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UTILIZACAO DE OTOLITOS DE Cynoscion acoupa EM
ENSAIOS BIOLOGICOS DE BIOCOMPATIBILIDADE E
REPARO OSSEO

RESUMO

Otdlitos sdo concrescéncias calcarias presentes no ouvido interno de peixes. Em
virtude de serem ricos em minerais considerados ess enciais ao processo de
mineralizacdo O0ssea, e de uma matriz protéica a oto lina, tem sido sugerido que os
otolitos poderiam funcionar como biominerais. Porta nto, este estudo objetivou
analisar a biocompatibilidade desse produto, bem co mo a dindmica da regeneragao
de defeitos Osseos tratados com preparado gelatinos 0 estéril de otdlitos. Para o
ensaio de biocompatibilidade, tubos de polietileno contendo preparado gelatinoso
estéril de otdlitos foram implantados no lado direi to do dorso de 24 ratos Wistar , e do
lado esquerdo foram implantados tubos contendo apen as colageno hidrolisado
(gelatina inerte). Os animais foram eutanasiados ap 6s 3, 7 e 30 dias, o tecido
perimplantar foi removido, fixado em formol e proce ssado para inclusdo em parafina.
Seccdes histoldgicas coradas em HE foram obtidas e analisadas em microscopia de
luz. Posteriormente, defeitos 0sseos artificiais fo ram realizados no fémur de 20 ratos
Wistar, divididos em 02 grupos: grupo controle (CTL), cuj os defeitos 6sseos néo
receberam, qualquer tratamento adicional; e grupo e  xperimental (OTL), onde os
defeitos foram preenchidos com o preparado de otdli tos. Os animais foram
eutanasiados 14 dias ap0s os procedimentos cirdrgic o0s; os fémures foram removidos
e realizadas imagens radiogréficas dos defeitos 6ss  eos produzidos nos grupos CTR e
OTL. Utilizou-se software ImageTool (UTHSCSA ImageT ool, versdao 3.0) para as
avaliacOes radiograficas. Posteriormente foram fixa  dos em formalina, descalcificados
em acido nitrico a 0,5% e processados histologicame nte. Antes das eutanasias, foram
coletadas amostras sanguineas para avaliacdes das d  osagens séricas de célcio (Ca) e
fosfatase alcalina (ALKP), assim como dos para@metro s hematoldgicos convencionais
(hemograma). No estudo de biocompatibilidade, obser  vou-se um padrédo similar de
resposta inflamatdéria no tecido conjuntivo circudin jacente a ambos os implantes, de
magnitude variando entre moderada e severa em 3 dia s e leve a ausente em 30 dias.
Nao foram observadas formacdes granulamatosas ou in filtracdo aguda persistente ao
redor dos implantes. Focos de calcificagdo distrofi ca foram evidenciados no tecido
perimplantar do tubo com PGO. No estudo de reparo 6  sseo, as seccdes histoldgicas
revelaram que o trabeculado 6sseo neoformado mostro u-se mais denso, e com
atividade osteorreabsortiva periosteal menos conspi cua em OTL. Nao foram
verificadas diferencas estatisticamente significati vas na area de neorformacédo 6ssea
entre CTL (1,5 + 0,4mm ?) e OTL (1,9 + 0,3cm ?) (p = 0,0617). Os parametros bioquimicos
(Ca e ALKP) e hematoldégicos se encontravam dentro d  os limites de normalidade,
exceto por moderada monocitose observada em CTL. Os resultados da andlise
histol6gica mostraram-se biocompativel e quando com parado ao grupo controle ndo
foi verificado diferencas significativas. Na avalia  c¢do radiografica foi observada a
presenca de barreira mineralizada nos grupos: (CTR 76,65 e OTL 84,45), contudo,
houve diferenca estatistica significativa (p = 0,02 1). Os resultados mostram que 0s
otdlitos apresentam boa compatibilidade em tecido s ubcuténeo e sugerem que podem
desempenhar um papel adjuvante na dindmica da regen  eragdo 0ssea.

Palavras-chave: Otdlitos. Neoformacgdo dssea. Biomin  erais.



USE OF OTOLITHS Cynoscion acoupa IN BIOLOGICAL
TESTS FOR BONE REPAIR AND BIOCOMPATIBILITY

ABSTRACT

Concrescence calcareous otoliths are present in the inner ear of fish. Assuming they
are rich in minerals considered essential to the pr ocess of bone mineralization, and a
protein matrix (otolina) has been suggested that ot  oliths could act as biominerals.
Therefore, this study aimed to analyze the biocompa tibility of the product, as well as
the dynamics of regeneration of bone defects treate  d with sterile jelly prepared
otoliths. To test the biocompatibility, polyethylen e tubes containing prepared otoliths
were implanted on the right side back of 24 Wistar rats, and the left were implanted
tubes containing only hydrolyzed collagen (gelatin inert). The animals were killed after
3, 7 and 30 days, the tissue perimplant was removed , fixed in formalin and processed
for paraffin embedding. Histological sections stain ed with HE were obtained and
analyzed by light microscopy. Subsequently, artific ial bone defects were made in the
femur of 20 rats were divided into 02 groups: contr ol group (CTL), whose bone defects
did not receive any additional treatment, and exper imental group (OTL), where the
defects were filled with the prepared otoliths. The animals were killed 14 days after
surgery, the femurs were removed and performed radi ographic images of bone
defects produced in groups CTR and OTL. We make use of ImageTool software
(UTHSCSA ImageTool, version 3.0) for radiographic e  valuations. After that, were fixed
in formalin, decalcified in nitric acid 0.5% and pr  ocessed histologically. Before
euthanasia, blood samples were collected for assess  ments of serum calcium (Ca) and

alkaline phosphatase (ALKP) as well as conventional hematological parameters (blood
count). In the study of biocompatibility, we observ ed a similar pattern of inflammatory
response in the connective tissue circumjacent both implants, of magnitude ranging

between moderate and severe in three days and mild to absent in 30 days. There were
no granulomatuos formations acute or persistent lea kages around the implants. Foci

of calcification were detected in tissue perimplant tube with PGO. In the study of bone

healing, the histological sections revealed that th e newly formed trabecular bone was

more dense, and activity periosteal bone resorption less conspicuous in OTL. No
statistically significant differences were found in the area of bone between newly
formed CTL (1.5 £+ 0.4 mm2) and OTL (1.9 £ 0.3 cm2) (p = 0.0617). Biochemical
parameters (Ca and ALKP) and hematology were within normal limits except for
moderate monocytosis observed in CTL. The results o f histological analysis showed

to be biocompatible, however, when compared to the control group there were no

significant differences. Radiographic evaluation wa s observed in the presence of a
mineralized groups: (CTR 76.65 and 84.45 OTL), howe ver, there is statistically
significant difference (p = 0.021). The results sho w that the otoliths have good

compatibility in the subcutaneous tissue and sugges t to may play an adjunctive role in

the dynamics of bone regeneration.

Keywords: Otoliths. Bone regeneration. Biominerals.
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INTRODUCAO

7

O tecido 0sseo é frequentemente acometido por defeitos provocados por
traumatismo, doengas de origens e comportamentos variados, infeccdes e deformidades
congénitas (LEONEL et al., 2004). O reparo de tais defeitos 6sseos continua representando
um desafio, onde métodos tradicionais de tratamento langam mdao do enxerto 0sseo
autogeno, especialmente por sua propriedade osteogénica e facilidade de incorporacdo em
relacdo aos enxertos homogenos e xendgenos. Ressalta-se, contudo, que a aquisicao de
enxerto 6sseo autdbgeno agrega alguns riscos ao paciente, a exemplo de incisdo cirurgica
adicional, aumento da morbidade pds-operatéria, debilitacdo do local doador e
disponibilidade de quantidade insatisfatoria de material para enxerto (FINKEMEIER, 2002).
Em vista destas dificuldades, uma grande variedade de materiais alternativos para
preenchimento de defeitos dsseos, denominados biomateriais, tem sido desenvolvida
(FIGUEIREDO, 2001; KALISH et al., 2008).

Os biomateriais caracterizam-se por sua biocompatibilidade e atoxicidade, além de
ndo apresentarem carcinogenicidade e exibirem resisténcia mecanica, elasticidade e
estabilidade quimica e biolégica (GARCIA JR, 2000). Biomateriais inorganicos sdo, por sua
vez, compostos alternativos ao uso de enxertos 0sseos autdgenos por serem produzidos com
propriedades potencialmente semelhantes as do tecido receptor e, quando usados em
defeitos &sseos longos, constituem elementos capazes de promover ou auxiliar a

neoformacao 0ssea, por mecanismos de osteoinducéo e/ou osteocondugédo (SERVICE, 2000).

Dentre os diversos biomateriais com provavel atividade sobre a neoformacgao éssea,
merece destaque o grupo dos biominerais. Estes representam tecidos duros que consistem
basicamente de compostos inorganicos e, entre suas fungbes, citam-se a manutencéo da
estrutura corporal, protecdo e estocagem de minerais (MANN, 2002). Tais biominerais
consistem de uma fase predominantemente mineral incorporada a uma matriz organica
representada por uma rede complexa de glicoproteinas, proteoglicanas e proteinas colagénicas
e ndo colagénicas (LOWENSTAM, WEINER, 1989); assim, a superficie das particulas dos
biominerais atua como uma matriz sobre a qual a reparacdo 6ssea se desenvolve (ELLIS, SINN,
1993). Borelli et al. (2003) demonstraram que a presenca de uma matriz organica acelera a

neoformacao 6ssea por facilitar a incorporacao de minerais por difusdo passiva.

Otdlitos sdo concrecbes calcarias do ouvido interno dos peixes ésseos e

constituem parte de um sistema que atua como sensor de profundidade e equilibrio, assim



como detector de vibragbes sonoras (BASTOS, 1990). Estudos vém demonstrando que
otolitos séo ricos em carbonato de célcio, elementos metdlicos (Sr, Ba, Mg, Cd, Co, Cu, Zn,
Na, K, etc.) e ndo metdlicos (Si, P, S, B, etc.) (CAMPANA, NEILSON, 1985), e em uma
proteina colagénica de alto peso molecular denominada otolina (MURAYAMA et al., 2002;
BORELLI et al., 2003; MURAYAMA et al., 2004; TOHSE et al., 2008).

Admite-se, pois, que otélitos poderiam representar um excelente exemplo de
biomineral, uma vez que apresentam uma porgao inorganica rica em elementos essenciais
ao processo de mineralizacdo, bem como uma por¢cdo protéica (otolina), que poderia
funcionar como matriz orgénica. Assim, dentro desta perspectiva, estudou-se o
comportamento da regeneracdo do tecido, em defeitos 6sseos artificialmente induzidos,
preenchidos com um preparado gelatinoso estéril de otélitos de pescada amarela, com

intuito de avaliar a influéncia desses biominerais no processo de neoformacao 6ssea.

