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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a modulacdo da expressdo de metaloproteinases da
matriz-2 e -9, no tecido 6sseo neoformado na interface do implante derivado do polimero da
mamona (Ricinus communis) com o canal medular da tibia de coelhos, por meio de analise
histoldgica por microscopia Optica, tomografia computadorizada e imunoistoquimica. Foram
selecionados 44 coelhos machos, Oryctolagus cuniculus, da linhagem Nova Zelandia, albinos,
divididos em dois grupos, sendo o Grupo 1, composto por 12 animais controle, cujas
fresagens do canal medular foram produzidas bilateralmente nas tibias e ndo preenchidas e, o
Grupo 2, com 30 animais, cujos canais medulares da tibia, apos fresagem, foram preenchidos
bilateralmente com os cilindros derivados da poliuretana da mamona. Os animais do Grupo 1
e Grupo 2 foram divididos aleatoriamente em subgrupos experimentais, conforme as datas de
eutanasia pre-determinadas em 90, 120, 150 dias ap06s o ato operatorio. Um animal ndo foi
submetido ao procedimento de fresagem, sendo utilizado para controle histologico e outro
submeteu-se a eutanasia apds o implante do polimero, sendo utilizado para controle de
imagem do estudo com tomografia computadorizada. Decorridos os periodos experimentais,
os animais foram submetidos a eutanasia, as pecas removidas e encaminhadas para 0 exame
tomogréfico; posteriormente ao processamento histolégico, as ldaminas foram analisadas em
microscopio éptico. As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo um importante grupo de
enzimas proteoliticas zinco-dependentes responsaveis pela degradacdo de matriz extracelular
e membranas basais. As enzimas sdo secretadas em uma forma latente e se tornam ativadas no
ambiente pericelular, sendo relacionadas a processos fisioldgicos e patoldgicos. No presente
estudo, foram revisados alguns aspectos importantes das MMPs, discutindo-se o papel dessas
enzimas em processos fisioldgicos como a neoformagdo e maturagdo 6ssea (MMP-2). Dentre
0S processos patoldgicos que envolvem a participacdo das MMPs, destacam-se a reabsor¢do
Ossea e processos inflamatdrios (MMP-9). A expressdo de metaloproteinase da matriz-2 e -9
nos tecidos foi avaliada por meio de imunoistoquimica. Os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica por meio do teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (a. = 0,05). No
grupo experimental, aos 90 dias, a interface com o polimero apresentava uma camada espessa
de tecido 6sseo neoformado rico em ostedcitos, o qual apresentou uma maturacdo com o
passar do tempo, aos 120 e 150 dias pos-implantacdo. No grupo controle, a superficie interna
junto ao canal medular apresentava-se revestida por osteoblastos, seguida de faixa de tecido
0sseo, com poucas lacunas preenchidas por ostedcitos. O amadurecimento do tecido da
superficie interna medular acontece na regiao interior, sendo o osso alamelar, constituido por

fibras colagenas menos amadurecidas que o o0sso lamelar. As imagens tomogréaficas



demonstraram ndo haver espaco entre a superficie do material e do 0sso na interface implante/
medula Ossea, sendo a densidade dos tecidos nesta interface semelhante a densidade das
demais porcdes da medula dssea. O processo de remodelacdo Ossea observado
histologicamente foi acompanhado pela modulacdo positiva de metaloproteinase da matriz-2

durante todo o periodo de avaliagdo com baixa expressdo de metaloproteinase da matriz-9.

Palavras-chave: poliuretana da mamona, implantes intramedulares, tomografia
computadorizada, metaloproteinase da matriz-2, metaloproteinase da matriz-9, remodelagéo
Ossea.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the modulation of matrix metalloproteinase-2
(MMP-2) and -9 (MMP-9) expression in newly formed bone tissue at the interface
between implant derived from castor oil (Ricinus communis) polymer and the medullary
canal of rabbit tibia, by histological examination under optical microscopy, computed
tomography (CT) and immunohistochemical analysis. For such purpose, 44 rabbits
(Oryctolagus cuniculus, New Zealand, albinus) were selected and assigned to two groups.
In Group 1, composed of 12 animals (control), reamings of the medullary canal were
produced bilaterally in the tibiae of the rabbits and were not filled. In Group 2,
composed of 30 animals, the tibial medullary canals, after reaming, were filled
bilaterally with cylinders derived from castor oil polyurethane. The animals of Groups 1
and 2 were randomly divided in experimental subgroups, according to the periods of
predetermined euthanasia, which were 90, 120, 150 days postoperatively. One animal
was not subjected to the reaming procedure, and served as a histological control;
another animal was killed after placement of the polymer implant, and served as a
control for CT imaging. Euthanasia was undertaken at the established experimental
periods, and the anatomic specimens were removed and subjected to CT analysis. Then,
after histological processing, the slides were examined under optical microscopy. MMPs
are an important group of zinc-dependent proteolytic enzymes responsible for the
degradation of extracellular matrix and basal membranes. The enzymes are synthesized
in a latent form and are activated in the pericellular environment, being involved in
physiological and pathological processes. In the present study, some important aspects
of MMPs were reviewed, and the role of these enzymes in physiological processes, such
as new bone formation and bone maturation (MMP-2), was discussed. Among the
pathological processes that have the participation of MMPs, the most relevant are bone
resorption and inflammatory processes (MMP-9). MMP-2 and MMP-9 expression in the
tissues was evaluated by immunohistochemistry. Data were subjected to statistical
analysis by ANOVA and Tukey post-test (a = 0.05). In the group experimental, at 90
days, the interface with the polymer presented a thick layer of newly formed bone tissue
rich in osteocytes. This tissue exhibited an ongoing maturation at 120 and 150 days
post-implantation. In the control group, the internal surface close to the medullary canal

was lined by osteoblasts, followed by a bone tissue zone with few lacunae filled with



osteocytes. Maturation of the tissue of the medullary internal surface occurred in the
inner region, with the bone being alamellar, that is, constituted of collagen fibers less
maturated than the lamellar bone. The CT scans showed no space between the material
surface and the bone at the implant/bone marrow interface, and the density of the
tissues at this interface was similar to the density measured in the other regions of the
bone marrow. The bone remodeling process observed histologically was accompanied
by positive modulation of MMP-2 during the entire evaluation period and low MMP-9

expression.

Key Words: castor oil (Ricinus communis) polyurethane, intra-medullary implants,
computed tomography, matrix metalloproteinase-2, matrix metalloproteinase-9, bone

remodeling.
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo, de consisténcia
rigida que desempenha funcdes como suporte dos tecidos moles, protecdo de 6rgéos vitais e
apoio a musculatura esquelética, possibilitando a formacdo de um sistema de alavancas que
amplia as forcas geradas pela contracdo muscular. Além disso, 0s 0ssos funcionam como
depdsito de ions como calcio e fosfato, armazenando-os ou liberando-os de forma controlada,
de acordo com suas concentracdes nos liquidos corporais (Junqueira e Carneiro, 2005).

