um microscépio de luz
Olympus® Japan - BX41 acoplado a uma camera fotografica semi-automatica PM-
10AK (Olympus Auto Exposure Control Unit PM-CBK-3) com objetiva de imerséo e
aumento final de 1000X (Figura 6).
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Figura 6 - microscopio de luz
acoplado a camera fotografica
(aberta).

Os aspectos avaliados na analise microscépica basearam-se na presencga de
células caracteristicas do processo inflamatério, macréfagos, tipo de tecido na area
de transicdo implante-osso, presenga de fibroblastos (fibrose), formacédo de
pseudocapsula fibrosa ao redor do material implantado, trabéculas de tecido dsseo
neoformado (infiltracdo de tecido 6sseo para o interior do polimero), presengca de
osteoblastos, osteocitos e osteoclastos.

A avaliagao histolégica dos eventos foi feita de forma descritiva, utilizando um
método semi-quantitativo, onde ficou estabelecida a seguinte classificacdo: (9)
auséncia, (+) discreta, (++) moderada, e (+++) intensa presengca dos itens
analisados. Considerou-se discreta quando a presenca de determinado item ocupou

até 25% da lamina, moderada de 25% a 50% e intensa acima de 50%.
4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As amostras encaminhadas para a MEV foram posicionadas em suportes

metalicos (stubs), fixadas com fita dupla-face de carbono e, para auxiliar na

condutividade, uma estreita camada de prata liquida foi colocada abaixo do material.
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Posteriormente, as amostras foram inseridas em uma evaporadora (Sputter) da
marca Denton Vacuum, modelo Desk I11® (Figuras 6 e 7), recobertas com um filme
de ouro pulverizado depositados na sua superficie para em seguida serem

encaminhadas para o microscépio eletrénico.

Figura 7 — evaporadora (Sputter) Figura 8 — Equipamento utilizado
Denton Vacuum — Desk 111°. para deposicao metalica sobre as
amostras.

O microscoépio eletrdbnico de varredura utilizado foi um Jeol JSM-6380LV
(Scanning Eletron Microscope), operando com a tensao de aceleragéao tipica de 15
kV (Figura 9 e 10).

Figura 9 — Vista geral do microscopio Figura 10 — Coluna otico-eletronica,
eletrénico de varredura (MEV). detector e cAmara de amostras.
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5 RESULTADOS

As medidas das variaveis foram expressas em média + desvio padrdo. Os
resultados foram tabulados de maneira a se observar a disposicdo dos valores
quantificados da presenca de neoformacdo Ossea, fibroblastos, pseudocapsula
fibrosa, reagdo inflamatdria, macrofagos, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos
entre os grupos (G1, G2, G3 e G4) e entre os varios periodos analisados (15, 30 e
60 dias).

A magnitude de variagao entre as variaveis e grupos estudados foi realizada
através do teste de Kruskal-Wallis, e quando houve diferenga significativa entre os
grupos foi aplicado o post hoc test de Student-Neuman-Keuls.

Consideraram-se como estatisticamente significativas as comparagdes com
p<0,05. Para tabulagdo dos dados foi utilizado o software Microsoft Office Excel
2007 e a analise estatistica foi realizada com o programa Bioestat 5.0.

A comparagao entre a quantificacdo dos achados histolégicos e os grupos e

periodos analisados estao representados nas tabelas 1 a 11.

5.1 Avaliagdo microscépica

5.1.1 Grupo 1 — 15 dias

Nos animais do grupo 1 — 15 dias, observou-se poros em didmetros variados
na superficie do material sendo preenchidos por osso. Ao redor de alguns
fragmentos de polimero pode-se notar pequena atividade fibroblastica com discreta
reacao inflamatéria e presenga de células gigantes. Na interface implante-osso
observou-se pequena presenga de tecido conjuntivo denso fibroso bem organizado,
com auséncia da pseudocapsula fibrosa envolvendo o implante. A presenga
moderada de osteoblastos e discreta de osteoclastos sugere inicio do processo de
formacéo-reabsorgcdo Ossea, sendo observada aposigdo de tecido Osseo
neoformado nas margens do defeito 6sseo com atividade osteogénica no interior do
material implantado. Entretanto, a auséncia de ostedcitos configura a formacéo de

uma matriz é6ssea imatura (Figura 11).
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Figura 11 — Fotomicrografia da Iamina obtida
dos animais do G1 apés 15 dias da realizacao
dos defeitos d6sseos: Notar o tecido dsseo
neoformado (TON) infiltrando por entre os
poros do polimero e envolto por grandes
fragmentos do biomaterial. HE, 200X.

5.1.2 Grupo 1 — 30 dias

Ja os animais do grupo 1 — 30 dias, apresentavam maior quantidade de
aposicao 6ssea nas margens e no interior do defeito a qual invaginava-se para o
interior do implante. Pode ser observada moderada atividade osteoblastica e alguns
osteoclastos ao redor da matriz 6ssea recém formada. A presenga de ostedcitos
aprisionados nas lacunas dentro de trabéculas désseas no interior da matriz indica a
maturacdo do tecido Osseo neoformado. Nao foram observadas atividade
fibroblastica ou reacao inflamatdria proxima a area do material implantado ou

mesmo na regidao de aposigao ossea (Figura 12).
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Figura 12 — Montagem das fotomicrografias das Iaminas obtidas dos animais do G1
ap6s 30 dias da realizagcao dos defeitos 6sseos: A - Notar o intenso crescimento
0sseo por entre os poros do material (*). HE, 100X. B — Neoformacao 6ssea (*). HE,
200X. C e D - Observar a presenca de osteoblastos e ostedcitos imaturos
caracterizando processo de formagao-maturagao do tecido ésseo. HE, 400X.