Para tanto, este trabalho foi dividido em trés capitulos: No primeiro capitulo foi
realizada uma revisdo bibliografica no intuito de apresentar o estado de discussao e
conhecimento atual da arte a respeito do tema em estudo. No segundo capitulo, foi
apresentado um estudo de biocompatibilidade dos otdélitos em modelo roedor, a fim de
averiguar se este biomineral poderia ser utilizado em sistemas orgéanicos vidveis. No terceiro
capitulo, foi relatado um estudo experimental preliminar sobre a influéncia dos otélitos no

processo de neoformagédo 6ssea em modelo roedor.
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CAPITULO |

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Tecido Osseo

Embora seja consenso geral que o 0sso é um Orgao individual do sistema
esquelético, o termo 0sso tem, no minimo, trés significados, segundo Parfitt et al. (1987). O
primeiro é matriz 6ssea mineralizada excluindo o ostedide; este uso se adéqua rigorosamente a
definicdo de osso como tecido duro. O ostedide € a matriz éssea que vai ser mineralizada e, as
vezes, é chamado de pré-0sso. O segundo significado de “0sso” € matriz 6ssea mineralizada ou
nao, isto &, inclui osso mineralizado e ostedide. O terceiro significado de “0sso” € um tecido
incluindo medula 6ssea e outros tecidos moles. Parfitt et al. (1987) referem-se a combinacao de

0sso e tecido mole associados ou medula como “tecido 6sseo”.

O o0sso € um material composto poroso constituido de duas faces, sendo estas
primariamente compostas por colageno e matriz mineral, que juntas sao responsaveis por
suas propriedades mecanicas (BURR, 2002). De maneira simplificada, pode-se dizer que as
fibrilas de colageno resistem as forcas de tracdo, e a matriz mineral resiste a compressao
(ALBERTS et al., 1989).

A matriz 6ssea organica contribui com, aproximadamente, 30% do peso e tem
como principal componente a molécula de coladgeno tipo | (95%), da qual se origina a
molécula de tropocoldgeno. Por sua vez, este consiste de trés cadeias polipeptidicas que se
enrolam em hélice e estdo unidas entre si por meio de pontes de hidrogénio (DUARTE,
1977; MARCUS, et al., 1996). As moléculas de tropocolageno agregam-se, formando as
fibrilas (suas secgfes transversais exibem varias moléculas de tropocoldgeno unidas como
se fosse a de um cabo de aco). As fibrilas apresentam propriedades elasticas e localizam-se
nas dire¢Bes dos esforgos fisicos, sendo importante que elas permanegam ligadas entre si
(DUARTE, 1977; MARCUS et al., 1996). Martini (1998); Junqueira; Carneiro (2008) relatam
gque o osso tem como fungdes primarias: suporte, protecdo, sistemas de alavanca, depdsito

de minerais e lipideos e producédo de células sanguineas.

O esqueleto fornece suporte estrutural a todo o corpo humano, 0Ss0S

individualizados ou em grupos dao estrutura e protecdo aos tecidos moles e 6rgéos. O térax



protege o coracdo e os pulmdes, o cranio engloba o cérebro, as vértebras protegem o
corddo espinhal e a pélvis embala delicadamente os 6rgdos dos sistemas reprodutivo e
digestivo. Alguns ossos funcionam como alavancas que podem alterar a magnitude e a
direcao das forcas geradas pelos musculos esqueléticos. O sistema de alavancas multiplica
a forca gerada durante as contracbes musculares, transformando-as em movimentos
corporais. Os movimentos variam da delicadeza motora da flexdo de um dedo a movimentos

vigorosos nas alteragfes do corpo.

Sem o0 esqueleto para resistir, a contracdo das fibras musculares seria incapaz
de, por si s0, fazer-nos andar, sentar, correr ou desenvolver outras atividades. Sem algo
para traciona-los, os mauasculos simplesmente iriam ser curtos, redondos e néao

desempenhariam suas func¢des (MARTINI, 1998).

O tecido 6sseo tem a funcdo de estocar minerais e ions inorganicos que
contribuem para a osmolaridade necesséria dos fluidos corporais. Esses ions e minerais
participam dos varios processos fisiolégicos como um todo, inclusive como cofatores
enzimaticos. Os sais de calcio dos 0ssos representam uma valiosa reserva mineral que
mantém as concentracdes normais dos ions calcio e fosfato nos fluidos corporais. O
esqueleto estoca energia ao armazenar lipideos nas areas da medula éssea amarela. As
células vermelhas e brancas do sangue, assim como outros elementos sanguineos, sédo

produzidas na medula 6ssea vermelha que preenche a cavidade interna de alguns 0ssos;

As caracteristicas dsseas de dureza, resisténcia e elasticidade sdo dadas pela
associacdo dos cristais de hidroxiapatita que é o componente mineral mais importante do
0SS0, (65% do seu peso), com as fibras colagenas. O osso é forte, minimamente flexivel e
muito resiste a fraturas. As fibrilas estabilizadas formam-se em planos chamados lamelas,
sendo que as fibrilas de uma lamela, quando orientadas, formam um &angulo de,
aproximadamente, 90° com a orientacdo de outras fibrilas da lamela consecutiva
(DOBLARE; GARCIA; GOMEZ, 2004; DUARTE, 1977).

De acordo com Junqueira; Carneiro (2008), as células 6Osseas podem ser
classificadas em: Osteoblastos que produzem a parte organica da matriz 4ssea, composta
por colageno tipo I, glicoproteinas e proteoglicanas. Também concentram fosfato de calcio,
participando da mineralizacdo da matriz. Ostedcitos localizados em cavidades ou lacunas
dentro da matriz dssea. Destas lacunas, formam-se canaliculos ligando-se para outras

lacunas, tornando, assim, a difusdo de nutrientes possivel gracas a comunicacao entre 0s
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ostedcitos. Estes tém papel fundamental na manutengéo da integridade da matriz 6ssea.
Osteoclastos que participam dos processos de absor¢do e remodelacdo do tecido 0sseo.
Sao células grandes e multinucleadas, extensamente ramificadas, derivadas da fusdo de

monacitos que atravessam os capilares sanguineos.

As células 6sseas sdo comumente renovaveis, sendo 0 0SSO constantemente
depositado pelos osteoblastos e continuadamente absorvido nos locais em que o0s
osteoclastos estdo ativos. Os osteoblastos sdo encontrados nas superficies externas dos
0ssos como também em suas cavidades. Verifica-se um pequeno grau de atividade continua
osteoblastica em todos o0s 0sso0s vivos, cerca de 4% de todas as superficies, de modo que
ocorre formagéo constante de pelo menos certa quantidade de osso novo. O resultado entre
as atividades das células € muito importante, porque se a atividade osteoclastica predomina, o
0ss0 torna-se muito forte e denso (MARTINI, 1998; GUYTON, 2002).

O tecido 6sseo € muito elastico, apesar de sua resisténcia e de sua dureza,
sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a modificacées das forcas a
gque estad submetido normalmente. O comportamento mecanico tendo como resultado da
aplicacdo de uma forca € influenciado pelo fato de que o 0sso € um material visco-elastico.
Contudo, quando uma forgca € aplicada, o 0sso tende a resistir “imével” ou deformar-se.
Quando a forca nado ultrapassa o limite elastico do osso, toda a deformacdo elastica é
recuperada no menor tempo possivel logo apés a retirada da carga ou forca. Sabe-se que
as forcas e cargas superiores ao limite elastico 6sseo em pouco tempo de recuperagéo

podem levar a deformacdes plasticas permanentes ou fraturas (GUYTON, 2002).

Nas fraturas, ocorre hemorragia local pela lesdo dos vasos sanguineos do 0sso e do
peridsteo, assim como destruicdo da matriz e morte de células 6sseas junto ao local fraturado.

Para o reparo 0sseo, é necessaria a regeneracao desse tecido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

1.2 Regeneragdo Ossea

Para que a regeneracdo é6ssea se inicie, o coagulo sanguineo e 0s restos
celulares e da matriz devem ser removidos pelos macréfagos. O periésteo e o enddsteo
préximos a area fraturada respondem com uma intensa proliferacdo, formando um tecido
muito rico em células osteogénicas que constitui um colar em torno da fratura e penetra
entre as extremidades 6sseas rompidas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Segundo Flach et. al. (2008), a regeneracdo 0ssea € um dos processos de
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reparo mais importantes do corpo porque 0 0sso, assim como o figado, € um dos poucos
orgaos aptos a sofrer regeneracdo espontédnea, em vez de apenas restaurar uma estrutura
ja existente. Os o0ssos longos regeneram de duas formas distintas: por formacao de calo
0sseo de origem tanto periostal quanto endostal e por regeneracdo haversiana direta. As
mudangas associadas com a regeneracdo 0ssea podem ser artificialmente consideradas
como uma série de estagios ou fases que ocorrem em sequéncia, mas que na, realidade,

ocorrem até certo ponto.

Os osteoclastos formam pontas de lancas nas extremidades dos canais
haversianos préximos ao sitio da fratura e estes tornam-se aumentados para preparar a
formacdo de um sistema novo. Os osteoclastos em ponta-de-lanca podem avancar a uma
taxa diaria de 50 a 80m em direcdo e através da superficie fraturada, com a sintese de
canais haversianos grandes que atravessam de um fragmento a outro da fratura. Os
osteoblastos seguem imediatamente para formar novos ésteons que ficam transversais ao
sitio da fratura, substituindo os 6steons velhos privados de suprimento vascular local.
Existindo um espaco entre os fragmentos de uma fratura ou caso ndo haja certa
imobilizacdo segura, esse tipo de regeneracdo ndo ocorre. Contudo, a auséncia de calo
reflete a falta de alguns estimulos que atraem a expressdo de células osteogénicas na

camada de cambio do peridsteo (FLACH et. al., 2008).

Com a volta gradual do osso as suas atividades, as tracdes e pressdes normais
a que esta sujeito voltam a atuar e vao determinar a remodelacdo do calo ésseo. Assim é
gue pouco a pouco o tecido 6sseo primario do calo vai sendo reabsorvido e substituido por
tecido 6sseo lamelar, até que a estrutura que 0 0sso apresentava antes da fratura seja
totalmente refeita. Segundo Junqueira; Carneiro (2008), apesar de sua resisténcia as
pressdes e da sua dureza, o tecido 6sseo € muito plastico sendo capaz de remodelar sua

estrutura interna em resposta a modificacdes nas forgcas a que esta submetido normalmente.

Diferentes modelos de reparacdo éssea tém sido amplamente estudados em
alvéolos dentarios, defeitos nos ossos longos e, sobretudo, na tdbua craniana. Entretanto,
modelos experimentais de regeneracdo dssea, em 0ss0s ndo membranosos tém sido pouco
relatados na literatura. Schenk (1977) apud Ribeiro et al.(1996) estudou a cicatrizacdo de
orificios 0sseos na cortical da tibia de coelhos com perfuracdo de 0,1mm. Kattagen;
Mittelmeier(1994) apud Ribeiro et al.(1996) fizeram perfuracdo de 6mm de diametro em
cbndilos femorais de coelhos. Verificaram que a cavidade foi preenchida, inicialmente, por
codgulo sanguineo que se organizou com tecido de granulacdo e fibrose. Apds duas

semanas, o inicio da regeneracao 6ssea foi visto na periferia do orificio. Entretanto, 0 0sso
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neoformado ficou confinado a periferia e, com a evolugcdo do processo, grande parte da

cavidade permaneceu sem 0sso e preenchida por medula gordurosa.