Em funcdo disso, areas como a Ortopedia e a Traumatologia vém se preocupando, ha
décadas, com materiais e técnicas que favorecam a fixacdo e o reparo de fraturas dsseas
ocasionadas por traumatismos, infeccGes, tumores e malformacgdes congénitas, bem como
com a fixacdo das areas fraturadas (Kumar et al., 2005).

Estes procedimentos deveriam ser efetuados, preferencialmente, com enxertos livres
de osso autogeno (Korlof et al., 1973) ou tecidos homologos, heterélogos, descalcificados ou,
ainda, por meio de transferéncia dssea empregando a microcirurgia (Frascino, 1998). Todos
esses métodos vém sendo utilizados e aperfeicoados, apresentando resultados satisfatorios
(Santoni-Rugiu, 1969; Tessier, 1982). No entanto, a complexidade da reparacao de diferentes
deformidades, tendo como fatores determinantes sua localizacdo e dimensdes (Van De Pultte,
1965; Yamada, 1992), conduziu os pesquisadores a busca de materiais aloplasticos ou
biomateriais. Assim, com o desenvolvimento da inddstria quimica, resinas sintéticas vém
sendo desenvolvidas e empregadas como biomateriais, como os polietilenos, as ceramicas
(hidroxipatita, aluminato de calcio e fosfato tricalcico) (Jarcho, 1981; Miller et al., 1991), o
silicone, o titanio e o polimetilmetacrilato.

Com relacdo a fixacdo de fraturas, atualmente busca-se um biomaterial que apresente
resisténcia, a fim de proporcionar uma fixacdo rigida e que, a0 mesmo tempo, possa ser
osteocondutor, com propriedades osteogénicas. Dentre os materiais inertes, o polimero a base
de moléculas de mamoma, desenvolvido em 1984 por pesquisadores do grupo de Quimica
Analitica e Tecnologia de Polimeros de Sdo Carlos — Universidade de So Paulo (Chierice,
1994) tem evidenciado propriedades promissoras, incluindo osteoconducdo e osteogénese
(Ignacio et al., 1997).

O desenvolvimento dos poliuretanos utilizados em enxertos derivados de 6leo de
mamona teve origem na década de 1940 (Baadsgaard, 1970; Boer, 1988; Bonini, 1999),
quando foram sintetizados polimeros para aplicacdo como tintas e vernizes.

A mamona é um vegetal tropical tipico do Brasil (Ricinus communis), da classe

Dicotileddnea, ordem geraneaces e familia Euforbaceaes.
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A poliuretana deriva-se de um poliéster sintetizado a partir do 6leo de mamona e
difenilmetanodiisocianato, composto por carbonato de calcio, poliol derivado do polimero
poliuretano da mamona e pré-polimero rico em NCO livre, derivado do
difenilmetanodiisocianato e poliol poliéster.

A poliuretana sintetizada a partir do 6leo de mamona é um biomaterial que vem
sendo amplamente estudado para aplicacdo na area médica evidenciando propriedades
mecanicas adequadas (Claro-Neto, 1997). Além disso, € biocompativel quando em contato
com culturas de células e tecido conjuntivo e quando empregada sob a forma de implantes ou
enxertos (Bonini, 1999; Ara, 1999; Bonini et al., 2002a; Bonini et al., 2002b) em leitos
subperidsticos (Puricelli et al., 1999) ou em tecido 6sseo (Lamano-Carvalho et al., 1997;
Konig-Junior et al., 1999; ; Teixeira e Ramalho, 1999;; Garcia-Junior, 2000; Cavalieri et al.,
2001; Ignacio et al., 2002; Souza et al., 2002; Del Carlo et al., 2003; Leonel et al., 2003;
Ribeiro, 2003; Leonel et al., 2004; Popak et al., 2004; Saran, 2006).

Os polimeros tém demonstrado serem excelentes materiais para implantes bioldgicos
na cirurgia ortopédica, neurocirurgia e na otorrinolaringologia, devido suas propriedades,
como tolerabilidade quimica e biocompatibilidade. Eles também foram estudados em
Odontologia como substitutos de o0ssos nas cirurgias bucomaxilofaciais, na busca da
regeneracgdo 6ssea (Carvalho et al., 1997).

Dentre as propriedades exigidas para um biomaterial, é desejavel que 0 mesmo seja
biocompativel, ndo seja toxico ou carcinogénico, tenha tolerabilidade quimica ou bioldgica,
densidade e peso adequados, resisténcia mecanica e elasticidade adequada e baixo custo
(Ignécio et al., 1997).

A poliuretana derivada do dleo da mamona apresenta facil processabilidade,
flexibilidade de formulacdo, versatilidade de temperatura de curva, controle de pico
exotérmico na transicdo de pico liquido — gel, excelentes propriedades estruturais, auséncia de

emissdo de vapores tdxicos, baixo custo e é biodegradavel (Ignécio et al., 1997).

Os biomateriais tém sido propostos para as areas medicas e odontologicas com o
objetivo de reparar o tecido 6sseo e favorecer a reabilitacdo do paciente. Com o crescente
interesse no emprego de materiais aloplasticos, que possam ser implantados no corpo
humano, a poliuretana derivada do 6leo de mamona, vem ao encontro com esta finalidade,

tendo como indicacdo, entre outras, 0 seu uso em técnicas de enxertia 0ssea.
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Entretanto, os mecanismos envolvidos no processo de remodelacédo tecidual frente a
utilizacdo da poliuretana da mamona devem ser investigados. Dessa maneira, paralelamente a
resposta tecidual, torna-se importante avaliar os mecanismos de acao deste material. Dentre as
moléculas envolvidas no processo de remodelacdo tecidual que ocorre no tecido 6sseo em
contato direto ou indireto com os biomateriais pode-se citar as metaloproteinases da matriz
(MMPs), enzimas-chave para 0 metabolismo do colageno, tanto em condigdes fisioldgicas
como nas alteracdes patoldgicas (Page-McCaw et al., 2007; Krane e Inada, 2008).

As MMPs fazem parte de uma importante familia de endopeptidases metal-
dependentes que sdo consideradas as principais enzimas responsaveis pela remodelacdo dos
componentes da matriz extracelular. As MMPs sdo secretadas na forma de proenzimas
inativas, denominadas zimdgenes, e sdo ativadas no tecido pela segmentacdo dos pro-
peptideos. Todas as MMPs contém Zn*"* no sitio catalitico e requerem a presenca de Ca'" para
sua estabilidade e atividade (Birkedal-Hansen, 1993; Krane, 1994; Krane e Inada, 2008).
Estas proteinases sdo expressas em resposta a estimulos especificos pelas células residentes
do tecido conjuntivo bem como por células recrutadas durante o processo de remodelacédo
tecidual (Birkedal-Hansen, 1993; Krane, 1994; Pasternak e Aspenberg, 2009; Galliera et al.,
2010).