5.1.3 Grupo 1 — 60 dias

Nos animais do grupo 1 — 60 dias, foi observado processo inflamatério leve,
presenca de fibroblastos irregularmente distribuidos e células em plena atividade da
sintese de colageno, que provavelmente servira de base para a deposigdo dssea.
Nota-se discreta quantidade de tecido conjuntivo fibroso na interface implante-osso
rodeando alguns pequenos fragmentos do polimero. Nas margens e no interior do
defeito observou-se uma grande area contendo tecido 6ésseo maduro, de aspecto
lamelar, abundantes trabéculas e uma maior quantidade de poros preenchidos e
interligados. Ha ainda maior quantidade de ostedcitos maduros e observa-se

manutengao da atividade osteoblastica na matriz 6ssea neoformada (Figura 13).
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grupo 1 apds 60 dias da realizagdo dos defeitos d6sseos: A, B e C - observar a
presenga de osso maduro neoformado (OMN) invadindo e degradando o polimero
de mamona. HE, 100X. D, E e F — observar a presenca de fibroblastos, osteoblastos
promovendo a neoformagdo d&ssea e intensa pavimentagdo osteocitaria,
caracterizando osso maduro, secundario. HE, 400X
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Tabela 1 — Distribuicdo das médias das variaveis obtidas da analise histolégica entre
os diferentes periodos analisados para o Grupo 01(G1), 2009. (n = 03)

15dias 30dias 60 dias p
Neoformacao éssea 1,7¢0,6 2,7¢0,6  3,0+0,0 0,056
Fibroblastos 1,0£1,0 0,0+0,0 1,040,0 0,126
Pseudocapsula fibrosa %] ] %] - -
Reacao Inflamatdéria 1,0¢1,0 0,0£0,0 0,7+0,6 0,276
Células Gigantes 0,3+0,6 0,0£0,0 0,0+0,0 0,741
Osteoblastos 2,0£0,0 2,0+1,0 2,3+0,6 0,739
Ostedcitos 0,0£0,0 1,0¢1,0 2,0+0,0 0,065
Osteoclastos 1,0¢1,0 1,0£0,0 1,0+0,0 1,000

5.1.4 Grupo 2 - 15 dias

A avaliagao histologica dos animais que receberam implante de polimero de
mamona dopado com 5% de silica mostrou que o material permaneceu encapsulado
por tecido conjuntivo fibroso denso, com infiltrado inflamatério moderado, impedindo
a neoformacdo Ossea e proliferagcado celular para o interior do material. Observa-se
que a capsula fibrosa é rica em fibroblastos e fibras colagenas que, posteriormente
podem ser gradativamente substituidas por tecido ésseo. Apesar da pseudocapsula
fibrosa ao redor do implante, ndo foram observadas reagdes inflamatérias locais ou

sistémicas intensas durante o periodo de experimentagao (Figura 14).
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Figura 14 - Montagem das fotomicrografias das Iamlnas obtldas dos animais do
grupo 2 apos 15 dias da realizagao dos defeitos 6sseos: A - observar a presenga da
pseudocapsula fibrosa envolvendo o polimero de mamona e poros sem
preenchimento 6sseo. HE, 100X. B - notar a intensa presenga de fibras colagenas
na interface osso-polimero. HE, 400X.

5.1.5 Grupo 2 - 30 dias

Aos 30 dias observa-se a auséncia da pseudocapsula fibrosa que envolvia o
polimero de mamona, redugdo do processo inflamatério e pouca presenca de
fibroblastos em meio ao leito 6sseo. Nota-se a progressao da proliferacédo éssea
com preenchimento de poros isolados e invasao de tecido ésseo e fibroso para o
interior do polimero através de poros comunicantes. A presenga moderada de
macrofagos indica que o material estd aos poucos sendo degradado e reabsorvido

favorecendo a expansao 6ssea (Figura 15).
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Figura 15 - Montagem das fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do
grupo 2 ap6s 30 dias da realizagao dos defeitos 6sseos: A e B - observar a invasao
O0ssea para o interior do material (+), o preenchimento de pequeno poros (*) e a
auséncia da pseudocapsula fibrosa envolvendo o polimero de mamona. HE, 100X. C
e D - notar a presencga de ostedcitos e tecido 6sseo maduro rodeando e penetrando
no polimero. HE, 400X. E - Observar a presenga de osteoclasto e macréfago. HE,
400X. F - célula gigante multinucleada (macrofago) erodindo o biomaterial. HE,

400X.
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5.1.6 Grupo 2 - 60 dias

Aos 60 dias pode-se notar que alguns poros isolados encontram-se preenchidos por
0sso de aspecto trabecular, imaturo. Na interface osso-implante nota-se crescimento
0sseo gradual com areas de maior deposicdo Ossea. Entretanto, observou-se
reducdo da atividade das células gigantes que promovem a reabsorgdo do material,

indicando a dificuldade de substituicdo do material por osso (Figura 16).

Figura 16 - Montagem das fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do

grupo 2 apoés 60 dias da realizagao dos defeitos 6sseos: A, B e C - observar o
preenchimentos e invasao 6ssea para o interior dos poros isolados do material, e
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areas com maior crescimento 6sseo. HE, 100X. D, E e F — observar a morfologia do
tecido formado no interior do material com caracteristicas de osso lamelar. HE,
400X.

Tabela 2 — Distribuicdo das médias das variaveis obtidas da analise histolégica entre
os diferentes periodos analisados para o Grupo 02(G2), 2009. (n = 03)

15dias 30 dias 60 dias p

Neoformacio 6ssea 00£0,0 2,0:00 2,0:00 00228 |23 8;823
Fibroblastos 3,0600 1,041,0 1,0:00 0,047* 12;(288182;
Pseudocapsula fibrosa + ] ] - -
Reacao Inflamatodria 2,0z1,0 1,0£0,0 0,3x0,6 0,073

Células Gigantes 1,0£1,0 2,7+¢0,6 0,3%0,6 0,067

Osteoblastos 0,0600 1,0400 2,0£00 0,021*  15X60 (0,01)
Ostedcitos 0,0600 1,041,0 2,0+00 0,122