Ainda nos dias atuais, o reparo de defeitos 6sseos provocados por traumatismo,
infecgbes, deformidades congénitas e outras doencas de origem e comportamentos
variados constitui um desafio, em que métodos tradicionais de tratamento lancam mao do
enxerto 6sseo autdgeno, especialmente por sua propriedade osteogénica e facilidade de
incorporacdo em relagdo aos enxertos homogenos e xendgenos. O enxerto autégeno
agrega ao paciente situac@es, tais como: incisdo cirtrgica adicional, aumento da morbidade
pds-operatéria, debilitacdo do local doador e disponibilidade de quantidade insatisfatoria de
material para enxerto (FINKEMEIER, 2002). Portanto, uma grande variedade de materiais
alternativos aos enxertos para preenchimento de defeitos &sseos, denominados
biomateriais, tem sido desenvolvida (FIGUEIREDO, 2001), caracterizando-se por sua
biocompatibilidade e atoxicidade, além de ndo apresentarem carcinogenicidade e exibirem

resisténcia mecanica, elasticidade e estabilidade quimica e biolégica (GARCIA JR, 2000).

Um relevante fator a ser considerado na pesquisa de novos biomateriais refere-se a
grande biodiversidade brasileira que abriga, atualmente, entre 15 a 20% das espécies vegetais,
animais e microorganismos do mundo. Apesar do crescente interesse internacional por essa
biodiversidade, sabe-se que ela por si s6 ndo é garantia de crescimento econémico, tampouco
de desenvolvimento sustentavel se pesquisas que comprovam a eficiéncia cientifica do produto
nao forem desenvolvidas (RECH, 2008). Espera-se, portanto, que o Brasil, além de importante
exportador de matéria-prima, invista em pesquisas e converta-se no protagonista de uma nova
economia mundial, baseada no uso sustentado da biodiversidade e dos seus recursos

derivados, agregando valor para os diferentes setores produtivos (RECH, 2008).

Biomateriais inorganicos sdo compostos produzidos com propriedades
potencialmente semelhantes as do tecido receptor e, quando usados em defeitos 6sseos
longos, constituem elementos capazes de promover ou auxiliar a neoformacgédo 6ssea, por
mecanismos de osteoinducdo e/ou osteoconducdo (SERVICE, 2000). Dentre os diversos
biomateriais com provavel atividade sobre a neoformacéo 6ssea, merece destaque 0 grupo
dos biominerais (FINKMEIR, 2002).

1.3 Biominerais e Regeneracdo Ossea

Os biominerais consistem de uma fase predominantemente mineral incorporada
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a uma matriz organica representada por uma rede complexa de glicoproteinas
proteoglicanas e proteinas colagénicas e ndo colagénicas (LOWENSTAM; WEINER, 1989).
Assim, a superficie das particulas dos biominerais atua como uma matriz sobre a qual a
reparacdo Ossea desenvolve-se (ELLIS, SINN, 1993). Borelli et al. (2003) demonstraram
gue a presenca dessa matriz organica acelera a neoformacdo Ossea por facilitar a
incorporacdo de minerais por difusdo passiva. Esses representam tecidos duros que
consistem basicamente de compostos inorganicos e, entre suas fungbes, citam-se a
manutencédo da estrutura corporal, protecao e estocagem de minerais (MANN, 2002). Dentre
0s biominerais utilizados para reparo 6sseo, encontram-se a hidroxiapatita, alguns metais
como o Titanio, Zirconio e o Niébio (KARLINSEY et al., 2006).

Murayama et al., (2002) acreditam que os otélitos, por apresentarem uma porcao
inorganica rica em elementos essenciais ao processo de mineralizagcdo, bem como uma
por¢cdo protéica (otolina), funcionariam como matriz organica, podendo representar um

excelente exemplo de biomineral.

Valido (2010), em estudo recente, concluiu que os otdlitos da pescada amarela
sdo biocompativeis e induziram a regeneracdo da pulpa dentaria em caes. Portanto, os

otolitos podem ser uma alternativa a classe de biomimerais capazes de promover a

dindmica da regeneracao de defeitos 6sseos.

1.4 Pescada Amarela

A pescada amarela, Cynoscion acoupa, € uma espécie demersal pertencente a
familia Sciaenidae que ocorre em aguas rasas tropicais e subtropicais da costa atlantica da

Ameérica do Sul, apresentando tolerancia para as aguas salobras (MATOS; LUCENA, 2006).

E um importante recurso pesqueiro mundial com cerca de 70 géneros e 270
espécies, amplamente distribuido nos oceanos Atlantico, indico e Pacifico, ocorrendo,
principalmente, em aguas marinhas e estuarinas (MATOS; LUCENA, 2006). No Brasil existem
cerca de 21 espécies de pescada, sendo que a Amarela, a maior delas, chega a medir de 80 cm
a 150 cm de comprimento e pode pesar até 20 quilos, frequenta dguas rasas proximas a costa,
enseadas e também pocos fundos no interior de baias, sendo encontradas em todo o litoral
brasileiro (SZPILMAN, 2000). A espécie tem grande valor comercial, tanto pela qualidade de sua
carne guanto também pela bexiga natatéria, denominada “grude”, utilizada para a elaboracao de
emulsificantes e clarificantes (CERVIGON, 1993; WOLFF et al., 2000).
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Em estuarios da costa Norte do Brasil, espécies menores sdo abundantes
(CASTRO, 1997; BARLETTA-BERGAN et al.,, 2002) e na zona litordnea do estado de
Sergipe, € comum encontrar espécies que variam de 51cm a 125 cm de comprimento total
(MATOS; LUCENA, 2006).

O formato do corpo da pescada amarela € rolico e mais alongado que o de seus
congéneres. A cabeca é relativamente grande e ocupa cerca de 1/4 do comprimento do
corpo. Possui boca terminal ampla e suas maxilas estdo providas de pequenos dentes
acirculares, que ndo sdo muito desenvolvidos. A nadadeira caudal € romboidal. As
nadadeiras dorsais, com raios duros e moles, sdo bem altas e desenvolvidas. A coloracéo
geral é amarelada, um tanto dourada, principalmente no dorso e na extremidade das
nadadeiras, sobre fundo prateado nos flancos e no ventre. A regido dorsal também pode ser
mais escura, em tons de cinza; no ouvido interno desses peixes, encontram-se o0s otolitos
(PESCA.TUR.BR, 2010).

Figura 01 — Pescada Amarela

Fonte: http://www.google.com.br/

1.5 Otdlitos

Otolitos ou “ear-stone” sdo concregdes calcarias sob a forma mineral de
aragonita, embutidas em uma matriz protéica, encontradas no ouvido interno de peixes
0sseos (situado na cabeca e atras dos olhos), na base dos canais semicirculares, em bolsas
denominadas de utriculos, sacculus e lagena, cada uma com um par de estruturas
mineralizadas: lapillus, sagitta e asteriscus (CORREA; VIANNA, 1992). A forma e o tamanho
dos otdlitos variam muito de acordo com as caracteristicas das espécies (PANFILI et al.,
2002). Estudos vém demonstrando que os mesmos sdo ricos em carbonato de célcio,
elementos metélicos (Sr, Ba, Mg, Cd, Co, Cu, Zn, Na, K) e ndo metalicos (Si, P, S, B) (
NEILSON, 1985) e em uma proteina colagénica de alto peso molecular, denominada otolina
(BORELLI et al., 2003).
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Os otolitos sédo formados extracelularmente pela cristalizagdo do carbonato de
célcio - CaCo3 (essencialmente na forma de Aragonita - mas também de calcita ou vaterita)
em uma matriz protéica de fibras colagénicas (proteina do tipo queratina, designada por
otolina) (FALINI et al., 2005).

O otdlito cresce pela adicdo de camadas concéntricas de carbonato de calcio e
de proteina, resultando em uma estrutura de algum modo comparavel a uma cebola
(PANFILI et al., 2002). A matriz de otolitos é formada por duas proteinas, uma soltvel e
outra insolivel em EDTA, denominadas proteina de matriz de otdlitos-1 (OMP-1) e otolina-1,
respectivamente (MURAYAMA et al., 2005).

A otolina-1 é uma proteina colagenosa pertencente a familia do colageno VIl e X
e é produzida por grupos restritos de células cilindricas localizadas na zona marginal do
epitélio sensorial. Cerca da metade das macromoléculas da matriz dos otdlitos é insoluvel
em agua e presume-se que estejam envolvidas no processo de mineralizacdo dessa

estrutura, utilizando carbonato de calcio (FALINI et al., 2005).

O colageno tipo VIII é encontrado frouxamente disperso em membranas basais
em diferentes tecidos, enquanto o coldgeno X é observado apenas na matriz protéica da
zona hipertréfica da cartilagem hialina, presente em placas epifisdrias de crescimento.
Moléculas de colageno tipo VIl e X parecem estar associadas ao processo de mineralizagédo
de matrizes nao calcificadas (SUTMULLER et al., 1997).

Segundo Borelli et al. (2003), a presenca de matriz organica acelera a
calcificacdo de constituintes protéicos por facilitar a incorporacdo de minerais por difuséo
passiva, de modo que a composi¢do quimica dos constituintes organicos protéicos dos
otolitos possa representar o elemento-chave para a dindmica da calcificacdo dessas

estruturas anatémicas e fisiologicas.

Os otodlitos sdo responsaveis pela manutencédo de equilibrio dos peixes, sentido
de orientacdo e pela deteccéo de vibracdes sonoras (BASTOS, 1990; FALINI et al., 2005).
De acordo com Vaz-dos-Santos et al. (2007), os otdlitos sdo utilizados desde o final do
século XIX para a determinacao classica das idades dos peixes, determina¢do de locais de
nascimento e de padrdes migratérios, deteccao de eventos importantes no ciclo de vida dos
peixes, a exemplo da alimentacdo exdgena, metamorfose, delimitacdo de unidades

populacionais e reproducdo, sendo estas algumas das muitas aplicacfes possiveis. Sao,
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portanto, elementos Uteis, sendo essenciais para inter-relacdo de estudos etnobiolégicos,

paleontoldgicos, ecoldgicos e bioldgicos pesqueiros.

No Brasil, os otdlitos sdo ainda pouco utilizados e os trabalhos permanecem
restritos a descricdes morfolégicas isoladas para a caracterizagcdo de populagcbes de
espécies icticas e para auxiliarem as estimativas de idade e crescimento. E comum ouvir 0s
pescadores referirem-se aos otolitos como “as pedras do juizo” do peixe. Popularmente, séo
utilizados como amuletos, ornamentos (colares, brincos, etc.) e pelas suas propriedades
afrodisiacas (CORREA; VIANNA1992).
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ABSTRACT

Otoliths are calcarian structures found in the inne r ear of bony fishes, which work as
balance organs. They are composed of calcium carbon  ate and a wide range of metallic
and non-metallic elements, many of them involved in bone healing, associated to high
molecular weight collagenous proteins. Due to its ¢ hemical composition it is possible to
suppose that this material might work as a biominer al. Therefore, the purpose of this
study was to assess the biocompatibility of the nat ural product in rodent model. Thus, 2
g powder of otolith of Cynoscion acoupa were added 0,5 g of hydrolyzed collagen (gelatin),
and diluted in distilled water. The final preparati  on was sterilized in rays 60 gama/cobalt and
inserted into Polyethylene tubes. Subsequently, 24 Wistar rats were anesthesized and
subcutaneous pockets were carried out in the back o f each animal. In the right side the tube
containing otoliths were implanted, whereas gelatin -filled tubes were placed in the left side.
The animals were euthanized 3, 7 and 30 days after  the surgical procedures. The perimplant
tissue was removed, formalin-fixed and paraffin-emb edded, so that histological slides
could be obtained and analyzed in light microscope. The inflammatory response was
similar around both tubes. In three days, the infil  trate was neutrophils-rich, and the severity
of the reaction ranged from moderate to severe. In 7 days, the infiltrate was predominantly
lymphocytic, associated to the development of a del icate network of capillary blood
vessels. In 30 days, the infiltrate was practically absent, and the tubes were surrounded by
fibrous connective tissue. Granulomatous reaction o r long-term acute infiltrate were not
seen in this assay. Besides, foci of dystrophic cal cification were observed only around the
tubes filled with otoliths. It was concluded that t he otoliths preparation was biocompatible
in subcutaneous connective tissue of rats.