As metaloproteinases da matriz séo classificadas em 5 classes principais de acordo
com sua especificidade por determinados substratos e de acordo com a sua morfologia
estrutural interna em colagenases, gelatinases, estromelisinas, MMPs associadas a membrana
e outras (Birkedal-Hansen, 1993; Krane, 1994). Existem evidéncias que indicam que as
metaloproteinases da matriz sdo importantes para uma grande variedade de processos
bioldgicos, desde o desenvolvimento e remodelagdo até a destruicdo dos tecidos (Hayakawa,
1998; Parks et al., 2004; Hannas et al., 2007; Page-McCaw et al., 2007).

A atividade das MMPs sdo controladas também por meio dos inibidores especificos,
conhecidos como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As TIMPs séo proteinas pequenas e
multifuncionais que regulam ambas as fungdes das MMPs, o nivel de sua ativagdo e sua
habilidade de hidrolisar um determinado substrato (Birkedal-Hansen, 1993; Souza e Line,
2002; Navarro et al., 2006). O equilibrio entre a producdo de MMPs e a de TIMPs representa
um ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular. E conhecido que um
processo patolégico da matriz extracelular pode se instalar quando existe excesso de atividade
das MMPs nos tecidos. Por essa razdo, ha um grande interesse em desenvolver inibidores
sintéticos das MMPs que possam ser usados em terapias médicas e odontoldgicas (Souza e
Line, 2002).
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As MMPs também participam de processos de remodelagdo normais, como no
desenvolvimento embrioldgico, na involugdo pds-parto do Utero, na remodelacdo dssea, na
ovulacdo e na reparacdo de feridas, embora a atividade das MMPs tenha sido relacionada a
importantes doencas, como destruicdo de articulagbes nos casos de artrite reumatoide,
osteoartrite, aneurisma adrtico abdominal, infarto agudo do miocardio e cancer (Navarro et
al., 2006).
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PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar os fendmenos de osteogénese em implantes de
polimero vegetal por meio da modulacéo da expressdo de metaloproteinases da matriz-2 e -9
através da imunoistoquimica, da andlise histolégica por microscopia Optica e tomografia

computadorizada.
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MATERIAL E METODO

Animais e procedimento experimental

Apbs aprovacio do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo, no Uso de
Animais, processo n° 06.1.343.53.3, foram selecionados 44 coelhos machos, Oryctolagus
cuniculus, da linhagem Nova Zelandia, albinos, de 8 a 10 semanas, pesando aproximadamente
2,5 kg. Os animais selecionados foram divididos em grupos, sendo o Grupo 1, composto por
12 animais controle, cujas fresagens do canal medular foram produzidas bilateralmente nas
tibias ndo preenchidas e, o Grupo 2, com 30 animais, cujos canais medulares da tibia, apds
fresagem, foram preenchidos bilateralmente com os cilindros derivados da poliuretana da
mamona.

Os 30 animais foram divididos aleatoriamente em 3 subgrupos experimentais (Gaa,
Gap € Gyc), conforme as datas de eutanasia pré-determinadas em 90, 120, 150 dias ap6s o ato
operatorio. O mesmo foi realizado no grupo controle, com mesma data de eutanasia,
formando 3 grupos de 4 animais cada. Um animal ndo foi submetido ao procedimento de
fresagem, sendo utilizado para controle histoldgico e outro foi submetido a eutanasia apés o
implante do polimero, sendo utilizado para controle de imagem do estudo com tomografia

computadorizada

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais, varidveis e numero de animais para cada
grupo experimental

Grupo Variaveis NuUmero de animais
Gia Controle - eutanésia aos 90 dias 4
Gip Controle - eutandsia aos 120 dias 4
G Controle - eutanasia aos 150 dias 4
Goa Experimental - eutanasia aos 90 10
dias
Gap Experimental - eutanasia aos 120 10
dias
Gy Experimental - eutanasia aos 150 10

dias
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Inicialmente foi efetuada anestesia geral, por via endovenosa, com nembutal sédico,
na dosagem de 25 mg/kg de peso e quando necessario foi realizada a suplementacdo
anestésica, com o mesmo medicamento. A seguir, o animal foi posicionado na mesa
operatoria na posicao de decubito dorsal, efetuada a tricotomia dos joelhos direito e esquerdo
e realizada a anti-sepsia com alcool iodado. O campo cirdrgico em ambos 0s joelhos possuia
uma fenestracdo nas areas a serem operadas. Todo o instrumental utilizado foi previamente
autoclavado a 120 °C por 20 min. e montados em campos cirargicos esterilizados.

Para a anestesia do coelho, foi realizada uma puncédo, da veia marginal da orelha,
com agulhas siliconizadas, de paredes ultrafinas e bisel curto trifacetado do tipo butterfly n°
21. Foi selecionado para a colocacdo do implante o canal medular da tibia, por ser o mesmo
mais retilineo do que o fémur e por apresentar via de acesso tecnicamente menos invasiva.

O polimero, derivado da mamona, em forma de cilindro, foi introduzido na face
extensora do joelho no plano de dissec¢do medial ao tenddo patelar para exposicéo da tibia do
coelho na sua porcdo extra articular, préximo a insercao deste tendao.

O acesso a tibia foi realizado inicialmente por meio de uma incisdo superficial de
aproximadamente 1,5 cm, utilizando uma lamina de bisturi nimero 15 na face ventral e
medial do joelho, proxima a insercdo do tenddo patelar, seguido pela exposicdo do tenddo, e
afastamento do mesmo lateralmente, com o objetivo de possibilitar a exposicdo da face
extraarticular proximal medial da tibia.

Para acesso ao canal medular foi iniciada a perfuracdo da tibia utilizando uma broca
de 2 mm, com um motor elétrico sendo a mesma a seguir, introduzida por todo o canal
medular da tibia, com o auxilio de uma chave em “T” com mandril, desde a metéafise
proximal até a epifese distal da tibia do coelho.

Com o objetivo de prevenir a lesdo celular por calor, provocada pela alta rota¢do da
broca ndo foi utilizado o motor. Ap6s a viabilizacdo do canal medular da tibia, foi introduzido
um cilindro de poliuretano com carbonato de célcio esterilizados com ¢éxido de etileno sem
ultrapassar a epifise distal da tibia. Os cilindros de poliuretano com carbonato de célcio foram
fornecidos pelo Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo, os quais
possuiam 2 mm de espessura e preenchiam assim toda a extensdo do canal medular. Esses
cilindros foram cortados de acordo com o tamanho em extensdo do canal medular, o qual
possuia em media 11 cm, ficando os mesmos justamente sepultados no canal medular ao

orificio de entrada.
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A sequir, foi realizada a sutura da incisdo com fio monofilamento 4-0 e a limpeza
com soro fisiologico, deixando-a descoberta e sem qualquer tipo de imobilizacdo. Os animais
foram examinados semanalmente, por meio de palpacéo dos locais cirargicos, da manipulacéo
das articulacdes dos joelhos, visando analisar o estado das feridas cirdrgicas, para a
identificacdo dos sinais inflamatorios ou da deiscéncia da sutura, do recuo dos materiais
implantados ou de outras restrigdes.

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram submetidos a eutanasia,
com a utilizacdo do mesmo anestésico utilizado durante o ato operatério. Como area para

estudo, foi escolhida a diafise das tibias nas suas porcdes centrais.