Osteoclastos 0,0£0,0 0,7¢0,6 1,3x0,6 0,081

5.1.7 Grupo 3 — 15 dias

Nos animais do grupo 3 — 15 dias, observou-se moderado crescimento 6sseo
ao redor e no interior do implante, com atividade integrada dos osteoblastos,
ostedcitos e dos osteoclastos, orquestrando o processo de ativagao-reabsorcdo-
formacéo Ossea. Foi observada pequena atividade fibroblastica produzindo a matriz
coldgena que precede a mineralizagdo 6ssea. E possivel notar uma discreta reagéo
inflamatdria e a auséncia da pseudocapsula fibrosa envolvendo o implante (Figura
17).
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Figura 17 — Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do G3
ap6s 15 dias da realizagdo dos defeitos 6sseos: Notar a atividade celular e a
presenca de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos promovendo a ativagao-
reabsorgao-formacéao de tecido 6sseo sobre a poliuretana. Ae B - HE, 100X; Ce D —
HE, 400X.

5.1.8 Grupo 3 — 30 dias

Os achados histolégicos referentes ao grupo 3 no periodo de 30 dias séo
semelhantes aos observados aos 15 dias. Contudo, observou-se maior aposigcéao de
tecido 6sseo neoformado nas margens do defeito 6sseo com atividade osteogénica
também no interior do material implantado. A continua atividade fibroblastica e a
deposicao discreta de fibras colagenas no leito receptor antecipam a
neoformacado/maturagcdo 6ssea. A reacgao inflamatéria ainda persiste de maneira

discreta e novamente péde-se constatar a auséncia de células gigante (Figura 18).
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Figura 18 — Montagem das fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do G3
ap6s 30 dias da realizagdo dos defeitos 6sseos: A e B - Notar a presencga de poros
preenchidos por tecido ésseo. HE, 100X.

5.1.9 Grupo 3 - 60 dias

Aos 60 dias observou-se discreta reagao inflamatéria e continuidade no
processo de ativagcao-reabsorgcdo-formacdo 6ssea, porém, a auséncia de células
gigantes atribui aos osteoclastos a fungéo individual de reabsor¢do Ossea. Os
resultados histologicos destacam a presengca e aumento gradual de células
osteoprogenitoras nos trés periodos analisados, caracteristica esta encontrada
somente no grupo onde o implante recebeu 10% de nanoparticulas de silica em sua

estrutura, supondo que a ceramica possui propriedades osteoindutoras (Figura 19).
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Figura 19 — Montagem das fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do G3
apo6s 60 dias da realizacao dos defeitos dsseos: A - Notar abundante crescimento e
invasao do tecido 6sseo para interior do polimero. HE, 100X. B - interposi¢ao de
fibras colagenas em diferenciagéo na interface polimero-osso (+). HE, 400X. Ce D -
Osso de aspecto lamelar no interior do polimero de mamona. HE, 400X.
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Tabela 3 — Distribuicdo das médias das variaveis obtidas da analise histolégica entre
os diferentes periodos analisados para o Grupo 03(G3), 2009. (n = 03)

15dias 30 dias 60 dias p

Neoformacao éssea 1,0x0,0 2,0+0,0 2,3+0,6 0,03* 15X60 (0,02)
Fibroblastos 1,3t0,6  1,3x0,6 2,0+0,0 0,201

Pseudocapsula fibrosa %] ] %] - -
Reacéo Inflamatdria 1,0£0,0 1,0£0,0 0,7+#0,6 0,368

Células Gigantes 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 1,000

Osteoblastos 1,0¢1,0 1,3+0,6 3,0+0,0 0,052

Ostedcitos 0,3t0,6 1,0£0,0 2,3+0,6 0,033*  15X60 (0,01)
Osteoclastos 0,7¢0,6  1,0x0,0 2,0%0,0 0,03* 15X60 (0,03)

5.1.10 Grupo 4 — 15 dias

Nos animais do grupo 4 no periodo de 15 dias, observou-se que o material
implantado sofreu um pseudoencistamento de tecido conjuntivo fibroso denso, com
presenca discreta de infiltrado inflamatdrio. No entanto, ndo foram observadas
reacdes do tipo corpo estranho mesmo com a formacédo da pseudocapsula fibrosa
que englobou o implante. Houve discreta neoformacéo tecidual com preenchimento
de alguns pequenos poros do polimero por estruturas acidofilas. Entre estas
estruturas, observou-se areas basdfilas e fusiformes (nucleos celulares de
fibroblastos) sugerindo a presenga de células em plena atividade da sintese de

proteinas (colageno), que podera ser a base para a deposig¢ao 0ssea (Figura 20).
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Figura 20 — Montagem das fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do G4
ap6s 15 dias da realizagdo dos defeitos 6sseos: A e B - observar a presencga da
pseudocapsula fibrosa envolvendo o polimero de mamona e intensa presenga de
fibras colagenas na interface osso-polimero. A - HE, 100X; B - HE, 400X.

5.1.11 Grupo 4 — 30 dias

Aos 30 dias nao foi observada a pseudocapsula de tecido fibroso como no
subgrupo anterior, porém ainda persistiu discreto processo inflamatério com
auséncia de células gigantes. Nas margens do material observou-se a presenca de
tecido 6sseo maduro que se infiltrava para o interior do polimero que apresentava
ainda uma pequena quantidade de poros isolados preenchidos por tecido fibroso em
diferenciagao. O material encontrava-se bem adaptado e com osso neoformado em
sua periferia e fibroblastos na interface dando continuidade ao processo de

osteogénese (Figura 21).
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Figura 21 — Montagem da

ap6s 30 dias da realizagdo dos defeitos 6sseos: A e B - observar a presenca de
tecido 6sseo maduro crescendo no interior do material com fibroblastos em
diferenciagao a frente do processo de neoformagado éssea. A - HE, 100X; B - HE,
400X.