Key-Words: Otoliths, biocompatibility, rodent model



INTRODUCTION

Recently, many studies have been peformed in attempt to improve bone
regeneration by using acellular or cellular implantable materials (FINKMEYER, 2002).
Biominerals are an alternative class of biomaterials able to induce or improve bone formation
in substitution to the autogenic grafts when applied into large bone defects (SERVICE, 2000;
BORELLI et al., 2003). They consist of an inorganic phase (or phases) (usually simple salts
or oxides) and a range of biomolecules that are often proteins, but may be carbohydrates,
lipids or low-molecular-weight (<1 kDa) molecules such as polyamines. These biominerals
are widely formed by bacteria, single-celled protists, plants, invertebrates and vertebrates
including humankind (PERRY et al., 2009).

Otoliths are crystalline structures, comprised primarily of calcium carbonate,
located in the inner ear of bony fishes, which function as balance organs (CAMPANA,
THORROLD, 2001). Studies have indicated that otoliths are rich in calcium carbonate, metallic
elements (Sr, Ba, Mg, Cd, Co, Cu, Zn, Na, K, etc) and non-metallic compounds (Si, P, S, B,
etc.) (CAMPANA, NELSON, 1984), as well as in a high molecular weight collagenous protein
called otolin (MURAYAMA et al.,, 2002; MURAYAMA et al., 2004; TOHSE et al., 2008).
Therefore, despite otolith applications strayed so far across taxonomic and methodological
boundaries, due to its chemical composition it is possible to suppose that this material might
work as a biomineral. However, both organic and inorganic biomaterials are characterized by
biocompatibility and atoxicity, in addition to mechanical resistance, elasticity, and chemical and
biological stability. Therefore, new materials demand research to evaluate their properties and
commercial viability (HAN et al., 2007; MORETTI NETO et al., 2008).

Biocompatibility evaluations can be peformed in vitro by cytotoxicity or
genotoxicity tests, or in vivo studies using animals. Besides, subcutaneous implants in rats
are regarded as one of the first screening in vivo evaluations, although afterwards more
complex implants in larger animals simulating the real conditions of the implant material as
grafts or prostheses must be used (MAIZATO et al., 2008).

Thus, the goal of this study was to assess the biocompatibility of otoliths of

Cynoscion acoupa by in vivo assays performed in Wistar rats.



MATERIAL AND METHODS

The material in this study was prepared with 2 g powder of otolith of Cynoscion
acoupa with particle size 60 mesh and addiction 0,5 g of hydrolyzed collagen, diluted in
distilled water. The final product was packaged in dishes Petri and sterilized in rays 60

gama/cobalt.

In vivo assay was performed with 24 male Wistar rats (250 + 50 g), supplied with
food and water ad libitum in a temperature and humidity-controlled environment. The animals
were anesthetized with intraperitoneal ketamine-xylazine (100mg/kg - 5mg/kg) and had the
dorsal region submitted to trichotomy. Polyethylene tubes with 1.5-mm inner diameter, 2.0-
mm outer diameter and 10.0 mm long were sterilized in autoclave prior to use. The otoliths
preparation was placed into the polyethylene tubes and implanted into the subcutaneous
tissue of the rats. Gelatin-filled tubes were used as control. The implants were placed
subcutaneously into pockets created by a blunt dissection through 10 mm incision of the
skin. Two pockets were created in the back of each animal, in the right side (otoliths implants
— OI) and left side (control implants — CI). The samples were stitched to the dorsal muscle
and the incision sutured by a monofilament wire (Mononylon5.0 Ethicon, Johnson and
Johnson,Brazil). After surgery, the rats received intramuscular antibiotic cefazolin sodium
(ABL, Brazil) 4 mg/kg and were kept under observation until recovered from the anesthesia.
Eight rats were assigned to each time interval (3, 7 and 30 days), sizing up 24 animals. At
the end of the experimental periods, the animals were euthanized in CO, chamber. The skin
overlaying the implants was shaved and tubes with surrounding tissue were removed from
the rats, immersed in formalin solution and fixed for 24 hours. The specimens were
processed for paraffin embedding, serially sectioned into 5-um cuts and stained with

hematoxylin and eosin.

The conditions of the tissue surrounding the implants, the occurrence and
location of fibrous tissue, the types of inflammatory cells present, calcification and the

vascular changes were assessed and graded between 0 (zero) and 4, as follows as follows:

» 0 (lack): absence of changes in the tissue examined,

1(mild): changes presented in 1-10% of the tissue examined;

2 (moderate): changes presented in 11-50% of the tissue examined,;

3 (severe): changes presented in more THAN50% of the tissue examined,;

vV V V V

Statistical analysis was performed by Kruskall-Wallis test and Dunn post-hoc
test to determine significant differences among the groups. Significance level
was set at 5%.



In accordance to the institution's guidelines outlined in "Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals”, it is hereby assured that all animals received humane care
during all the steps of the experimentation. Furthermore, the study protocols were approved
by our National Research Council prior to the beginning of the experiments (register
171205).
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RESULTS

After surgery the cicatrization process showed no intercurrences, and no rat
presented overinduced inflammatory processes or apparent contamination.

Regarding the analysis of CI, on the 3™ day, a moderate to severe infiltrate of
chronic cells and some few neutrophils was observed, but there were no giant cells or foci of
necrosis (Figure 01a). The intensity of the inflammatory infiltration was milder on the 7" day,
and blood vessels formation and fibroblastic proliferation were quite apparent, forming a
mature granulation tissue (Figure 01c). On the 30" day, it was possible to observe a more
organized connective tissue with predominance of collagen fibers, fibroblasts and an
uncompletely formed capsule surrounding the implants (Figure Ole).

Figure 01 - Histological evaluation of the biocompa tibility of the control (Cl) and toliths
(Ol) implants groups. Moderate chronic inflammatory reaction (Cl) observed
surrounding the polyethylene tube (pt) in both CI ( a) and OI (b) on the 3™ day. Well-
developed granulation tissue (gt) was seen in both groups (c and d), but only in Ol
there was signs of dystrophic calcification (arrow) (d). Fibroblastic reaction (fr) was
verified surround the polyethylene tubes (pt) in ClI (e) and Ol (f), whereas calcified
globules were observed in the latter (arrow) (f) (H  E, 100x).



In relation to OIl, moderate chronic leukocytes infiltrate without necrosis or
granulomatous reaction was observed on the 3™ day. The inflammatory reaction was
characterized by presence of Lymphocytes, macrophages, and some scanty neutrophils. No
granulomatous reaction was found. In addition, fibroblasts and few delicate collagen fibers
were also seen (Figure 01b). On the 7" day, the severity of the inflammatory reaction was
attenuated, and a well-developed granulation tissue was noticed (Figure 01d). On the 30"
day, the connective tissue surrounding the implants was composed of nhew wavy fibroblasts
and collagen fibers forming a thin capsule. Foci of dystrophic calcification were also seen
(Figure 01f).

The Table 01 presents the results of the semi quantitative analysis of the intensity
of the inflammatory infiltrate evaluated in both groups. No statistical difference between the
groups was observed during the experimental periods (p > 0.05).

Table 01 - Assessment of the intensity of the infla mmatory infiltrate surround the open

extremity of the polyethylene tubes in both CI (con trol implants) and Ol (otoliths
implants) groups.

Experimental Imolant Materials Animals
Periods P Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
Control implants (CI) 3 2 3 2 2 2 2 2
Day 03 _
Otoliths Implants (Ol) 3 3 2 2 3 2 2 2
Control implants (CI) 1 1 1 1 2 2 1 2
Day 07 _
Otoliths Implants (Ol) 2 2 1 1 2 1 2 1
Control implants (CI) 0 1 0 1 1 1 1 0
Day 30 .
Otoliths Implants (OI) 1 2 1 1 1 0 1 0
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DISCUSSION

Every material for biological use is supposed to be biocompatible (HAN et al.,
2007; MORETTI NETO et al., 2008). In this study, the biocompatibility of otoliths preparation
materials was assessed by examining their inflammatory reactions in 3, 7 and 30 days after
subcutaneous implantation in the dorsal area of rats. This type of subcutaneous implant is
widely used and easily reproduced (HAN et al., 2007; MORETTI NETO et al., 2008;
MAIZATO et al., 2008).

One of the most relevant factors in the analysis of a material’'s biocompatibility is
its ready acceptance by the host tissues, eliciting an inflammatory response that should
resemble that of the normal healing process. In this regard, in vivo implants are preferable,
for providing more realistic information than in vitro systems about the host’s responses at
the interface between the implanted material and the surrounding biological environment
(MRUE et al., 2004).

The results showed that independently from the presence of not of the otoliths
preparation within the polyethylene tubes, the inflammatory response predominantly chronic and
decreasing. The attenuation of the intensity of the inflammatory infiltrate along the time, as well as
the absence, in all the samples, of substantial infiltrated/neutrophilic exudate, necrosis, and
bacteria reinforces the satisfactory evolution of the healing process (GOISSIS, PARREIRA, 2003).
This fact is further reinforced by the absence of clinical signs of overinduced inflammation, sucha
as abscess, edema or fistulation, as suggested by MAIZATO et al. (2008). The lack of
granulomatous inflammation, as indicated by the absence of giant cells and epithelioid
macrophages, is suggestive that no foreign body reaction developed as a response of the
implantation of the biomaterial (HAN et al., 2007; MAIZATO et al., 2008). In addition, the pattern of
the inflammatory evolution was similar in both groups, showing a gradual decrease in the intensity

along the time. This fact attests the atoxicity and biocompatibility of the otoliths preparation.

As regards the allergenicity of this product, it should be emphasized that this
biomaterial contains no toxic product, which is conventionally used in the rubber industry, nor
any other adjuvants or preservatives (CAMPANA, NELSON, 1984; MURAYAMA et al., 2002;
BORELLI et al., 2003; TOHSE et al., 2008). The lack of allergenic properties was confirmed
not only by the absence of any immediate or long-term clinical response (Type | and type IV
hypersensitivity, respectively), but also by the lack of eosinophils infiltrate and granulomatous

reaction in the paraffin-embedded tissue samples.



Dystrophic calcification represents the deposition of calcium salts in areas of
degenerated or necrotic tissue, so that the absorption of the minerals is facilitated and
stimulated by their high-affinity for fatty acids derived from the external membrane of injured
cells (RUSSEL et al., 1986). The lack of calcification in the control group, in addition to a
decreasing chronic inflammatory infiltrate, is suggestive that the injury promoted by the
surgical process of the tubes implantation was well supported by the host tissues.
Nevertheless, the presence of calcification foci in some animals treated with otoliths
preparation should not be misinterpreted as a result of tissue damage associated to the
biomineral implantation. In fact, it is probably related to the high content of minerals in the
preparation, as described in previous studies (CAMPANA, NELSON, 1984; CAMPANA,
THORROLD, 2001). The gradual resorption of the hydrolyzed collagen matrices which
composed the otoliths preparation might have led to a slow but continuous release of a wide
sort of minerals involved in the dynamics of the calcification process, thus facilitating their
deposition in the tissue. Despite dystrophic calcification is usually considered a sign of tissue
damage, in this case it might be regarded as a good property, since this biomaterial is
supposed to work as a calcification inducer biomineral. However, since this study focused in
the analysis of biocompatibility of the otoliths preparation, further investigations will be

required in attempt to assess its real role in the bone regeneration process.