Figura 01:

A- Planejamento da inciséo no joelho do coelho;

B- Incis&o e exposi¢do do tendao patelar;

C- Perfuracdo com broca, com protetor para ndo lesar o tendao patelar;

D- Exposicao da broca.

Figura 02:

A- Introducéo de toda broca no canal medular, tornando-o permeéavel;

B- Fio metalico utilizado para identificar o comprimento da tibia do coelho;
C- Introducéo da haste de polimero da mamona;

D- Sutura do tend&o patelar.
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Figura 01: A- Planejamento da incisdo no joelho do coelho; B- Incisdo e exposi¢do do
tenddo patelar; C- Perfuracdo com broca, com protetor para ndo lesar o tendéao
patelar; D- Exposicédo da broca.



21

Figura 02: A- Introducdo de toda broca no canal medular, tornando-o permeavel; B- Fio
metélico utilizado para identificar o comprimento da tibia do coelho;
C- Introducéo da haste de polimero da mamona; D- Sutura do tend&o patelar.
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PROCESSAMENTO E ANALISE HISTOLOGICA

As pecas foram submetidas a fixacdo em solucdo de formol tamponado a 10%, por 72
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram imersas em um recipiente de vidro
contendo uma solucdo a base de EDTA a 20% (pH 7,4) e submetidas a desmineralizagdo,
acelerada pelo forno microondas (Sharp Carousel®, S&o Paulo, SP). Para a realizacdo deste
procedimento, o recipiente contendo as pecas foi parcialmente imerso em outro recipiente de
vidro contendo agua e gelo, com o objetivo de retardar o aumento da temperatura e,
consequentemente, incrementar o tempo de acdo das microondas. O forno de microondas
operou na frequéncia de trabalho de 2450 MHz, correspondendo a um n° de onda no vacuo de
12,2 cm, poténcia maxima nominal de 700 W, regulado em poténcia média / maxima a
temperatura de 30°C para evitar alteragGes teciduais. As pecas foram irradiadas por 10
minutos, com intervalos de 5 minutos entre as irradiagdes, por um periodo de 4 horas por dia.
A completa desmineralizagcdo das amostras, avaliada por meio da penetracdo de uma agulha
nos tecidos para verificacdo da sua consisténcia e por meio de exame radiografico das pecas,
foi obtida em aproximadamente 30 dias. Concluida a desmineralizacdo, as pecas foram
neutralizadas em solucdo de sulfato de sédio a 5% (Sulfato de Sodio Anhido; J.T.Baker,
Xalostoc, México) por 24 horas, lavadas em agua corrente por 24 horas, desidratadas em
concentragdes crescentes de alcool (Alcohol Etilico Absoluto Anhidro®; J.T. Baker),
diafanizadas em xilol (Xylol®; Merck) e incluidas em parafina (Histosec® Pastillen; Merck).
Os blocos foram reduzidos pela microtomia a cortes seriados longitudinais com 6,0 um de
espessura. Para avaliacdo histopatologica, as laminas foram coradas pela Hematoxilina e
Eosina (HE) para uma visdo geral da morfologia celular e e pelo Tricrémico de Mallory
(TM), para a analise da substancia intercelular das fibras colagenas, da presenca dos
componentes celulares, da formacdo do ostedide e da mineralizacdo.O polimero, apds corte
em micrétomo, foi retirado, pois o mesmo se deslocava e dificultava a analise em
microscopio. A anélise histoldgica foi realizada subjetivamente em microscopio Optico
(Zeiss Axio Imager, Carl Zeiss AG Light Microscopy, Gottingen, Alemanha), observando-se a
presenca ou ndo de um processo inflamatorio e a sequéncia bioldgica envolvida no reparo do
tecido 06sseo.

A seqliéncia biologica do reparo do tecido 6sseo foi baseada na verificacdo dos
seguintes acontecimentos: 1) Calo dsseo; 2) Neoformacdo vascular; 3) Neoformacdo dssea
(com a determinacdo dos elementos celulares envolvidos e da formacao do 6steon); 4) Tecido

0sseo imaturo; 5) Tecido 6sseo maduro; 6) Linha reversa dssea.
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ANALISE DE IMUNOISTOQUIMICA

Com o objetivo de determinar se as metaloproteinases da matriz estdo envolvidas no
processo de remodelagdo tecidual, foram realizados ensaios de imunoistoquimica para as
metaloproteinases da matriz-2 e -9.

As laminas foram desparafinizadas em xilol (3 imersGes — cada imersdo por 5
minutos), e hidratadas em série decrescente de alcodis (2 imersGes em alcool 100, a seguir 1
imersdo em alcool 95 e 1 imersdo no &lcool 80 — por 2 minutos cada passagem). A seguir
foram colocadas em &gua destilada por 5 minutos e mantidas em salina fosfatada tamponada
(PBS), por mais 5 minutos. Para 0s ensaios de imunoistoquimica foi utilizado o sistema Goat
ImmunoCruzTM (Santa Cruz Biotechnology Inc., La Jolla, EUA).

A peroxidase enddgena foi blogqueada com bloqueador de peroxidase (peroxidase
block), por 5 minutos. Apds esse periodo de tempo o bloqueador foi escoado em papel
absorvente e as laminas foram lavadas em PBS por 5 minutos (2x) e submetidas a
recuperacdo dos epitopos antigénicos. As laminas contendo o tecido 6sseo foram recobertas
com Proteinase K obtida de Engyodontium album (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA), diluida
em agua destilada deionizada a 0,05%, e a seguir foram incubadas a 37°C, durante 15
minutos.

Sequencialmente os cortes foram demarcados utilizando uma Caneta PAP Pen (Ted
Pella Inc, Redding, EUA) e as Idminas foram lavadas em PBS por 5 minutos (2x). Os sitios de
ligagdo ndo-especifica foram bloqueados com soro de asno (Donkey serum block) por 30
minutos.

A seguir, os tecidos foram incubados com os anticorpos primarios policlonais,
produzidos em cabra, por duas horas a uma temperatura ambiente, para MMP-2 (5,0 pg/ml;
sc 8835) e MMP-9 (5,0 pg/ml; sc — 6840), previamente titulados (concentragdes variando
entre 1,0 a 5,0 pg/ml). A seguir as laminas foram lavadas e incubadas com anticorpos
secundarios biotinilados (anti-cabra) por 30 minutos, lavadas em PBS (2x), e incubadas com
estreptavidina conjugada a horseradish peroxidase (HRP) por 20 minutos e lavadas com PBS
por 3 minutos (2x). Como substrato enzimatico foi utilizado 3,3’-diaminobenzidina (DAB),
preparada utilizando cromégeno DAB concentrado 50x%, o qual foi diluido em solucdo tampé&o
concentrada 10x, e agua destilada deionizada, aplicado sobre os cortes por 5 minutos. As
laminas foram lavadas em agua destilada por 5 minutos, 2x, contra-coradas com hematoxilina

de Harris por 1 minuto, lavadas com agua corrente, desidratadas em concentragdes crescentes
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de &lcool (1 imersdo em alcool 80, a seguir 1 imersdo em alcool 95 e 1 imersdo no alcool
100 — por 2 minutos cada passagem), imersas em xilol e montadas em Entellan® (Merck,
Darmstadt, German).