5.1.12 Grupo 4 - 60 dias

Os achados histolégicos referentes ao grupo 4 no periodo de 60 dias
evidenciam a presenca moderada de neoformagdo 6ssea, com maior quantidade de
poros preenchidos por osso de aspecto lamelar. Na interface osso-implante nota-se
aposicao de fibroblastos e células gigantes promovendo a degradagédo do material
implantado, e crescimento 0sseo gradual com areas de maior deposicdo Ossea.
Entretanto, observou-se redugéo da atividade das células gigantes que promovem a
reabsor¢cdo do material, indicando a dificuldade de substituicdo do material por osso
(Figura 22).
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Figura 22 - Montagem das fotomlcrograflas das laminas obtidas dos animais do G4
apo6s 60 dias da realizagdo dos defeitos 6sseos: A e B — Notar a ocupagao de osso
neoformado preenchendo diversos poros do material de tamanhos diferentes. HE,
100X. C e D - Tecido 6sseo maduro no interior do material. HE, 400X.
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Tabela 4 — Distribuicdo das médias das variaveis obtidas da analise histolégica entre
os diferentes periodos analisados para o Grupo 04(G4), 2009. (n = 03)

15dias 30 dias 60 dias p

Neoformacao éssea 0,3t0,6 1,7¢0,6 2,0x0,0 0,046* 15X60 (0,03)
Fibroblastos 30:00 17:06 17:06 0046" (23000
Pseudocapsula fibrosa + ] %] - -
Reacao Inflamatdéria 2,0¢1,0 0,3t0,6 1,0£0,0 0,073

Células Gigantes 0,0+t0,0 0,0+0,0 1,0+0,0 0,061

Osteoblastos 0,306 1,720,6 2,0£0,0 0,046~ 15X60(0,03)
Ostedcitos 0,0£0,0 1,3t0,6 1,3x0,6 0,051

Osteoclastos 0,3x0,6 1,0£0,0 1,0£0,0 0,105

A quantificacdo individual de cada variavel estudada histologicamente, e a

comparagao entre os grupos e periodos analisados estao representados nas tabelas

5a1.

Tabela 5 — Distribuicdo das médias da quantificacdo da presenca de neoformagao
Ossea para os grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009. (n

= 12)
G1 G2 G3 G4 p
15dias  1,7¢06  0,0£0,0 1,0£0,0 0,3:0,6  0,044*  GIXG2(0,01)
30dias  2,7:0,6 2,0:0,0 2,0¢00 1,706 0,107
60dias  3,060,0 2,0:0,0 2,3%0,6 2,000 0,041*  S1XG20.04)

G1XG4(0,04)
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Tabela 6 — Distribuicdo das médias da quantificagdo da presenca de fibroblastos
para os grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009. (n = 12)

G1 G2 G3 G4 p

i * G1XG2(0,03)
15 dias 1,0£1,0  3,0+0,0 1,3+0,6 3,0+0,0 0,021 G1XG4(0.03)

30 dias 0,0£0,0  1,0+1,0 1,306  1,7+0,6 0,103

G1XG3(0,04)

60 dias 1,0£0,0 1,0£0,0 2,0+0,0 1,7+0,6 0,037~ G2XG3(0,04)

Tabela 7 — Distribuicdo das médias da quantificacdo da presenca de reagao
inflamatoria para os grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados,
2009. (n =12)

G1 G2 G3 G4 p

15 dias 1,0£1,0  2,0+1,0 1,0£0,0 2,0+1,0 0,305
30 dias 0,0£0,0  1,0+0,0 1,0+¢0,0 0,3+0,6 0,052

60 dias 0,706  0,3+0,6 0,7+0,6 1,0+0,0 0,455

Tabela 8 — Distribuicdo das médias da quantificacdo da presenca de células
gigantes para os grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009.
(n=12)

G1 G2 G3 G4 p

15 dias 0,3+0,6 1,0+¢1,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,438
30 dias 0,0£0,0 2,7¢0,6 0,0+x0,0  0,0+0,0 0,099

60 dias 0,0+0,0 0,3+0,6 0,0+0,0 1,0+0,0 0,125
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Tabela 9 — Distribuicdo das médias da quantificagcdo de osteoblastos para os grupos
G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009. (n = 12)

G1 G2 G3 G4 p

15 dias 2,0+0,0 0,0+0,0 1,0£1,0  0,3+0,6 0,079

30 dias 2,0£1,0 1,0+0,0 1,306  1,7+0,6 0,306

G2XG3(0,04)

60 dias 2,3+06  2,0+0,0 3,0+0,0 2,0+0,0 0,041* G3XG4(0.04)

Tabela 10 — Distribuicdo das médias da quantificagdo da presenca de ostedcitos
para os grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009. (n = 12)

G1 G2 G3 G4 p

15 dias 0,0£0,0 0,0+0,0 0,3x0,6  0,0+0,0 0,819
30 dias 1,0+¢1,0  1,0£1,0 1,0+0,0 1,3+0,6 0,911

60 dias 2,0£0,0 2,0£0,0 2,3+x0,6 1,3+0,6 0,117

Tabela 11 — Distribuicdo das médias da quantificagdo de osteoclastos para os
grupos G1, G2, G3 e G4 entre os varios periodos analisados, 2009. (n = 12)

G1 G2 G3 G4 p

15 dias 1,0+£1,0  0,0+0,0 0,7#0,6  0,3%0,6 0,41

30 dias 1,0+0,0 0,7¢0,6  1,0+0,0 1,0+0,0 0,392

G1XG3(0,04)
60 dias  1,080,0 1,3:0,6 2,0+0,0 1,0¢00 0,012*  G2XG3(0,04)
G3XG4(0,04)

5.2 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

As modificagdes morfologicas e estruturais do polimero de mamona, o grau
de orientagao e a distribuicdo em nivel microestrutural dos poros e da rugosidade do

material estao representados na figura 23.
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Figura 23 — Montagem de fotomicrografia tipica de MEV obtida do polimero de
mamona nao implantado. A e B — Polimero de mamona sem dopante. Notar a
superficie irregular, assimétrica e rugosa. C e D - Polimero de mamona
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correspondente ao G2. Superficie densa, com pequenas saliéncias e reentrancias
(poros) morfologicamente mais regulares que o grupo anterior. E e F - Polimero de
mamona correspondente ao G3. Superficie menos porosa, pouco rugosa e com
pequenos poros irregulares distantes uns dos outros. G e H - Polimero de mamona
correspondente ao G4. Superficie menos rugosa, com poros regulares, proximos e
de diferentes diametros.