The results indicated that the preparation of Cynoscion acoupa’s otoliths does
not induce deleterious biological response after implantation in dermal tissues of rats. This
experimental model proved to be suitable for in vivo evaluation of biocompatibility. The
following step will be the quantitative analysis of the calcification by atomic emission
spectrometry in order to assess the total calcium incorporated in the connective tissue

surround the implanted materials.
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CONCLUSION

The results of the histological analyses of subcutaneous implantation in Wistar
rats of the otoliths preparation was considered biocompatible, as long as it has not induced,
in the conditions described, significant differences in tissue reaction as compared to the

control groups.
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RESUMO

Otdlitos sdo concrescéncias calcérias presentes no ouvido interno de peixes. Posto
que sdo ricos em minerais considerados essenciais a 0 processo de mineralizacdo
Ossea, assim em uma matriz protéica (otolina), tem sido sugerido que otdlitos poderiam
funcionar como biominerais. Portanto, este estudo o bjetivou analisar a dinamica da
regeneragdo de defeitos 6sseos tratados com prepara  do gelatinoso estéril de otdlitos.
Desta forma, defeitos 6sseos artificiais foram real izados no fémur de 20 ratos Wistar,

divididos em 02 grupos: grupo controle (CTL), cujas lojas 6sseas nao recebera,
qualquer tratamento adicional; e grupo experimental (OTL), cujas lojas Osseas foram
preenchidas com o preparado de otdlitos. Os animais foram sacrificados 14 dias apés
0s procedimentos cirdrgicos; os fémures foram remov idos e realizadas imagens
radiograficas dos defeitos 0sseos produzidos nos gr upos CTR e OTL. Utilizou-se
software ImageTool (UTHSCSA ImageTool, versdao 3.0) para as avaliagbes

radiogréficas. Posteriormente foram fixados em form alina, descalcificados em &cido
nitrico a 0,5% e processados histologicamente. Ante s dos sacrificios, foram coletadas
amostras sanguineas para avaliacdo das dosagens sér icas de célcio (Ca) e fosfatase
alcalina (ALKP), assim como dos parametros hematold  gicos convencionais
(hemograma). As seccdes histoldgicas revelaram que o trabeculado 6sseo neoformado
mostrou-se mais denso, e com atividade osteorreabso rtiva periosteal menos conspicua
em OTL. Contudo, ndo foram verificadas diferencass estatisticamente significativas na
area de neorformacédo 6ssea entre CTL (1,5 + 0,4mm ) e OTL (1,9 + 0,3cm ?) (p=0,0617).
Os parametros bioquimicos (Ca e ALKP) e hematolégic  0s se encontravam dentro dos
limites de normalidade, exceto por moderada monaocit ose observada em CTL. Na
avaliacao radiografica foi observada a presenca de barreira mineralizada nos grupos:
(CTR 76,65 e OTL 84,45), contudo, houve diferenca e statistica significativa (p = 0,021).
Os dados sugerem que os otolitos podem desempenhar um papel adjuvante na
dindmica da regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: Otdlitos, Neoformacéo Ossea, Biomin  erais.



ABSTRACT

Concrescence calcareous otoliths are present in the inner ear of fish. Assuming they
are rich in minerals considered essential to the pr ocess of bone mineralization, then in
a protein matrix (otolina) has been suggested that otoliths could work as biominerals.
Therefore, this study aimed to analyze the dynamics of regeneration of bone defects
treated sterile jelly prepared otoliths. From this, artificial bone defects have been made
in the femur of 20 Wistar rats, divided in 02 group  s: control (CTL) whose bone stores
had not received any additional treatment, and expe rimental group (OTL), whose
stores have been filled with bone prepared otoliths . The animals were sacrificed 14
days after surgery; the femurs were removed and per  formed radiographic images of
bone defects produced in the CTR groups and OTL. We used Image Tool software
(UTHSCSA Image Tool, version 3.0) for radiographic evaluation. After that, they were
fixed in formalin, decalcified in nitric acid 0.5% and histologically processed. Before
euthanasia, blood samples were collected for calciu m serum (Ca) evaluation and

alkaline phosphatase (ALKP) as well as conventional hematological parameters (blood
count). The histological sections revealed the newl y formed trabecular bone was more
dense and periosteal bone resorption activity less conspicuous in OTL. However,
there were no statistically significant differences were found in the area of bone

between newly formed CTL (1.5 0.4 mm2) and OTL (1.9 + 0.3 cm2) (p = 0.0 617).
Biochemical parameters (Ca and ALKP) and hematology were in normal limits except
for moderate monocytosis observed in CTL. Radiograp hic evaluation was observed in
the presence of mineralized groups: (CTR 76.65 and 84.45 OTL), however, there is
statistically significant difference (p =0,021). Th  ese data suggest to may play an
adjunctive role in the dynamics of bone regeneratio n.

Keywords: otoliths, newly bone formation, biominera Is.



1 INTRODUCAO

7

O tecido 0sseo é frequentemente acometido por defeitos provocados por
traumatismo, patologias de origens e comportamentos variados, infec¢cdes e deformidades
congénitas (LEONEL et al., 20041). O reparo de tais defeitos 06sseos continua
representando um desafio, onde métodos tradicionais de tratamento langam mao do enxerto
0sseo autégeno, especialmente por sua propriedade osteogénica e facilidade de
incorporacdo em relagdo aos enxertos homogenos e xendgenos. Ressalta-se, contudo, que
a aquisicdo de enxerto 0sseo autdgeno agrega alguns riscos ao paciente, a exemplo de
incisdo cirdrgica adicional, aumento da morbidade pdés-operatéria, debilitacdo do local
doador e disponibilidade de quantidade insatisfatoria de material para enxerto
(FINKEMEIER, 2002). Em vista destas dificuldades, uma grande variedade de materiais
alternativos para preenchimento de defeitos 6sseos, denominados biomateriais, tem sido
desenvolvida (FIGUEIREDO, 2001; KALISH et al., 2008).

Os biomateriais caracterizam-se por sua biocompatibilidade e atoxicidade, além
de ndo apresentarem carcinogenicidade e exibirem resisténcia mecanica, elasticidade e
estabilidade quimica e biolégica (GARCIA JR, 2000). Biomateriais inorganicos séo, por sua
vez, compostos alternativos ao uso de enxertos 6sseos autdégenos por serem produzidos
com propriedades potencialmente semelhantes as do tecido receptor e, quando usados em
defeitos 6sseos longos, constituem elementos capazes de promover ou auxiliar a
neoformag@o Ossea, por mecanismos de osteoindugdo e/ou osteoconducdo (SERVICE,
2000). Ressalta-se, ainda, que Borelli et al. (2003) demonstraram que a presenc¢a de uma
matriz organica acelera a neoformacédo 6ssea por facilitar a incorporacdo de minerais por

difusdo passiva.

Dentre os diversos biomateriais com provavel atividade sobre a neoformacéo
0ssea, merece destaque o0 grupo dos biominerais. Estes representam tecidos duros que
consistem basicamente de compostos inorganicos e, entre suas fungbes, citam-se a
manutencdo da estrutura corporal, protecdo, estocagem de minerais, entre outras (MANN,
2003). Tais biominerais consistem de uma fase predominantemente mineral incorporada a
uma matriz organica que, representada por uma rede complexa de glicoproteinas,
proteoglicanas e proteinas colagénicas e ndo colagénicas (LOWENSTAM; WEINER, 1989);
assim, a superficie das particulas dos biomateriais atua como uma matriz sobre a qual a

reparacao 6ssea se desenvolve (ELLIS; SINN, 1993).



Otdlitos concregBes calcarias do ouvido interno dos peixes 6sseos e constituem
parte de um sistema que atua como sensor de profundidade e equilibrio, assim como
detector de vibra¢des sonoras (BASTOS, 1990). Estudos vém demonstrando que otdlitos
séo ricos em carbonato de célcio, elementos metalicos (Sr, Ba, Mg, Cd, Co, Cu, Zn, Na, K,
etc) e ndo metdlicos (Si, P, S, B, etc.) (CAMPANA; NELSON, 1985), e em uma proteina
colagénica de alto peso molecular denominada otolina (MURAYAMA et al., 2002; BORELLI
et al., 2003; MURAYAMA et al., 2004; TOHSE et al., 2008).

Admite-se, pois, que otdlitos poderiam representar um excelente exemplo de
biomineral, uma vez que apresentam uma porcao inorganica rica em elementos essenciais ao
processo de mineralizagdo, bem como uma porcéo protéica (otolina), que poderia funcionar
como matriz organica. Assim, dentro desta perspectiva, propusemo-nos a estudar o
comportamento da regeneracao do tecido dsseo perdido, em defeitos 6sseos artificialmente
induzidos, preenchidos com um preparado gelatinoso estéril de otdlitos, a fim de avaliar a

influéncia de biominerais (Cynoscion acoupa) no processo de neoformacéo dssea.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do Preparado de Otdlitos:

Cerca de 100g de otdlitos de Pescada Amarela foram triturados em almofariz até
se obter um pé de granulacdo delicada e coloragdo esbranquicada. O composto final foi
diluido em gelatina incolor, acondicionado em placas de petri e esterilizado em raios

gama/cobalto 60.

2.2 Experimentacdo em Animais

Foram utilizados 20 (vinte) ratos machos de linhagem Wistar, com peso médio
de 300g (+ 50g), distribuidos em dois grupos com 10 (dez) animais: grupo controle (CTL) e
grupo experimental (OTL). Para confec¢éo do defeito 6sseo, os animais foram anestesiados
com solucéo 1:1 de xilazina e quetamina, na dosagem de 0,1mL x100g™ de peso, por via
intramuscular. ApGs tricotomia e antissepsia com povidine, foi realizada uma incisdo cutanea
longitudinal de 20 mm em face lateral da coxa, divulsdo romba da musculatura com
exposicao da diafise da tibia e confeccéo do defeito na porgcéo proximal da superficie 6ssea

com broca metélica.

Os animais do grupo CTL ndo receberam qualquer tratamento adicional a
confeccdo dos defeitos, enquanto os do grupo OTL, os defeitos foram preenchidos com o
preparado de otdlitos. A aproximagcdo muscular foi efetuada com pontos simples de categute
3-0 e sutura continua da incisdo cutédnea com fio monofilamentado de poliamida 4-0. Os
animais foram mantidos em gaiolas com racdo e 4gua ad libitum, sem nenhum recurso de
imobilizacdo externa do membro operado. No décimo quarto dia apds a cirurgia, 0s animais
foram mortos com injecBes intramuscular de zoletil (0,8ml/kg), tio-Pental (0,43 ml/kg) e cloreto

de Potassio (5ml/kg). Em seguida, foi realizada a remocéo do espécime 0sseo.