Para testar a especificidade da imunomarcacdo foram utilizados cortes nos quais foi
omitido o anticorpo primario e as laminas foram incubadas com imunoglobulinas obtidas da
mesma espécie animal na qual o anticorpo primario foi produzido (Negative control).

O numero de células positivamente marcadas foi estimado para cada anticorpo em trés
campos representativos no aumento de 63x. Os dados obtidos foram analisados por meio do

teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (a. = 0,05).
EXAME RADIOGRAFICO E TOMOGRAFICO

Apos as cirurgias, foram realizadas as radiografias das tibias direitas e esquerdas dos
coelhos, ainda sob efeito anestésico, para a verificagcdo do posicionamento dos implantes, com
0 objetivo de avaliar a presenca de falsos trajetos ou fraturas. O exame radiografico foi
realizado com aparelho Unimax (Siemens), com 48 kVp, 10 mA e 0,1 segundo de exposicao
com a ampola a uma distancia de 1,0 metro do animal, em projecdo antero-posterior, com a
intencdo de documentar o posicionamento intramedular da haste de poliuretana. Foi utilizado
o filme R.H.S. (Sakura) 18 x 24 e “écran”, sendo a revelagdo realizada com processador RP —
X Omat da Kodak.

Apbs a eutanasia, foram realizados cortes tomograficos axiais de 1 milimetro de
espessura com 1 milimetro de espacamento entre os cortes. Para cada tibia foram obtidos dois
cortes contiguos na metafise proximal, quatro cortes contiguos no terco médio da diafise e
dois cortes contiguos na metéafise distal.

Os exames tomograficos foram realizados em equipamento de tomografia
computadorizada modelo Sytec Synergy GE medical Systems 1999, com software versdo 3.5
A. A técnica padronizada para este estudo utilizou 120 kv e 60 mA, com FOV (field of view)

de 23,4 centimetros.
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RESULTADOS

ANALISE MICROSCOPICA
Grupo Experimental — periodo de 90 dias apds fresagem do canal medular e implantacao

do polimero

Aos 90 dias, a parede 6ssea interna do canal medular e a interface com o polimero
apresentou camada espessa de tecido 6sseo neoformado, rico em ostedcitos, constituindo um
novo sistema fundamental externo e outro sistema fundamental aderido ao 0sso receptor,
formando uma linha reversa de crescimento.

Este tecido encontrava-se em processo de amadurecimento considerando que as
lamelas de fibras coladgenas estavam se organizando de forma circular a fim de constituirem o
sistema de Havers, em cuja luz ha ocorréncia de tecido mole e presenca de vasos sanguineos.

Figura 3A (TM)

A analise do material corado pela hematoxilina-eosina mostrou nitidamente a linha
reversa que separa 0 0sso novo do 0sso do leito receptor. Esta linha tortuosa fortemente
corada delimitava o osso neoformado, ao longo da superficie interna do canal medular.

Figuras 3B (HE)

Nas porcbes em que o o0sso neoformado apresentava uma estreita faixa, esta
apresentava inimeros ostedcitos, rodeados por matriz cujas fibras colagenas eram paralelas
formando um osso do tipo primario.

Figura 3C (HE)

Em alguns locais esparsos da superficie éssea do canal medular, ocorreu uma
concentracdo de células mononucleadas, que muitas vezes preenchia as reentrancias do tecido
0sseo.

Figura 3D (HE)
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Experimental 90 dias

Figura 03: A- Tecido 6sseo neoformado rico em ostedcitos (sistema fundamental — ponta de
seta) e linha reversa (seta)- TM 685X; B- Presenca nitida de linha reversa (seta)-
HE 685X; C- Osso neoformado imaturo ou primario- HE 857X; D- Neoformacéo
de células na superficie — HE 857X.
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Pela analise do Tricrébmico de Mallory, pode-se observar os diferentes niveis de
mineralizacdo do osso neoformado por meio da coloracdo alaranjada e azulada das fibras
colagenas.

Figuras 4A (TM)

Ocorreu com certa frequéncia a presenca do canal de Volkmann unindo o 0sso neo
formado com o 0sso do leito receptor.

Figura 4B (TM)

Presenca de osso maduro secundario em locais isolados do canal medular. Pela
Hematoxilina e Eosina, 0 0sso neoformado, aos 90 dias, tem um grau de colora¢do muito mais
acentuado que a coloracdo do osso do leito receptor.

Figuras 4C (TM)

Neoformacéo 6ssea na parede interna do canal medular.
Figura 4D (TM)
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Experimental 90 dias

Figura 04: A- Niveis de mineralizagdo — TM 857X; B- Canal de Volkmann — TM 857X; C-
Osso maduro secundario — TM 265X; D- Neoformacao 6ssea na camada interna
—TM 535X.
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Grupo Experimental - Periodo 120 dias

Neste periodo de 120 dias, a superficie interna do osso neoformado encontrou-se em
franco processo de amadurecimento, onde se visualizaram poucos ostedcitos no interior da
matriz e a organizacéo das fibras coldgenas em lamelas concéntricas, aos Canais de Havers.

Figura 5A (HE)

Observa-se a formacdo das lamelas concéntricas ao redor de um amplo canal de
Havers, pela coloracao de Tricomico de Mallory.
Figura 5B (TM)

Ocorre a presenca de lamelas concéntricas e amplos canais de Havers muito proximos
do canal medular.
Figura 5C (HE)

Experimental 90 dias

A observagéo pelo Tricomico de Mallory mostra muito bem a ocorréncia do processo
de amadurecimento 6sseo por meio da formacdo das lamelas concéntricas na superficie
interna do canal medular.

Figura 5D (TM)

O osso neoformado em franco processo de amadurecimento com organizacdo das
fibras colagenas.
Figura 6A (HE)

Superficie Ossea interna revestida por compacta 6ssea interna mostrando fibras
paralelas, constituindo o chamado sistema fundamental interno. N&o se nota a presenca de
linha reversa de crescimento.

Figura 6B (HE)

Pelo Tricomico de Mallory observam-se as lamelas concéntricas bem organizadas,
com os ostedcitos situados ao redor do canal de Havers como também a presenca dos canais
de Volkmann.

Figuras 6C (TM)
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Experimental 120 dias

Figura 05: A- Processo de amadurecimento 6sseo — HE 1071X; B- Lamelas concéntricas ao
Canal de Havers — TM 857X; C- Lamela 6ssea junto da parede interna — HE
857X; D- Lamelas na superficie interna do canal medular — TM 857X.

Figura 06: A-Processo de amadurecimento e organizacao das fibras colagenas — HE 428X;
B- Tecido 6sseo maduro — HE 428X; C- Ostedcitos (seta) ao redor do Canal de
Havers — TM 1071X.
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Grupo Experimental - Periodo de 150 dias

Neste periodo ocorreu uma diminuicdo de ostedcitos no sistema fundamental interno,
apresentando-se distantes uns dos outros, em formacgdo paralela, demonstrando a maturidade
0Ossea.