As imagens obtidas do polimero de mamona pré-implantado através da MEV
revelaram importantes diferencas morfolégicas entre os diferentes grupos
estudados.

O polimero de mamona acrescido apenas de carbonato de calcio, que
corresponde ao grupo 1 apresentou estrutura bastante rugosa, irregular,
apresentando proeminéncias e sulcos de tamanhos variados e que podem ter
favorecido a agregacéo de tecido 6sseo ao material.

O aspecto estrutural do polimero de mamona correspondente ao G2
caracteriza-se por apresentar pequenas saliéncias e reentrancias em sua superficie
densa, pouco rugosa e morfologicamente mais regular que o material implantado
nos animais do G1.

Ja o polimero de mamona acrescido de carbonato de calcio e com 10% de
silica mostrou-se morfologicamente semelhante ao material implantado nos animais
do grupo 2, apresentando em sua superficie pequenas irregularidades
microgeométricas, que configuram um padrao estrutural com pouca rugosidade e
com poros menores e irregulares, distantes uns dos outros.

A superficie do polimero de mamona correspondente ao G4 tem como
caracteristicas  principais, pouca rugosidade, caracterizando-se por ser
morfologicamente mais liso e regular, e poros concéntricos, regulares e de diferentes

didmetros.
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6 DISCUSSAO

O conhecimento dos fatores que determinam a biocompatibilidade de um
material pode contribuir significativamente para desvendar os mecanismos de
interacdo entre o tecido vivo e o implante, possibilitando o desenvolvimento e o
aumento da vida util dos biomateriais, e a criagdo de bases para a escolha de
materiais adequados para cada caso (KAWACHI et al., 2000).

A pesquisa envolvendo polimeros biodegradaveis apresenta horizonte
bastante amplo, uma vez que € possivel trabalhar o desenho molecular destes
biomateriais visando alterar as suas propriedades fisicas. Assim, um mesmo
polimero pode ser produzido com a rigidez necessaria para compor um dispositivo
de osteossintese ou com a porosidade exigida para constituir membranas
coadjuvantes do preenchimento de falhas 6sseas (KFURI JR et al., 2001).

No presente estudo, a produgado da biomassa de poliuretana e a confecgéo de
blocos pré-fabricados padronizados permitiram o encaixe e a adaptagdao do material
na falha o6ssea produzida, sem expansao e consequente aumento de volume.
Entretanto, a manipulagao do polimero sem a adigdo dos dopantes teve de ser mais
cautelosa, pois o mesmo dissolvia-se, fragmentava-se com maior facilidade,
dificultando assim a sua implantacdo no sitio receptor. Além disso, durante o
processo de polimerizagdo da poliuretana de mamona ocorre uma reacao
exotérmica. Embora esta reagdo exotérmica seja relativamente baixa, entre 42 e
45°C (JACQUES et al., 2004), optamos por utilizar o polimero na forma de blocos
para nao correr o risco de haver queimaduras nos tecidos adjacentes ao implante.

Resultados semelhantes relacionados a forma de apresentagdo do polimero
implantado, em blocos pré-polimerizados, foram encontrados por diversos autores,
que demonstraram que o material permitia ser modelado conforme o fragmento
6sseo removido, sendo facilmente integrado ao leito receptor (IGNACIO et al., 1997;
FIGUEIREDO et al., 2001; KFURI JR et al., 2001; LEONEL et al., 2003; MARIA et
al., 2003; LEONEL et al., 2004; MARIA et al., 2004; BOLSON et al., 2005; FRAZILIO
et al., 2006; MENDONCA et al., 2006).

A escolha dos animais de experimentacao baseou-se no fato de que estes
animais permitem a obtencdo de quantidades representativas de tecido para os mais

variados procedimentos, possibilitando a padronizacdo do experimento. Os ratos
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melhor representam o sistema mamifero, sdo de facil manipulagdo em razao de sua
docilidade, apresentam um custo relativamente baixo e requerem menor espaco
para manutencao, sdo animais de rapida obteng¢do, uma vez que apresentam curto
periodo de procriagdo e permitem um bom controle genético eliminando fatores
como deficiéncias imunes (CONEGLIAN, 2007).

Contudo, Hammerle et al. (1996) ponderam que a transposi¢cdo dos efeitos
obtidos em modelos experimentais realizados em animais deve ser feita com
precaugao, considerando-se as diferengas morfofisioldgicas destes animais com
humanos. Moretton et al. (2000), afirmam que o metabolismo do rato é
extremamente acelerado quando comparado ao dos seres humanos, sendo que um
més de vida do rato corresponde a 30 meses em humanos.

No que se refere a biocompatibilidade, o 6leo de mamona € um triglicerideo
de um acido graxo, com aproximadamente 90% do acido ricinoléico cuja estrutura
molecular é semelhante aos acidos graxos presentes no corpo humano, a presencga
de quantidades previamente balanceadas e calculadas de cadeias uretanas no
polimero de mamona atraem o calcio organico e substituem o calcio inorganico no
processo de interagao 6ssea (MENDONCA et al., 2006).

Neste estudo observamos grande aceitagdo organica do polimero de mamona
implantado, ndo havendo sinais de foco inflamatério importante e nenhuma reacéao
granulomatosa tipo corpo estranho, demonstrando assim, que o material é
biocompativel e possui certo grau de osteointegracgéo.