2.3 Hemograma e Dosagem Seérica de Calcio e Fosfatas e Alcalina

Coletou-se 600ul de sangue, obtidos por puncdo da veia mesentérica superior.
Cerca de 300ul foi armazenado em tubos estéreis e, depois da coagulacéo, o soro foi separado
por centrifugacdo em tubos eppendorf a 1000g. A atividade enzimatica da fosfatase alcalina

sérica foi determinada, utilizando-se 25ul de soro, e a absorvancia foi determinada a 590nm. Os



300ul restantes foram armazenados em tubos heparinizados e seguiram para determinacéo dos
valores do hemograma (série vermelha e branca). Para dosagem sérica de calcio foi utilizado

20ul do soro coletado e submetido a espectofotometria com absorvancia de 570nm.

2.4 Analise Radiografica

O aparelho de raios X utilizado foi 0 Gendex 765DC, operando em 65 kVp, 7 mA,
utilizando-se distancia foco-sensor de 40 cm e tempo de exposicdo de 0,02 segundos, com

feixe central de raios X direcionado de forma a incidir perpendicularmente ao sensor.

Para a digitalizagéo das radiografias, utilizou-se um scanner de mesa ScanMaker
9800XL, fabricado nos Estados Unidos, pela Microtek International, 2003, com resolugéo Optica
maxima de 1600 x 3200dpi, sensor CCD (Charge-coupled device), conversor A/D de 48 bits,
equipado com um leitor de transparéncia (Transparent Media Adapter — TMA 1600). As
radiografias foram digitalizadas em 600dpi, 8 bits, na escala de tons de cinza, e armazenadas no
formato TIFF, sem compactacdo da imagem, na ordem de bits para PC-IBM.

Para a leitura da densidade Optica, representada pelos valores de pixels, nas
areas determinadas das radiografias digitalizadas, as imagens foram exibidas na tela do
monitor em 100% do seu tamanho, facilitando a visualizacdo, ndo sendo realizado qualquer

tipo de ajuste na imagem para a obtencao dos valores de pixels das areas selecionadas.

CORIMIGTR

Figura 02 - Imagens radiograficas do defeito 6sseo produzido nos grupos CTR e OTL
apos 14 dias. Observar maior radiopacidade do defei  to no grupo experimental (OTL).

Foi utilizado software ImageTool (UTHSCSA ImageTool, verséo 3.0). Depois de
demarcada a area de leitura, o programa forneceu o histograma, demonstrando a média dos

valores dos pixels contidos na area demarcada. Os valores apresentados séo referentes a
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representagdo numeérica dos pixels dentro da escala de cinza, que varia de O (zero),

representando a cor preta, a 200, representando a cor branca.
2.5 Analise Morfoldgica

Os espécimes removidos foram fixados em solucdo de formol tamponada
(tampéo fosfato, pH 7,4) por 24horas e, subseqgientemente, foi submetido a protocolo
especifico para descalcificagdo em &cido nitrico. ApOs descalcificacdo, os espécimes
Osseos foram hemisseccionados em seu longo eixo, e submetido ao processo de rotina para
inclusdo em parafina. Secgbes histologicas de 5um de espessura do material emblocado
foram obtidas e coradas em Hematoxilina/Eosina (HE) para analise morfologica e

morfométrica do tecido mineralizado neoformado na area da osteotomia.
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Figura 03 - Tela aberta do software Image Tool © durante procedimento de analise
morfométrica da area de neoformacédo 6ssea nos grupo s estudados.

2.6 Anélise Estatistica

Para operacionalizacdo deste estudo, foram confeccionadas 5 secc¢Oes
histolégicas seriadas de 5um de espessura, separadas entre si por uma distancia de 10um;
em cada lamina foram fotomicrografados 04 campos histolégicos (ampliagdo de 400x),
selecionados de modo a perfazer toda a &area de neoformagdo Ossea. As imagens
fotomicrografadas foram digitalizadas por meio de software de captura de imagens Olympus
2000®, projetadas em monitor Samsung® de 14”, e submetidas a processamento e software

especifico para morfologia (Image Tool®) para determinacdo do valor total da area ocupada
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pelo tecido ésseo depositado na regido correspondente a ferida Ossea artificialmente
induzida (Figura 03). Para tanto o programa foi calibrado para que os valores fossem obtidos
em micrometros quadrados (u®).

As médias dos valores da dosagem de fosfatase alcalina sérica e as médias
da area de neoformacdo 6ssea foram comparadas entre os grupos experimental (grupo
1) e controle (grupo 2) por meio do teste T de student. Os valores obtidos no hemograma
foram comparados entre os grupos por intermédio do teste chi-quadrado. Foram

consideradas diferencas significativas quando o valor de P fosse inferior a 0,05.

O Projeto intitulado Estudo preliminar do efeito da utilizacdo de otdlitos de
Cynoscion Acoupa sobre o processo de neoformacdo Ossea em ratos, sob a
responsabilidade do pesquisador Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque Junior foi
submetido ao Comité de Etica em 17/12/2006, tendo o seu parecer favoravel no que se
refere a seus aspectos éticos, em 10/02/2007, em face de sua alta relevancia para a

comunidade cientifica e populacdo de maneira geral.

2.7 Resultados

Em todos os casos, foi observada a neoformacdo de trabéculas Osseas, a
maioria com aparéncia irregular, aspecto intensamente entrelacado e espessura delgada. As
trabéculas estendiam-se, de forma geral, de um lado a outro do defeito 6sseo artificialmente
induzido, e exibiam atividade osteoblastica bastante proeminente. Os espacos medulares
exibiam escassa infiltracdo inflamatéria e apresentavam-se bastante estreitados,
especialmente no grupo tratado com otélitos (Figuras 04 e 05).

. ‘ 7 i '\“' {' N

Y - 4 2 & N
Figura 04 - Area osteotomizada exibindo trabéculas Osseas irregulares delgadas e
entrelacadas (TN) e espacos medulares estreitados ( EM) no grupo controle
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Figura 05 - Area osteotomizada exibindo trabéculas Osseas irregulares delgadas e
entrelacadas (TN) e espacos medulares estreitados (  EM) no grupo experimental

O peridsteo, por sua vez, mostrava grau moderado de fibrose em ambos os
grupos. No entanto, a superficie do tecido 6sseo se apresentou mais regular e com atividade
osteoblastica mais conspicua no grupo experimental do que no controle; além disso, o

tltimo exibiu areas de atividades osteorreabsortiva mais evidentes. (Figuras 06 e 07).

3 3% 35 A
Figura 06 - Observar tendéncia a um maior estreitam  ento dos Ultimos em relacao aos
primeiros. O peridsteo (P) exibe fiborose em ambos 0 s grupos, mas a superficie 6ssea
(SO) mostra mais irregularidade no grupo de control e, inclusive com areas de
expressiva reabsorcao 6ssea (*), que no experimenta | (HE, 100x)

2
Figura 07 - Observar tendéncia a um maior estreitam  ento dos ultimos em relagdo aos
primeiros. O periésteo (P) exibe fibrose em ambos 0 s grupos, mas a superficie 6ssea
(SO) mostra mais irregularidade no grupo de control e, inclusive com areas de

expressiva reabsorcao 6ssea (*), que no experimenta | (HE, 100x)
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A area média de neoformacdo éssea nos animais do grupo experimental foi de
1906858,5 (+ 397647,9) e de 1557682,1 (+ 425608,2) no grupo controle (Grafico 01). Apesar
da tendéncia a uma maior area de neoformagdo Ossea no grupo experimental, esta

diferenca néo foi estatisticamente significativa (p = 0,06).
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Gréfico 01 - Analise morfométrica da area de neofor  macéo 6ssea na regido
osteotomizada ( p?) nos grupos experimental e controle.

A andlise dos parametros bioquimicos demonstrou que a média da dosagem de
célcio foi de 9,05 (+ 0,47) mg/dL para o grupo experimental e 8,79 (+ 0,33) mg/dL para o
controle. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,08). Além
disso, os valores se mantiveram dentro da faixa de normalidade (8 -13 mg/dL).
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Gréfico 02 - Dosagens séricas de calcio nos grupos experimental e controle.

J& a analise dos niveis séricos de fosfatase alcalina mostrou valores bastante
elevados em ambos os grupos (152,3 + 23,68 U/L no grupo experimental, e 136,5 £
29,51 U/L no grupo controle), quando comparados ao parametro sérico normal ou basal
(16-50 U/L). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p=0,12).
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Gréfico 03 - Dosagens séricas de fosfatase alcalina

poucas alteracbes no grupo nos leucocitos mononucleares, representada por monocitose
moderada em ambos o0s grupos. Granulécitos e linfécitos ndo exibiram variacdes
importantes, apesar dos Ultimos se apresentarem no limite da faixa de normalidade (Tabela
01). Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para o valor sérico
relativo de mondcitos (p = 0,001) e neutréfilos (p = 0,001), mas nado para linfécitos (p =
0,336). Por outro lado, foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
dois grupos quando foram comparados os parametros hematologicos da série vermelha,
que se mostraram mais elevados no grupo experimental, excetuando a contagem de
plaquetas (PLT), onde ocorreu o fendmeno inverso (P < 0,05) (Tabela 02). No entanto, os

parametros se encontravam dentro do limite de normalidade, excetuando o volume
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A analise dos parametros hematologicos referentes a série branca revelou

controle

corpuscular médio (VCM), que estava diminuido.

Tabela 01 - Distribuicdo dos valores hematologicos

dos grupos Controle e Experimental.

(Alk p) nos grupos experimental e

da série leucocitaria nos animais

L Linfécitos (%) Mondécitos (%) Granuldcitos (%)
Animais
GC | GE GC | GE GC | GE
01 58,4 56,9 25,2 12,2 16,4 30,9
02 69,1 62,5 12,1 8,5 18,8 29
03 66,1 67,7 16,9 8,3 17 24
04 64 52,3 16,8 12,6 19,2 35,1
05 64,2 65,4 14,6 9 21,2 25,1
06 61,5 50,5 17,2 9,8 21,3 39,7
07 72,9 69,3 13,6 8,9 13,5 21,8
08 61,5 69,5 19,1 10,1 19,4 20,4
09 - 61,9 - 9,6 - 28,5
10 - - - - - -
Média 64,7+4,6 | 61,7+£7,1 | 16,9+4,1 9,8+1,543 18,3+2,6 28,2+6,2
Valor de P 0,336 0,001 0,001
Referéncia 60 a 80 Oab 10a 30

GE - grupo experimental; GC — grupo controle.
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Tabela 02 - Distribuicdo dos valores hematolégicos relativos da série eritrocitica nos
animais dos grupos Controle e Experimental

RBC HGB HCT VCM PLT
(10%mm?) (g/dI) (L %) (L um?®) (10%mm?)
Animais
GC GE GC GE GC GE GC GE GC GE
R1 6,8 5,98 13,4 14,4 31,7 39,9 49 53 801 415
R2 5,88 7,44 12,9 13,2 32,2 37,4 50 51 755 772
R3 6,03 7,45 12,7 14,2 30,2 37,8 51 52 728 498
R4 5,39 7,38 12,7 14,6 31,1 36,6 50 54 714 475
R5 6,19 7,35 13,1 13,5 29,1 39,5 51 51 646 595
R6 6,04 7,42 13,1 14,4 31,7 37,7 48 53 652 415
R7 5,88 6,89 13,9 13,2 32,2 40,6 51 51 615 772
R8 6,03 7.1 13,7 14,2 30,2 41 52 52 532 498
R9 5,39 6,07 15,1 14,6 31,1 46 51 54 752 475
R10 6,19 6,8 13 13,5 29,1 39,4 50 51 645 595
Média 59,82+0,4 69,88+0,55 13,36+0,72 13,98+0,56 30,86+1,16 39,59+2,68 50,341,159 52,2+1,22 684+80,3 551+131,53
0,0002 0,04 0,000 0,002 0,01
Valor P
45-55 13-18 13-18 80 -85 550 — 650

RBC - contagem de heméaceas; HGB — dosagem de hemoglobina; HCT— hematdcrito; VCM — volume
corpuscular médio; PLT — contagem de plaquetas, GC — Grupo de controle; GE — Grupo experimental.