Figuras 7A e 7B(HE)

Restante do osso formado por lamelas concéntricas bem organizadas, caracteristica de
0SS0 maduro.
Figura 7C (TM)

Pela Hematoxilina e Eosina, observa-se que os poucos ostedcitos localizados no
sistema fundamental interno preenchem a lacuna como um todo.
Figura 7D(HE)
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Experimental 150 dias

Figura 07: A- Poucos ostedcitos no sistema fundamental interno — HE 535X; B- Poucos
ostedcitos no sistema fundamental interno — HE 535X; C- Lamelas concéntricas
bem organizadas — TM 1071X; D- Oste6citos em lacunas no sistema
fundamental interno — HE 1071X.
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Grupo Controle — Periodo de 90 dias

Aos 90 dias, observa-se 0 0sso neoformado revestindo a parede do canal medular é
rico em osteoblastos.
Figura 8A (HE)

Alinhados na superficie interna junto a medula 6ssea, no interior da matriz, inameros
nichos, ocupados pelos ostedcitos.
Figura 8B (HE)

Osso neoformado junto ao canal medular do tipo alamelar, ou seja, 0sso imaturo.
Figura 8C (HE)

O tecido neoformado junto a superficie medular com grau de amadurecimento das
fibras colagenas menor que o tecido 6sseo localizado a distancia.
Figura 8D (TM)
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Controle — 90 dias

Figura 08: A- Osteoblastos revestindo o canal medular — HE 857X; B- Ostedcitos na matriz
6ssea — HE 857X; C- Osso alamelar revestindo o canal medular — HE 857X; D-
Diferentes graus de amadurecimento das fibras colagenas — TM 857X.
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Grupo Controle — Periodo de 120 dias

A superficie interna junto ao canal medular encontrava-se revestida pelos osteoblastos,
seguida de faixa de tecido 6sseo, com poucas lacunas preenchidas por ostedcitos e presenca
da linha reversa de crescimento, limitando o osso lamelar de Havers, com didmetros
homogéneos.

Os canais de Havers sdo preenchidos por vasos sangilineos.

Fica evidente o grau de amadurecimento do tecido da superficie interna medular para o
interior, sendo que na superficie interna o 0sso é alamelar, constituido por fibras colagenas,
menos amadurecidas que o 0sso lamelar da por¢do 6ssea mais interna.

Figura 9A (HE) e figura 9B (TM)
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Controle — 120 dias

Figura 09: A- Presenca de osso lamelar e osso alamelar — HE 857X; B- Diferentes graus de
amadurecimento das fibras coldgenas — TM 857X.
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Grupo Controle — Periodo de 150 dias

A andlise pela Hematoxilina e Eosina mostra a presenca do 0sso lamelar, desde a
porcdo interna junto ao canal medular até o corpo da tibia. As lamelas sdo concéntricas aos
canais de Havers, com didmetros homogéneos preenchidos por vasos sangilineos.

Os osteocitos s&o0 numerosos e ocupam as lacunas de Howship

Figura 10A (HE)

Na andlise pelo Tricomico de Mallory, as fibras coladgenas formam lamelas
concéntricas aos canais de Havers, que se encontram rodeados por ostedcitos, que se
apresentam altamente ramificados.

Figura 10B (TM)



Controle — 150 dias

Figura 10: A- Osso maduro lamelar — HE 857X; B- Lamelas com ostedcitos ramificados —
TM 857X.

38
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ANALISE IMUNOISTOQUIMICA
Expressdo de metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2)

Foi observada marcacdo positiva para MMP-2 em osteoblastos e ostedcitos no periodo
experimental inicial e apos 90, 120 e 150 dias ap6s fresagem dos canais medulares, com ou
sem insercdo do polimero da mamona.

No grupo submetido a fresagem e insercdo do polimero, pode ser observado aos 90
dias um aumento na porcentagem de ostedcitos positivamente marcados para MMP-2 da
ordem de 20% em comparacdo ao periodo inicial previamente a fresagem (p < 0,05). Esse
aumento se manteve até o periodo de 150 dias apds a implantacdo do polimero (Figurall)

No grupo submetido a fresagem sem implantacdo do polimero ndo foi observada
modulacdo da expressdo de MMP-2 nos periodos de 90, 120 e 150 dias uma vez que a
porcentagem de ostedcitos positivos para MMP-2 foi semelhante a observada previamente a
implantacdo (p > 0,05) (Grafico 1 e Tabela 2, 3 e 4).

Para controle da técnica e da presenca de marcacdo ndo-especifica, laminas foram
incubadas com Imunoglobulina G, sem o anticorpo primario, e pode-se observar auséncia de

marcacdo intra e extra-celular.
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MMP-2
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Figura 11. Imagens das laminas dos espécimes submetidos a eutanasia, 90, 120, 150 dias e
controle, ap6s implantacdo ou ndo do polimero da mamona. IgG representa

lamina na qual foi omitido o anticorpo primario e as laminas foram incubadas
com imunoglobulina G. Aumentos: A, D, E - 20X; B, C, F, G - 40X; H -10X.
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Tabela 2. Porcentagem de células positivas para MMP-2 por campo de visao, previamente e
apos 90, 120 e 150 dias da fresagem dos canais medulares da tibia de coelhos,
com ou sem implantacéo do polimero da mamona.

controle

90 120

150

MMP-2
Fresagem sem polimero Fresagem com polimero

controle 90 120 150 controle 90 120 150
40 38 42 45 40 60 65 64
39 42 44 43 39 62 68 65
42 43 44 40 42 63 64 60
40 38 42 45 40 60 65 64
39 42 44 43 39 62 68 65
42 43 44 40 42 63 64 60

mean 40,3333 41 43,3333 42,6666 40,3333 61,6666 65,6666 63
SD 1,36626 2,36643 1,03279  2,25092 1,36626 1,36626 1,86189  2,36643
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Graéfico 1. Porcentagem de células positivas para MMP-2 por campo de visao, previamente e
apos 90, 120 e 150 dias da fresagem dos canais medulares da tibia de coelhos,
com ou sem implantacdo do polimero da mamona.
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Tabela 3. Resultado das comparagdes entre periodos utilizando o Teste de Tukey
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Grupo fresagem Grupo fresagem + polimero
Controle x 90 dias p > 0,05 p <0,05
Controle x 120 dias p > 0,05 p <0,05
Controle x 150 dias p > 0,05 p <0,05
90 dias x 120 dias p > 0,05 p > 0,05
90 dias x 150 dias p > 0,05 p > 0,05
120 dias x 150 dias p > 0,05 p > 0,05

Tabela 4. Resultado das comparagdes entre grupos utilizando o Teste de Tukey

90 dias 120 dias 150 dias
fresagem fresqgem * Fresagem fresa,gem * fresagem fresqgem -
polimero polimero polimero

p<0,05 p<0,05 p <0,05
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Expressdo de metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9)

Foi observada marcacdo positiva para MMP-9 em osteoblastos e ostedcitos no periodo
experimental inicial e apos 90, 120 e 150 dias ap6s fresagem dos canais medulares, com ou
sem insercdo do polimero da mamona (Figural2).