Ignacio et al. (2002), concluiram que o polimero de mamona foi
biocompativel, porém comportou-se como um espagador biolégico, preenchendo
uma cavidade e permanecendo biotolerante ao longo do tempo. Os autores
observaram ainda a presenga de uma capsula de tecido conjuntivo fibroso que se
interpunha ao redor dos implantes, tanto porosos quanto compactos, na interface
osso-polimero, em todos os periodos analisados.

A presenca de tecido conjuntivo fibroso ao redor do implante, formando uma
pseudocapsula que envolvia o material, foi evidenciada nos animais dos grupos 2 e
4 apenas no periodo inicial de avaliagao (15 dias), caracteristica natural desta fase
de regeneragéo.

O tecido conjuntivo denso encontrado ao redor do polimero de mamona nos
periodos iniciais de observacao nao deve ser confundido com aquele tecido fibroso

responsavel por isolar corpos ndo biocompativeis. A principal diferenca entre estes
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dois tecidos reside em suas morfologias, sendo que a capsula fibrosa é constituida
exclusivamente por fibras colagenas, enquanto que o tecido conjuntivo denso,
semelhante ao encontrado neste estudo, possui em sua composigdo tanto fibras
colagenas como uma grande populagédo celular, que posteriormente poderdo se
diferenciar em células osteoprogenitoras (LEONEL et al., 2004).

Maria et al. (2003) verificaram inicialmente uma camada conjuntiva fibrosa ao
redor do implante, porém, aos 40 dias, este tecido transformou-se em 0sso, com
abundantes osteoblastos e trabéculas ésseas neoformadas que preencheram as
porosidades da poliuretana.

Leonel et al. (2004) constataram com 15 e 30 dias de observagao a presenga
de tecido conjuntivo denso ao redor do polimero de mamona, que promovia a
continuidade do tecido 6sseo no leito receptor e que preenchia varios poros do
material. O tecido neoformado constituia-se por fibras colagenas, fibroblastos,
capilares sanguineos e alguns macrofagos, sem associagdo com células
inflamatérias.

O encistamento do polimero de mamona implantado na mandibula de ratos
por tecido conectivo fibroso também foi encontrado por Leite et al. (2008) nos
periodos iniciais de observagcédo. De acordo com os autores, as fibras de colageno
que rodeavam o material estavam em processo de maturacdo, alterando-se a
gradativamente a sua forma estrutural para lamelas de matriz 6ssea organica.

A presenca de tecido conjuntivo fibroso na interface osso-polimero, com ou
sem regides estabelecendo contato direto do tecido 6sseo com o implante, também
pode ser observada em diversos estudos por varios autores (IGNACIO et al., 1997;
CALIXTO et al., 2001; FIGUEIREDO et al., 2001; LEONEL et al., 2004; MARIA et al.,
2004; PEREIRA JUNIOR, 2005; FRAZILIO et al., 2006; MENDONCA et al., 2006).

Em nossos achados, a presenca de células tipicas de processo inflamatoério
foi observada em pequena quantidade em todos os grupos e periodos analisados,
nao havendo diferencga estatistica significante na comparagao entre os grupos e os
periodos analisados.

Células gigantes, especialmente os macréfagos, foram pouco encontradas
neste estudo, no entanto, apenas os animais do G2 apresentavam estas células
préximas a fragmentos do polimero de mamona em todos os periodos analisados.

Chierici (1994) sugeriu através de observagdes de estudos citoquimicos, que

o polimero de mamona é identificado pelo organismo como sendo um lipidio. Isto
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implicaria em um processo enzimatico que nao requer a participagcdo e
consequentemente, a presenga de células gigantes geradas por um processo
inflamatdrio, constituindo-se em uma resposta tecidual indesejada no processo de
regeneragao dos tecidos.

Entretanto, Leonel et al. (2004) afirmam que os macréfagos sdo capazes de
liberar substancias que fazem com que células mesenquimais se acumulem e
proliferem no local do defeito, sendo portanto, uUteis na degradacdo do material
implantado.

Para Sassioto et al. (2004), a ocorréncia de reacgao inflamatéria fisioldgica
associada a presenca de células gigantes multinucleadas em fungéo da presenca de
um biomaterial implantado € desencadeada em qualquer situagao que exija
cicatrizagao.

Ja Coneglian (2007) afirma que os macréfagos séo os principais responsaveis
pela digestao e remocéo dos dentritos celulares e da fibrina coagulada, pois liberam
citocinas e fatores de crescimento que, posteriormente, promoverao migragao,
proliferacao e diferenciacdo das células osteoprogenitoras.

No presente estudo o processo de neoformagdo Ossea ocorreu
gradativamente, e fez-se de forma centripeta, ou seja, da periferia para o centro da
cavidade preenchida pelo polimero de mamona, em todos os grupos estudados.

De forma geral, observamos, através da analise histoldgica, que todos os
materiais testados influenciaram positivamente na neoformacao éssea dos defeitos.
Em todos os grupos experimentais, a osteoconducgdo foi a via principal para a
regeneragao ossea.

Segundo Yoshikawa & Myoui (2005), o principio fundamental para o
desenvolvimento de biomateriais utilizados em reparo do tecido 6sseo é capacidade
osteocondutora com interconexdo porosa em combinagdo com particulas com
potencial osteogénico e osteoindutor.

O biomaterial osteocondutivo promove aposicdo de tecido 6sseo em sua
superficie, funcionando, em parte, como um arcabougo receptivo que facilita a
formacdo Ossea (Bauer & Smith, 2002). Para Greenwald et al. (2001), a
osteoconducdo é uma facilitagdo da incursdo de vasos sanguineos e 0SSO
neoformado para dentro de um arcabouco que deve fornecer, principalmente, um
substrato no qual células osteoblasticas possam crescer, se diferenciar e depositar

matriz 6ssea extra-celular.
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A porosidade em suportes poliméricos pode modular as taxas de adeséo e
proliferacao celular, pois os poros representam um aumento na superficie de contato
para com as células e ainda, servem como uma matriz artificial temporaria até que
as células sintetizem a sua prépria (KOSE et al., 2003).