ApOs a avaliacao radiogréafica (Grafico 04), foi observado, em 14 dias,
presenca de barreira mineralizada em 100% dos espécimes de ambos o0s grupos
experimentais (CTR: 76,65 e OTL: 84,45). No entanto, houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,021).
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Gréfico 04 - Densidade radiogréfica otolitos e cont  role
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Tabela 03 - Densidade radiografica otolitos e contr  ole

CTR OTL Teste F: duas amostras para variancias
62 78
74 81 Variavel 1 Variavel 2
70,5 80,5 Média 76,75 84,45
88 98,5 Variancia 54,73611 38,58056
84,5 88 Observacdes 10 10
73,5 86,5 Gl 9 9
76 83 F 1,418749
81,5 77,5 P(F<=f) uni-caudal 0,305354
79 88 F critico uni-caudal 3,178893
78,5 83,5
Teste T: duas amostras presumindo variancias equiva  lentes
Média 76,75 84,45
DP 7,398386 6,211325 Variavel 1 Variavel 2
Média 76,75 84,45
Variancia 54,73611 38,58056
Observacdes 10 10
Variancia agrupada 46,65833
Hipotese da diferenca de média 0
gl 18
Stat t -2,52064
P(T<=t) uni-caudal 0,010685
t critico uni-caudal 1,734064
P(T<=t) bi-caudal 0,02137
t critico bi-caudal 2,100922
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3 DISCUSSAO

O tecido O6sseo possui grande potencial regenerativo, com a condicdo de
restaurar completamente sua estrutura e fungdes originais sem deixar cicatriz, porém, em
algumas situacdes, os defeitos 6sseos ndo sdo reparaveis por si s6 (LINDHEN et al., 1999).
Quando ocorre perda 0ssea substancial, seja de origem cirtrgica ou patoldgica, torna-se
indispensavel a utilizacdo de manobras clinicas e terapéuticas para correcao estética e
funcional, como enxertos ou emprego de compostos biominerais implantaveis (GARCIA JR,
2000; KALISH et al., 2008).

Os materiais implantares e enxertos 6sseos podem atuar através de trés
diferentes mecanismos: osteogénese, que se refere ao material organico capaz de formacao
Ossea diretamente a partir dos osteoblastos; a osteoinducdo, em que todo material é capaz
de induzir a transformacéo das células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou
condroblastos, aumentando, assim, o crescimento ou podendo formar 0sso onde ndo é
esperado; e a osteoconducdo, que vem a ocorrer quando um material, frequentemente
inorganico, permite aposicdo O0ssea sobre osso preexistente, requerendo a presenca de
0sso e células mesenquimais diferenciadas. Um material osteocondutivo sob tecido mole
nao produzird neoformacdo 6ssea (SERVICE, 2000). Otdélitos apresentam uma composicao
fisico-quimica e estrutural que os torna consistentes, com biominerais aptos a promoverem
osteoconducdo (CAMPANA; NEILSON, 1985; MURAYAMA et al., 2002; BORELLI et al.,
2003; MURAYAMA et al., 2004; TOHSE et al., 2008).

No presente estudo, os defeitos 0Osseos tratados com otélitos exibiram a
neoformacdo de trabéculas dsseas cujos espacos medulares estavam mais estreitados que
no grupo controle. Ha de ser considerado que o estreitamento dos espacos medulares
ocorre a expensas da mineralizacdo acelerada do ostedide na porgcdo interna das
trabéculas. Assim, uma vez que o0s otdlitos representam verdadeiros reservatorio de
minerais (CAMPANA, NEILSON, 1985), esse achado morfolégico poderia estar refletindo a
maior velocidade de mineralizacdo do ostedide medular, secundéaria a disponibilizacdo de

minerais oferecidos pelos otdlitos.

No entanto, essa teoria deve ser encarada com bastante parcimébnia, ja que
houve diferenca estatisticamente significativa na area média de neoformacéo G0ssea entre 0s
grupos. Esses dados sugerem que o uso de otolitos ndo pareceu aumentar a sintese de

matriz ostedide, com consequente aumento do volume 06sseo, mas apenas facilitar a



mineralizacdo da matriz pré-existente. Esse expediente poderia promover leve estreitamento

dos espacos medulares sem, contudo, alterar significativamente a &rea ou volume 6sseo total.

Observou-se ainda fibrose periosteal que, provavelmente, ocorreu em resposta ao
reparo cicatricial que tomou sede neste tecido apds a injuria em ambos os grupos. Contudo, a
margem 6ssea periosteal mostrou-se nitidamente menos regular no grupo controle onde a
visualizacdo de areas de reabsorcao intercaladas por zonas de aposi¢do era indiscutivelmente
mais aparente. O grupo experimental, por outro lado, apresentou superficie periosteal regular,

com discreta atividade osteoblastica e atividade osteoclastica inconspicua.

A interpretacdo desses dados requer a compreensdo de que a persisténcia de
atividade blastica/clastica relevante, sem sinais flogisticos evidentes, € forte indicativo de
elevada neoformacdo éssea (VIEIRA, 2007). Sugere-se, pois, que o grupo controle, aos 14
dias, ainda demonstrava sinais morfoldégicos de atividade remodeladora do tecido dsseo
periosteal caracteristico das fases tardias do processo de reparacao 6ssea (WISHART et al.,
1999). Por outro lado, a evidente regularidade da margem periosteal no grupo experimental
€ um indicio importante de que, neste grupo, a atividade remodeladora é menos conspicua.
Esse achado poderia refletir tdo-somente o fato de que a presenca dos otdlitos e,
consequentemente, a disponibilidade local aumentada de minerais essenciais a
mineralizacdo 0ssea, pode ter atuado como um co-fator que aceleraria a dindmica da

neoformacdo déssea.

A dosagem sérica de calcio apresentou-se estatisticamente similar em ambos 0s
grupos, e dentro dos parametros de normalidade. A dosagem do célcio no sangue é
empregada, principalmente, para avaliar o comportamento do metabolismo do célcio no
organismo. De forma geral, valores altos s&o encontrados no hiperparatireoismo,
hipervitaminose D, doenca de Paget e doencas malignas com comprometimento ésseo.
Valores baixos sdo encontrados no hipoparatireoidismo, deficiéncia de vitamina D,

nefropatias, ma absorcédo intestinal, osteomalacia e transfusdes macicas.

No presente estudo, a dosagem de calcio foi realizada a fim de observar o
comportamento deste ion no reparo do tecido dsseo, mas nao foram verificadas diferencas

estatisticamente significativas entre os dois grupos.

z

Contudo, é importante destacar que o calcio sérico circula sob duas formas

principais: o célcio ionizado (que exerce a acao bioldgica) e o célcio ligado a proteinas e
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complexado; o primeiro corresponde, em circunstancias normais, a 52% do total e o
segundo, a 48%. E patente que qualquer alteracdo do nivel de proteinas séricas, em
especial da albumina, pode determinar altera¢cdes do conteudo total de célcio no soro, sem
gue isso implique uma alteracdo da fragdo ionizada. Vale aqui o mesmo raciocinio
desenvolvido quando se discute a avaliagdo de hormonios livres. Outro fator que leva a
alteracdes das porcentagens entre o cdlcio ionizado e o ligado € a concentragdo de ion
hidrogénio (pH), mas, na acidose, h& tendéncia a uma menor ligagdo do calcio as proteinas.
Em vista disso, em uma série de circunstancias clinicas, a dosagem de calcio total ndo

fornece informacao fidedignha quanto a calcemia funcional (VIEIRA, 2007).

Depreende-se, pois, que a despeito da natureza dos resultados obtidos neste
estudo acerca da dosagem sérica de célcio, inferéncias sobre a da relagédo entre a calcemia e
0 reparo 6sseo nos grupos estudados, por si s, teriam pouca relevancia, exceto em casos em

que o tratamento tivesse efeitos sistémicos e conduzisse a distlrbios na mobilizacdo do calcio.

Por outro lado, sabe-se que, durante a formacdo Ossea, a producao da matriz
colagena precede a mineralizacdo e coincide com a maior producdo de fosfatase alcalina
(STEIN; LIAN, 1993); dessa forma, a dosagem sérica de tal enzima pode oferecer subsidios
importantes para o entendimento do metabolismo ésseo, e niveis elevados desta indicam

atividade osteoformativa importante (VIEIRA, 2007).

No presente estudo, ambos 0s grupos exibiram niveis séricos elevados de
fosfatase alcalina, sugerindo que o processo de formacgéo e remodelacdo 6ssea ainda estava
plenamente ativo no periodo de sacrificio (14 dias). No entanto, a auséncia de significancia
estatistica vem sugerir que a utilizacdo de otélitos ndo alterou o padréo de deposicao de
matriz colagénica ostedide na regido de reparo. Esses dados parecem ratificar o fato de que a
area total de osso neoformado ndo foi diferente entre os grupos, e que 0 maior estreitamento
medular poderia ser apenas resultado de uma mineralizacdo mais rapida, em virtude da

disponibilidade local de o calcio ter sido maior no grupo tratado com otdlitos.

A avaliacdo hematoldgica revelou que ambos 0s grupos mostraram monocitose,
e que esta foi significativamente maior no grupo controle, sugerindo maior mobilizacdo de

precursores mononucleares de fagdcitos neste grupo.

Deve ser considerado que os mondcitos sdo, em Ultima instancia, precursores

séricos das células mononucleares fagocitarias que, ao formar sincicios por acéo paracrina
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de citocinas derivadas de outros leucdcitos ou de células mesenquimais residentes no sitio
de injuria do tecido ésseo, irdo originar os osteoclastos (DAY et al., 2000). Seria licito,
portanto, sugerir a potencialidade para maior atividade osteoclastica (osteorreabsortiva) no

grupo controle do que no experimental.

De certa forma, esses achados pareceram corroborar com aqueles observados
no estudo morfolégico, uma vez que areas de reabsor¢cdo O0ssea ativa foram evidenciadas
com maior frequéncia na superficie periosteal dos animais do grupo controle. E possivel
sugerir, portanto, que o grupo controle ainda apresenta, aos 14 dias, elevado turnover
0sseo, que poderia estar relacionado a remodelacdo do tecido ésseo na area de reparo,
enguanto no grupo experimental a fase mais ativa de remodelacao ja teria passado. Esse
fenbmeno, no entanto, ainda é mera especulacdo, sendo necessarios estudos posteriores
para validar esta teoria, assim como se existe alguma relacdo entre ela e a maior

disponibilidade de calcio promovida pelo uso de otdlitos.