No grupo submetido a fresagem e insercdo do polimero pode ser observado aos 90
dias uma porcentagem de ostedcitos positivamente marcados para MMP-9 semelhante aquela
observada no periodo inicial, previamente a fresagem (p > 0,05). Com o passar do tempo, foi
observado pequena porcentagem de células marcadas, tanto no periodo de 120 como 150 dias
apos a implantacdo do polimero, sem diferenca estatisticamente significante entre os periodos
(p > 0,05).

No grupo submetido a fresagem sem implantacdo do polimero ndo foi observada
modulacdo da expressdo de MMP-9 nos periodos de 90, 120 e 150 dias uma vez que a
porcentagem de ostedcitos positivos para MMP-9 foi semelhante a observada previamente a
implantacédo (p > 0,05) (Grafico 2; Tabela 5, 6 e 7).

Para controle da técnica e da presenca de marcacdo ndo-especifica, laminas foram
incubadas com Imunoglobulina G, sem o anticorpo primério, e pode-se observar auséncia de

marcacdo intra e extra-celular.
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Fresagem + Polimero
A Ll § 3 \ ‘ ~2

90 dias

120 dias

150 dias

Figura 12. Imagens das laminas dos espécimes submetidos a eutanasia, 90, 120, 150 dias e
controle, ap6s implantacdo ou ndo do polimero da mamona. 1gG representa
lamina na qual foi omitido o anticorpo primario e as laminas foram incubadas
com imunoglobulina G. Aumentos: A, B, D, F, H - 20X; C, E, G - 40X.
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Tabela 5. Porcentagem de células positivas para MMP-9 por campo de visdo, previamente e
apos 90, 120 e 150 dias da fresagem dos canais medulares da tibia de coelhos, com
ou sem implantacéo do polimero da mamona.

MMP-9
Fresagem sem polimero Fresagem com polimero
controle 90 120 150 controle 90 120 150
22 17 19 22 22 21 24 26
20 22 25 25 20 28 28 32
23 23 24 24 23 24 25 30
22 17 19 22 22 21 24 26
20 22 25 25 20 28 28 32
23 23 24 24 23 24 25 30

mean 21,6666 20,66667 22,66667 23,66667 21,66667 24,33333 25,66667 29,33333

SD 1,36626 2,875181 2,875181  1,36626 1,36626  3,141125 1,861899 2,73252
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Graéfico 2 . Porcentagem de células positivas para MMP-9 por campo de visao, previamente e
apos 90, 120 e 150 dias da fresagem dos canais medulares da tibia de coelhos,
com ou sem implantacdo do polimero da mamona.
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Tabela 6. Resultado das comparagdes entre periodos utilizando o Teste de Tukey
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Grupo fresagem Grupo fresagem + polimero
Controle x 90 dias p > 0,05 p > 0,05
Controle x 120 dias p > 0,05 p > 0,05
Controle x 150 dias p > 0,05 p > 0,05
90 dias x 120 dias p > 0,05 p > 0,05
90 dias x 150 dias p > 0,05 p > 0,05
120 dias x 150 dias p > 0,05 p > 0,05

Tabela 7. Resultado das comparagdes entre grupos utilizando o Teste de Tukey

90 dias 120 dias 150 dias
fresagem + fresagem + fresagem +
fresagem A Fresagem . fresagem A
polimero polimero polimero

p> 0,05 p>0,05 p>0,05
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ANALISE TOMOGRAFICA

As imagens tomogréaficas obtidas mostraram o implante de polimero em posicao
intramedular. O implante foi bem individualizado nas imagens e identificado em cada um dos
cortes como pequena estrutura circular homogénea mais densa do que a medula dssea e
menos densa do que a cortical dssea. Nos grupos de animais submetidos a eutanasia ap6s 90,
120 e 150 dias da cirurgia de implantacdo do polimero, as imagens tomograficas nédo
demonstraram alteracdes significativas na interface implante/medula/ossea. A densidade dos
tecidos medida junto a esta interface foi semelhante a densidade das demais porcbes da
medula 6ssea. Os limites entre o polimero implantado e a cavidade medular sdo mal definidos
nas imagens de tomografia computadorizada, indicando que houve incorpora¢do do material
ao tecido neoformado.

Na interface polimero/canal medular evidenciou-se preenchimento do espaco por
tecido 6sseo. Ndo havia sinais de reabsorcdo 6ssea ao redor do implante, observados na
imagem de tomografia computadorizada, nos grupos de 90, 120 e 150 dias pds-implantacéo.

Figura 13

A — Tomografia Computadorizada demonstrando os cortes que foram realizados.

B — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com sua
anatomia preservada e como forma de controle.

C - Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, sem implante
na diafise, com fresagem do canal medular.

D — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na metéfise, sendo que a eutanasia do animal fora realizado no mesmo dia da cirurgia.

Figura 14

A — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na diafise, sendo que a eutanasia do animal fora realizado ap6s 90 dias da cirurgia.

B — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na diafise, sendo que a eutandsia do animal fora realizado ap6s 120 dias da cirurgia.

C — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na metafise, sendo que o eutanasia do animal fora realizado apos 120 dias da cirurgia.

D — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na diafise, sendo que a eutanasia do animal fora realizado ap6s 150 dias da cirurgia.

Figura 15

A — Tomografia Computadorizada onde se evidencia o canal medular da tibia, com implante
na metafise, sendo que o sacrificio do animal fora realizado apos 150 dias da cirurgia.

B — Tomografia Computadorizada comparando-se a eutandsia com implante apos a cirurgia e
depois de 150 dias.
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BONE/M

Figura 13: A- Tomografia computadorizada demonstrando o0s cortes realizados;
B- Tomografia computadorizada do canal medular (controle sem fresagem);
C- Tomografia computadorizada do canal medular sem implante (controle
com fresagem); D- Tomografia computadorizada com implante na metafise
(eutanasia no dia da cirurgia).



49

s TANDAR DM

Figura 14: A- Tomografia computadorizada com implante na diéfise (eutandsia 90 dias apds
a cirurgia); B- Tomografia computadorizada com implante na diéfise (eutanasia
120 dias ap6s a cirurgia); C- Tomografia computadorizada com implante na
metéfise (eutanasia 120 dias apds a cirurgia); D- Tomografia computadorizada
com implante na diéfise (eutanasia 150 dias apo0s a cirurgia).
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Figura 15: A- Tomografia computadorizada com implante na metéfise ( eutanasia 150 dias
apos a cirurgia) - ; B- Tomografia computadorizada comparando as metéafises das
tibias com implantes, com eutanasia no mesmo dia da cirurgia e 150 dias ap6s a

cirurgia.
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DISCUSSAO

A biocompatibilidade do polimero da mamona tem sido evidenciada em inUmeros
estudos, quando empregada como material para enxerto/implantes 6sseos e em implantes em
alvéolos de animais ap0s extragdo dental (Lamano-Carvalho et al., 1997; Konig Janior et al.,
1999), fato este também evidenciado por nosso grupo de pesquisa previamente na tibia de
coelhos (Saran, 2006).