Segundo Holmes et al. (1986) e Yoshikawa & Myoui (2005), a presenca de
poros com interconexdes e estrutura quimica semelhante a do tecido 6sseo séo
fatores importantes do implante para permitir a osteocondugdo e posterior
osteointegragdo, a interconexao porosa na estrutura do material de implante é
essencial para a introducdo de células Osseas entre os poros favorecendo o
crescimento do tecido 6sseo no interior do biomaterial.

Gauthier et al. (1998), constataram que o percentual de macroporosidade e o
didmetro dos poros sao caracteristicas ideais para a proliferacdo de osteoblastos
sobre a superficie de diferentes bioceramicas. Segundo os autores, poros variando
de 300um a 540um possibilitaram crescimento ésseo, porém melhor desempenho foi
observado nos poros de maior diametro.

Contudo, Kawachi et al. (2000) afirmam que para que um biomaterial seja
considerado macroporoso € necessario que ele apresente poros da ordem do
diametro Harvesiano (60 a 250 pym), e ponderam que apesar do aumento da
porosidade diminuir a resisténcia mecanica do material isoladamente, a existéncia
de poros com dimensdes adequadas pode favorecer o crescimento de tecido através
deles, fazendo com que ocorra um forte entrelagamento do tecido com o implante,
aumentando, por conseguinte, a resisténcia do material in vivo.

O polimero de mamona acrescido apenas de carbonato de calcio apresentou
ao final do periodo estudado (60 dias) uma extensa area contendo tecido ésseo de
aspecto lamelar e uma grande quantidade de poros interligados ocupados por 0sso
maduro. A manutengdo da atividade osteoblastica na matriz 6ssea neoformada no
interior do material e a grande quantidade de ostedcitos maduros depositados nesta
matriz tipificam o padrdo lamelar caracteristico do osso secundario encontrado
permeando os poros do polimero de mamona.

O sucesso do ponto de vista biolégico do polimero de mamona contendo em
10% de silica em sua composicdo pode ser atribuido ao fato de que esta
bioceramica possui além de propriedades indutoras, capacidade de promover erros

microgeométricos que possibilitaram a grande rugosidade observada por meio da
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MEV. Aspectos estes ndo foram encontrados no grupo contendo menor quantidade
de silica (5%).

Albrektsson & Johansson (2001) definem osteoindugdo como capacidade do
material estimular células mesenquimais pluripotentes indiferenciadas a se
diferenciarem em uma linhagem de células formadoras de tecido ésseo, ou seja, € 0
processo pelo qual osteogénica € induzida.

Para Borum (2003) e Andrade & Domingues (2006), a Silica tem papel
fundamental em certos vidros bioativos, pois desempenha funcdo importante na
biomineralizagdo de muitos organismos, sendo a ela atribuida a capacidade de
indugao de células osteoprogenitoras para o local da leséo.

Em nosso estudo, a presenga de células osteogénicas foi predominantemente
maior nos animais que receberam implante de polimero de mamona contendo 10%
de silica em sua composi¢do. Durante todos os periodos avaliados observou-se
maior numero de fibroblastos, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos ao redor e no
interior do implante quando comparado aos demais grupos.

De acordo com Lee et al. (2004) e Lossdorfer (2004), a interagdo da silica
com organismos vivos ocorre inicialmente com uma troca de ions com concomitante
dissolugcdo do didxido de silicio. Posteriormente, inicia a formagdo de um gel de
silicio que serve como nucleo para a formagao de uma camada de fosfato de calcio
(CaP). Essa camada cristaliza em uma estrutura de apatita, onde colageno, sulfato
de condroitina e glicosaminoglicanos do microambiente local s&o incorporados por
essa camada crescente, o que produz uma ligagdo mecanica muito forte entre o
material implantado e o tecido do hospedeiro.

Diversos estudos sugerem que a ligagao do colageno ao gel de silicio ocorre
muito rapidamente, sendo esse um dos fatores importantes para a bioatividade
destas ceramica (HENCH & WILSON, 1984; SHAPOFF et al., 1997; KARATZAS et
al., 1999; SILVER et al., 2001; LOSSDORFER, 2004).

Apesar das controvérsias a respeito da capacidade osteoindutora, estudos
indicam grande eficacia de utilizagcdo das bioceramicas no tratamento de varios
defeitos 6sseos, mesmo conhecendo-se apenas partes dos mecanismos pelos quais
elas atuam (Zaffe, 2005).

No presente estudo, o polimero de mamona foi analisado quanto a sua
morfologia por microscopia eletrbnica de varredura. O material correspondente ao

grupo 1 mostrou superficie bastante rugosa, irregular, com saliéncias e reentrancias
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que sugerem que a adesdo e o crescimento do tecido d6sseo dependem da
rugosidade da superficie. Resultado semelhante, porém menos significativo, foi
encontrado na estrutura do material dopado com 10% de silica, que apresentou em
sua superficie proeminéncias e sulcos de tamanhos variados que, associada a
capacidade osteoindutora da cerdmica podem ter favorecido a agregagéao celular e a
neoformacéo dssea na interface osso-implante.

Segundo Bowers (1992), propriedades como porosidade e rugosidade tornam
a superficie dos implantes capazes de otimizar o crescimento 6sseo e elevar a
resisténcia na interface implante-osso.

A interacdo e agregacao das células e tecidos com o implante é afetada pela
topografia do material tanto em niveis macroscoépicos (HALLAB et al., 2001) como
nanomeétricos (CHUN et al., 2009), portanto, espera-se que com o0 aumento da area
superficial do implante, aumente o numero de sitios para as células se ligarem,
facilite o crescimento dos tecidos e aumente a estabilidade mecénica (KOKUBO,
1990, MA et al., 2007). No entanto, os fibroblastos parecem evitar as superficies
rugosas, e se acumulam em regides mais lisas. Em contrapartida, macréfagos
exibem rugofilia, ou seja, preferem superficies rugosas. As células epiteliais sédo
mais atraidas por superficies rugosas do que por superficies lisas, assim como
células osteoblasticas aderem com maior facilidade a superficies rugosas do que em
superficies polidas (BOWERS, 1992; MUSTAFA et al., 2001; NASATZKY et al.,
2003).