Os demais leucécitos mantiveram-se dentro da faixa de normalidade, indicando que
ndo havia nenhum processo inflamatério ativo aos 14 dias em nenhum dos grupos.
Surpreendentemente, 0 grupo experimental exibiu valores estatisticamente superiores para
granuldcitos (especialmente neutrdfilos), quando comparados ao controle. O real significado
clinico dessa diferenca € de dificil interpretacéo; este pode representar a fase final (de remisséo)
de um processo inflamatério agudo deflagrado em etapas anteriores pelo material implantado.
No entanto, o padréo de neoformacgdo déssea observado no grupo experimental ndo parece
suportar essa teoria, jA que seria esperado um retardo na reparagdo éssea se tivesse sido
instalada uma inflamacao aguda prévia. Por outro lado, a presenca do material exdégeno poderia
ter, de fato, provocado uma resposta imunoinflamatéria um pouco mais elevada, sem, contudo,

ter magnitude suficiente para retardar os fenémenos de osteodeposicao.

Na série hematoldgica vermelha, apenas os pardmetros contagem de hemaceas
e volume corpuscular médio estavam alterados, apresentando-se abaixo do limite de
normalidade e sugerindo anemia ferropriva. Considerando que hemorragias sofridas durante
cirurgias figuram entre as causas de anemia ferropriva (GRANT et al., 2003), seria licito
sugerir que essas alteracdes hematoldgicas fossem resultado dos procedimentos cirdrgicos

efetuados nos animais.

Todos os parametros hematoldgicos apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos; no entanto, a despeito de esse achado despertar interesse, o
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significado clinico é deveras obscuro, haja vista que eles se encontravam dentro da faixa de

normalidade.

Um ponto de extrema relevancia neste trabalho foi & analise radiogréfica dos
espécimes, em que ambos 0S grupos apresentaram uma barreira mineralizada e que o
grupo OTL exibiu defeitos ésseos mais radiopacos que o grupo CTR. A interpretacédo
destes achados constitui um exercicio bastante delicado e parcimonioso. Por um lado, eles
poderiam estar relacionados com uma maior mineralizacdo do tecido ésseo neoformado,
uma vez que os otdlitos disponibilizam uma fonte local de minerais via carbonato de célcio.
Contudo, ndo pode deixar de ser considerado que, conquanto este material seja radiopaco,
a sua simples presenca na loja O0ssea determinaria maior radiopacidade no defeito em
reparacdo. Um dado que pode ser explicado pelo fato de que na sua composicéo os otdlitos
sdo ricos em carbonato de célcio e que os seus constituintes quimicos protéicos possam
representar o elemento chave para a dindmica das caracteristicas dessas estruturas

anatbmicas e fisiologicas.

A analise global dos resultados do presente estudo indica que, de forma geral, o
uso de otdlitos parece exercer pouca influéncia sobre o0 processo de neoformacédo Ossea.
Contudo, foi observada a tendéncia a melhores resultados no grupo tratado com este
biomineral que no controle quanto a quantidade de matriz 6ssea depositada. Além disso, 0s
dados radiogréficos obtidos nesse estudo parecem indicar que se os otolitos apresentam
pouca atividade osteoindutora/condutora, estes poderiam atuar na mineralizagdo da matriz
0ssea neoformada. Assim, sendo, estudos posteriores com outros modelos animais e maior
escala de tempo s&o necessarios para averiguar o real papel desse produto natural sobre a

dindmica da reparacao 6ssea.
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS - Ainsercédo da Pesquisa na

Tematica Saude e Ambiente e na Otica Interdisciplin  ar:

O programa de mestrado de saude e ambiente da Universidade Tiradentes visa
capacitar profissionais capazes de atuar de forma interdisciplinar de maneira ética, critica e

reflexiva na docéncia e na pesquisa das relacdes de saude e ambiente.

O trabalho com o tema UTILIZACAO DE OTOLITOS DE Cynoscion acoupa
EM ENSAIOS BIOLOGICOS DE BIOCOMPATIBILIDADE E REPAR O OSSEO, pode ser
discutido a luz das premissas norteadoras de duas linhas de pesquisa do Programa:
Enfermidades e Agravos a Saude de Impacto Regional e Produtos Naturais e Saude
Na perspectiva da primeira linha, deve ser considerado que este trabalho permeia o
desenvolvimento e a andlise de alternativas simples para o aprimoramento e diagnostico
terapéutico de defeitos 6sseos, especialmente ao compreender que lesdes dsseas de
natureza traumatica ou ndo ainda constituem um problema de salde publica, associada a
alto grau de morbidade. Na otica da segunda linha, a presente pesquisa busca e testa um
produto natural totalmente novo para o aprimoramento do reparo dsseo. Ainda precisa ser
destacado que, tratando-se os otdlitos de um residuo, sua utilizacdo como biomineral
poderia agregar valor ao produto (Cynoscion acoupa ou pescada-amarela), particularmente
em localidades com indastria pesqueira, descobrindo uma alternativa para sua
comercializacdo, além de contribuir para o meio-ambiente na medida em que minimiza seu

descarte.

Além disso, a natureza interdisciplinar desta pesquisa estd bem expressa na
clara inter-relacdo entre profissionais de diversas areas de saber envolvidos na sua
execucéo, dentre eles:

» Cirurgid Geral: para realiza¢do dos procedimentos cirirgicos nos animais;

* Radiologista: para realizagcado dos exames imaginol6égicos nos fémures dos animais;
» Bidlogo: para a selecéo de peso e tamanho da pescada amarela;

» Biomédico: para realizacdo dos exames laboratoriais;

» Patologista: para analise morfolégica das laminas;



» Enfermeiro: para o acompanhamento e cuidados gerais dos animais em estudo e

desenvolvimento da pesquisa.

Igualmente, destacamos que além da relevancia da pesquisa para 0 meio
cientifico esperamos contribuir para a construgdo do conhecimento interdisciplinar sobre as

doencgas e agravos e seu impacto regional.
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Apéndice A - Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: ESTUDO PRELIMINAR DO EFEITO DA NUTIII_IZA(;AO DE OTOLITOS DE CYNOSCION ACOUPA
SOBRE O PROCESSO DE NEOFORMACAO OSSEA EM RATOS

Pesquisador responsavel: Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuguerque Junior |

Data de versdo: 17/12/2006 | | Cadastro: 171206 | | Data do Parecer: 10/02/2007 |

Grupo e Area Tematica 111 Projeto fora da area tematica especial |

Objetivo do Projeto
Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia de biomineral otdlitos da pescada amarela no processo de neoformacdo 6ssea em
defeito dsseo artificialmente induzido

Objetivos Especificos:

1. Analisar o efeito da utilizacdo de otdlitos de pescada amarela sobre a neoformacdo 0ssea;

2. Determinar o efeito da utilizagdo de otdlitos de pescada amarela sobre indicadores hematoldgicos e
bioquimicos com a neoformacdo déssea;

3. Determinar alternativa vidvel para substituir enxerto 6sseo autégeno como coadjuvante da dinamica em
neoformacdo 6ssea;

4. Identificar a propriedade biomineral do otdlito de pescada amarela.

Sumario do Projeto

Biomateriais inorganicos sdo compostos alternativos ao uso de enxerto ésseo autdégeno por serem produzidos
com propriedades potencialmente semelhantes ao do tecido receptor e, quando usados em defeitos dsseos
longos constituem elementos capazes de promover ou auxiliar a neoformagdo dssea, por mecanismos de
osteoindugdo e/ou osteoconducdo. Dentre os biomaterais de comprovaveis atividades sobre a neoformacao
0ssea, merece destaque o grupo do biomineral. Estes representam tecidos duros que consistem basicamente
de compostos inorgéanicos e, entre suas fungbes, citam-se a manutengdo da estrutura corporal, protecdo,
estocagem de minerais, entre outras. Tais biominerais consistem de uma fase predominantemente mineral
incorporada a uma matriz organica que, de maneira geral, compde de 0,01 a 10% de seu peso total. A
matriz orgénica, por sua vez é representada por uma rede completa de glicoproteinas, proteoglicana e
proteinas colagénica e ndo colagénicas, e desempenha um papel fundamental nos varios estagios do
processo de mineralizagdo do octedide durante a neoformacdo do otdlito, sdo construcdes calcarias do ouvido
interno do peixe dsseo e constituem parte de um sistema que atua como sensor de profundidade e equilibrio,
assim como detector de vibragdes sonoras. Estudos vém demonstrando que otdlitos sdo ricos em carbonato
de calcio e uma proteina colagénica de alto peso molecular denominada otolina. Adicionalmente, existem
nesta estrutura, além do carbonato de célcio, elementos metalicos (Sr, BA, MG. Cd, Co, Cu, Zn, Na, K, etc.).
Assim como ndo metalicos (SI, P, S, B, etc.) Admite-se, pois que otélitos poderiam representar um excelente
exemplo de biomineral, uma vez que apresentam uma porgdo inorganica rica em elementos essenciais ao
processo de mineralizagdo, fase importante da neoformacdo déssea, bem como uma porgdo protéica de
otolina que poderia funcionar como matriz orgénica. Dentro desta perspectiva, propomo-nos a estudar o
comportamento da regeneracdo do tecido ésseo perdido, em defeito dsseo artificialmente induzido,
preenchidos com um preparado em po6 estéril de otdlitos, visando avaliar o papel de reconstituinte no
fendmeno de neoformacgdo Ossea. Através dessa pesquisa pretende-se avaliar a influéncia de biomineral
otdlito de pescada amarela, no processo de neoformacdo dssea em defeito dsseo artificialmente induzido.
Objetiva-se, assim, determinar alternativas viaveis e acessiveis para substituir os enxertos 6sseos autdogenos
e como adjuvantes na dinamica na regeneragdo dssea, no afa de amenizar riscos e custos para os pacientes.
Considera-se ainda, que a pescada amarela habita toda a faixa litoranea do Brasil existindo mais de 30
espécies diferentes deste peixe, estes fatores concorrem para facilitar sobremaneira a aquisigdo da matéria-
prima deste experimento (otdlito) o que, indubitavelmente, resultaria em um composto de baixo custo e
grande acessibilidade.

Metodoldgicos Eticos Situacdo
Titulo Adequado
Autores Adequados
Local de Origem na Instituicdo Adequado
Projeto financiado por patrocinador N3o
Aprovacao no pais de origem N3o necessita
Local da realizacdao Prépria instituicdo
Outras instituicées envolvidas Ndo
CondicOes para realizacao Adequada

Comentarios sobre os itens de Identificagdo



| Introducdo | Adequada

Comentarios sobre a Introducgdo

| Objetivos | Adequados

Comentérios sobre os Objetivos

Paciente e Métodos
Delineamento Adequado
Tamanho da amostra Total: 60 Local: 60
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos Nao
Solucdo equitativa dos individuos participantes N3o se aplica
Critérios da inclusdo e exclusdo Adequados
Relacdo Custo-beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de uso de drogas Nao utiliza
Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Avaliacdo dos dados Adequada-quantitativa
Privacidade e confidencialidade N3o se aplica
Termo de Consentimento N3o se aplica
Adequacdo as normas Sim

Comentarios sobre e Pacientes e Métodos

Cronograma Adequado
Data de inicio prevista 01
Data de término prevista 03
Orcamento Adequado
Fonte de financiamento externa N3o

Comentarios sobre o Cronograma e Orgamento

| Referéncias Bibliograficas | Adequadas

Comentarios sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendacéo

Aprovar

Projeto de alta relevancia para comunidade cientifica e populagcdo de maneira geral,
sendo considerado aprovado no que se refere a seus aspectos éticos.