Os polimeros emergiram como materiais para implantes biolégicos na cirurgia
ortopédica, neurocirurgia e otorrinolaringologia em funcéo de suas propriedades bioldgicas e
estabilidade quimica. Tém sido avaliados, também, na &rea odontol6gica, como substituto
0sseo e sob a forma de membranas em cirurgias para regeneracdo é6ssea (Carvalho et al.,
1997).

Com relacdo a composicdo, a poliuretana avaliada neste estudo foi derivada de um
poliéster sintetizado a partir de 6leo de mamona e difenilmetanodiisocianato, composto por:
carbonato de célcio que apresenta a finalidade de aumentar o volume da mistura e permite a
formacéo de poros; pré-polimero rico em NCO livre, derivado do difenilmetanodiisocianato e
poliol poliéster; e poliol derivado do polimero poliuretano do 6leo da mamona (Chierice,
1994).

A adicdo do carbonato de calcio confere melhor padrdo de resisténcia e elasticidade,
em relacdo ao tecido 6sseo (Claro-Neto, 1997). Além disso, a associacdo com o carbonato de
calcio tem a funcdo de fornecer ions célcio, facilitando a troca idnica na interface de contato
0sso / polimero, com dep6sito desses ions na matriz colagena (Ignécio et al., 1997
Kharmandayan, 1997).

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo de hastes de poliuretana contendo carbonato de
calcio, em funcéo da facilidade de inser¢do no canal medular da tibia de coelhos. Alem disso,
de acordo com Chierice (1994), este polimero tem uma reacdo exotérmica de 42° a 45° C.
Embora tal reacdo ndo ocasione lesdo celular térmica, neste estudo foi utilizado o material
polimerizado, a fim de evitar qualquer geracgdo de calor.

Os resultados obtidos nos grupos experimentais (G2a, G2b e G2c), onde se empregou
0 polimero da mamona nos periodos de 90, 120 e 150 dias, evidenciaram um processo
evolutivo de reparacdo tecidual, entre a haste derivada do polimero da mamona e o canal
medular. No periodo de 90 dias, observou-se camada espessa de tecido ésseo rico em
ostedcitos, tecido em processo de maturacdo e fibras coldgenas em organizagdo, com linha

reversa nitida delimitando o osso neoformado. No periodo de 120 dias observou-se franco
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processo de maturacdo e organizacdo das fibras coladgenas, com reparacdo completa aos 150
dias, ndo sendo observada reacdo do tipo corpo estranho com presenca de células gigantes
como descrito previamente (Lamano-Carvalho et al., 1997; Saran, 2006). A proliferacdo
fibroblastica foi substituida por lamelas Osseas, envolvendo a haste de polimero sendo
evidenciada a presenca de osso neoformado na interface polimero/canal medular. No periodo
final desse estudo (150 dias), observou-se que o polimero sofreu osteointegracdo funcional e
estrutural com o tecido 6sseo organizado (Lamano-Carvalho et al., 1997).

Este tipo de osseointegracdo direta, ou seja, pelo contato direto do material com o
tecido 0sseo, € a ideal tendo em vista que uma integracdo indireta ou fibro-6ssea (LeGeros,
1993) é aceitavel apenas nos estagios de implantacéo, por ser desfavoravel a estabilidade do
implante ou do material de fixacdo, a longo prazo (Frascino, 1998).

A expressdao de metaloproteinase da matriz-2 crescente ao longo do tempo pos-
implantacdo indica que o processo de remodelacdo Gssea estd em franco desenvolvimento
(Bonfil et al., 2004; Nyman et al., 2011), com maior intensidade nos animais submetidos a
fresagem e implantacdo do polimero se comparado aos animais submetidos a fresagem sem
implantacdo do material. Esta expressdo se manteve elevada até o periodo de 150 dias pos-
implantacdo. A MMP-2 é uma endopeptidase expressa em condicGes fisioldgicas e €
importante para a remog¢do do conteldo Gsseo organico durante o processo de maturacdo
Ossea.

Por outro lado, a expressao de metaloproteinase da matriz-9 foi menor no tecido 6sseo
medular se comparado a expressao de MMP-2. O procedimento de fresagem, seguido da
implantagdo do polimero ou sem a implantacdo do polimero, ndo levou ao aumento da
expressdao de MMP-9, em conformidade com os resultados obtidos na andlise histoldgica,
tendo em vista que a MMP-9 € expressa principalmente por osteoclastos durante o processo
de reaborcao dssea ativa (Pasternak e Aspenberg, 2009; Galliera et al., 2010).

Estes resultados indicam que a modulacdo de metaloproteinase da matriz-2 €
importante para o processo de maturacao 0ssea, observado apos implantacdo do polimero da
mamona, tendo em vista que nos espécimes nos quais foi realizada a fresagem do canal
medular sem implantacdo do polimero ndo houve modulacdo da expressdo desta enzima e o
processo de neoformacdo 0ssea iniciou-se mais tardiamente, com presenca de tecido 6sseo do

tipo alamelar.
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CONCLUSAO

A implantacéo do polimero da mamona ap6s fresagem do canal medular permitiu a
neoformacdo Ossea em contato com o material, avaliado por meio de tomografia
computadorizada, microscopia éptica convencional e imunoistoquimica.

Aos 90 dias pos-implantacdo foi evidenciada a deposi¢do de tecido dsseo imaturo,
que com o passar do tempo, aos 120 e 150 pos-implantacdo apresentou uma crescente
maturacao, adquirindo um aspecto lamelar.

O processo de remodelacédo 6ssea observado histologicamente foi acompanhado pela
modulacéo positiva de metaloproteinase da matriz-2 durante todo o periodo de avaliagdo, com
baixa expressao de metaloproteinase da matriz-9.

O polimero vegetal propiciou a formacdo de tecido Gsseo demonstrado
histologicamente pela interacdo 0sso neoformado com haste de poliuretana.

Houve inducdo do processo de formacdo de tecido 6sseo maduro dentro do canal
medular ao redor da haste.

O material demonstrou ser biocompativel, ndo apresentando reacdo de corpo
estranho, pois ndo foram constatadas células gigantes nas ldminas analisadas.

A imunoistoquimica demonstrou uma franca neoformacdo 6ssea, com 0sso maduro e
sem reacao inflamatoria.

As analises tomogréaficas mostraram interacdo polimero/osso.

Os principios de osteoinducdo e osteoconducdo foram demonstrados em todos
periodos analisados.

Estudos histoldgicos ndo evidenciaram nenhum sinal de infeccdo nas pecas
analisadas.

O metabolismo do polimero com substituicdo por tecido 6sseo, evidenciado pelos
estudos tomograficos e histolégicos e de imunoistoquimica ndo apresentaram reacOes

adversas de produtos de degradacéo.
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