Diversos métodos de modificagdo de superficies para permitir a fixacédo
permanente de implantes sem cementacédo tem sido desenvolvidos com o objetivo
de otimizar o crescimento ésseo com consequente fixagado implante-osso. Segundo
Silva et al. (2005), propriedades como porosidade e rugosidade tornam a superficie
dos implantes capazes de atingir tais objetivos.

Na bioengenharia ou engenharia de tecidos, destaque tem sido dado as
ceramicas microporosas, também denominadas de ceramicas de baixa densidade,
por apresentarem arquitetura microestrutural com elevada superficie de area que
serve de arcabougo para a formacédo e regeneragdo do tecido 6sseo (BELLINI,
2007).

Atualmente, o desenvolvimento de nanocompdsitos ceramicos tem sido
amplamente estudado (PEREIRA et al., 1999; CAMPOS, 2005; GOMIDE et al.,
2005; PIERRI et al., 2005; ANDRADE & DOMINGUES, 2006; DOURADO, 2006;
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LEE et al., 2006; ) no sentido de oferecer uma alternativa de tratamento de
bioceramicas porosas que associem elevada resisténcia mecanica a bioatividade e
capacidade de osteocondugao e osteoindugéo. A sintese de uma nova geragao de
biomateriais compdsitos pode evoluir consideravelmente até a criagcdo de materiais
que contemplem as caracteristicas necessarias para a obtengdo de um substituto
osseo ideal (EL-GHANNAM, 2005).

Modificagdes importantes na morfologia e estrutura do polimero de mamona
associado com nanoparticulas de silica e zirconia como rugosidade e porosidade
foram observadas neste estudo.

A microestrutura da amostra do polimero de mamona dopado com 5% de
ZrO, correspondente ao grupo 4, apresentou certo grau de polimento, com pouca
rugosidade, poros concéntricos e de diferentes didmetros, caracterizando-se por ser
morfologicamente liso e mais regular, propriedade importante nas ceramicas com
bons valores de tenacidade a fratura e resisténcia a flexao.

Segundo Santos et al. (2007), as propriedades mecéanicas de materiais
ceramicos dependem do tamanho e distribuicdo de defeitos microestruturais na
forma de trincas, porosidades e impurezas, ou seja, quanto maior o tamanho do
defeito na superficie ou no interior do ceramico, menor a tenacidade e maior a
probabilidade de fratura. A existéncia de defeitos na forma de microtrincas e
microporosidades € responsavel pela fratura dos cerédmicos, mesmo em baixos
niveis de tensées (MORAES et al., 2004).

As principais vantagens dos materiais dopados com zircOnia sdo os elevados
valores de resisténcia mecanica e tenacidade a fratura, os quais sao obtidos devido
a transformacgao de fase da zircbnia, de tetragonal para fase monoclinica (SANTOS
et al., 2008; SOUZA et al., 2008). Todavia, a resisténcia mecanica de um material,
depende fortemente da microestrutura final do corpo, a qual devera ser
biocompativel e capaz de permitir osteocondugao.

A sintese de uma nova geragdo de biomateriais compdsitos pode evoluir
consideravelmente até a criagdo de materiais que contemplem as caracteristicas
necessarias para a obtencédo de um substituto 6sseo ideal (EL-GHANNAM, 2005).

Sendo assim, os requisitos necessarios para o desenvolvimento de um
arcabougo ideal em regeneracdo Ossea sao a biocompatibilidade,

osteocondutividade, estrutura porosa interligada, adequada resisténcia mecanica,
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morfologia de superficie com rugosidade capaz de promover a agregacao de células

Osseas, osteoindugéo e capacidade de biodegradagéao.
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7 CONCLUSOES

A associagdo do polimero de mamona com nanoparticulas de Oxido de Silicio
e Zircbnio é viavel uma vez que tanto a Silica como Zircbnia mostraram-se
biocompativeis, ndo havendo sinais de reagao inflamatoria ou granulomatosa tipo
corpo estranho importantes.

A osteoconducgéo foi a via principal para a regeneragao 6ssea, o polimero de
mamona comportou-se como um arcabougo receptivo que facilita a neoformagao
Ossea, especialmente nos animais com implantes de polimero de mamona sem
dopante, onde observou-se maior quantidade estimada de tecido 6sseo maduro.

O polimero de mamona acrescido de 10% de nanoparticulas de silica
apresentou maior presencga de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos em todos os
periodos observados, sendo capaz de promover a indugdo de células
osteoprogenitoras ao leito receptor. A adicdo de 10% de silica ao polimero favoreceu
a agregacao e diferenciagao celular, fazendo persistir a atividade integrada dos trés
tipos de células envolvidas no processo de ativagao-reabsorgdo-formagao dssea.

A rugosidade pode ser uma caracteristica morfolégica importante nos
materiais estudados no que diz respeito a agregagcdo e crescimento 6sseo. O
polimero de mamona sem dopante possui superficie bastante rugosa e irregular,
caracteristica que pode ter favorecido a neoformacéao éssea.

A microestrutura da superficie do polimero de mamona dopado com 5% de
ZrO, mostrou-se pouco rugosa, com poros concéntricos e de diferentes didmetros,
propriedade importante nas ceramicas com bons valores de tenacidade a fratura e
resisténcia a flexdo, porém parece ter dificultado a osteoconducao.

Pesquisas envolvendo o controle da porosidade e do nivel de rugosidade do
polimero de mamona dopado com nanoparticulas de silica e zircdnia, a adigdo de
diferentes concentragbes de silica ou zirconia ao polimero e o acréscimo de outras
nanoparticulas de biocerdmicas a poliuretana de mamona devem ser exploradas
com o objetivo de potencializar as qualidades mecéanicas e biolégicas do compésito

quando implantados e usados como substituto ésseo.
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