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Resumo: A pesquisa analisou a regeneracdo éssea in
vivo, utilizando membrana de elastina derivada da
cartilagem auricular bovina, tratada e mineralizada com
fosfato de célcio. Foram utilizados 24 ratos Wistar,
submetidos a procedimento cirlrgico para criagdo de
um defeito 6sseo na calota craniana e enxertados com o
biomaterial. Apds 8 semanas, as reas receptoras foram
enviadas para andlise laboratorial, obtendo resultados
satisfatorios, quanto & osteoinducdo, osteoconducdo,
sendo biocompativel e biodegradavel, mostrando-se um
promissor biomaterial em terapias de regeneragdo 6ssea.
Palavras-chave: cartilagem auricular, regeneracio
0ssea, elastina.

Abstract: The research examined the in vivo bone
regeneration using elastin membrane derived from
bovine auricular cartilage, treated and mineralized with
calcium phosphate. 24 Wistar rats were subjected to
surgical procedure to create a bone defect in the
calvarial and the grafted biomaterial was used. After 8
weeks, the receptor sites were sent for laboratory
analysis, obtaining good results, as the osteoinductive,
osteoconductive, being biocompatible and
biodegradable, being a promising biomaterial for bone
regeneration therapies.
Keywords: auricular cartilage,
elastin.
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Introducédo

A bioengenharia de tecidos tem conquistado avangos
tecnoldgicos, desenvolvendo biomateriais para enxertia,
capazes de substituir tecidos lesados, conferindo suporte
para a proliferacdo celular, estabilidade mecénica e
gerar respostas fisioloégicas para promover uma
adequada regeneracao tecidual. Enxertos autégenos sao
amplamente utilizados em casos de perda de massa
Ossea, causadas por traumas e patologias. Apesar de
possuir células osteoprogenitoras capazes de estimular a
formacdo d&ssea, este recurso apresenta algumas
desvantagens, como morbidade, dor crbnica do sitio
doador, reabsorcdo Ossea, necessidade de dois
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procedimentos cirtrgicos e formacéo
contorno dsseo na area receptora [1, 2, 3].
Neste contexto, a matriz de elastina derivada da
cartilagem auricular bovina e mineralizada com fosfato
de célcio, pode ser uma alternativa promissora nas
terapias de regeneragdo dssea [1]. A elastina ¢ uma
importante proteina da matriz extracelular que promove
elasticidade a varios 6rgdos. Suas fibras sdo compostas
por micro fibrilas, que agem como uma armag&o, onde a
elastina amorfa € depositada através de ligacOes
cruzadas, formando um arcabougo tridimensional [4,5].
A elastina presente na cartilagem auricular possui
fibras orientadas em forma de favo, favorecendo a
permeabilidade celular [4]. Entre os mamiferos, as
sequéncias das cadeias moleculares da elastina foram
altamente conservadas ao longo da evolugdo, portanto,
se associadas aos processos de tratamento alcalino e
mineralizacdo, estas excluem efeitos deletérios do
processo de enxertia e acionam a cascata correta de
eventos biol6gicos necessdrios para a regeneracdo
tecidual, contudo, a degradacdo da elastina, pode
influenciar nas respostas celulares, devido sua
capacidade de quimiotaxia, adesdo celular, reduzir a
formacdo de fibrose e evitar respostas inflamatorias [5].
Esta proteina possui a sequéncia de reconhecimento
celular, composto pela sequéncia arginina - glicina -
acido aspartico, além de apresentar biodegradabilidade,
permitindo a substituicdo do enxerto por 0sso
neoformado. A regeneragdo ainda pode ser acelerada na
presenca de ions de fosfato de célcio, exercendo
importante papel de sitios de nucleagdo, aumentando a
calcificacdo [5, 6]. Salienta-se que a mineraliza¢do
deste biomaterial & base de elastina através da incluséo
de fosfato de célcio possa constituir uma interessante
alternativa para a cicatrizagdo do tecido Gsseo em
funcdo da capacidade de estimular a expressdo de
proteinas marcadoras da neoformagédo dssea [6].

Este trabalho tem por objetivo analisar
qualitativa e quantitativamente o0 processo de
neoformacdo dssea, durante o reparo de defeitos 6sseos
criados em ratos e enxertados com membrana de
elastina, derivada da cartilagem auricular bovina tratada
e mineralizada com fosfato de calcio.
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XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica — CBEB 2014

Material e Métodos

Obtencdo da membrana de elastina derivada da
cartilagem auricular bovina:

A cartilagem auricular bovina foi lavada com
solugdo de NaCl 0,9%, é&gua, acetona e tratada em
NaOH 0,1 mol L-1 a 80°C por 45 min. Ao término desse
processo, a matriz obtida foi lavada com &gua até a
neutralidade sendo entdo liofilizada, denominando-se a
matriz de cartilagem auricular tratada (CAT).

A matriz CAT foi mineralizada por imerséo
alternada, da seguinte forma: 1 - imersa em 60 ml de
uma solucdo 0,2 mol L-1 de CaCl2 em tampdo Tris 0,05
mol L-1 (pH 7,4) a 37°C por 30 minutos; 2 - retirada da
solugdo de Ca+2 e lavada com &gua desionizada; 3 -
imersa em solu¢do 0,12 mol L-1 de Na2HPO4 em
tampdo Tris 0,05 mol L-1(pH 9,0) a 37°C por 30
minutos; 4 - retirada da solucdo de Na2HPPO4 e lavada
com agua desionizada. Este ciclo de imerséo alternado
foi repetido por 6 vezes para obtencdo da matriz
mineralizada, que ap6s lavagem com agua desionizada e
liofilizacho, foi denominada de cartilagem auricular
tratada e mineralizada (CATM).

As eletrofotomicrografias da Microscopia Eletronica
por Varredura, evidenciam que o procedimento cria
poros na matriz de elastina tratada (CAT) (Figura 1A) e
deposicdo homogénea de sais na superficie da matriz de
elastina tratada e mineralizada (CATM) (Figura 1B) [1].

Figura 1: Eletrofotomicrografias da Microscopia
Eletrbnica por Varredura. A (matriz com porosidade
apos tratamento-CAT); B (matriz tratada e mineralizada
com fosfato de célcio-CATM). Aumento 1000X.

Procedimento Experimental e Cirlrgico:

Utilizou-se 24 ratos (Rattus norvegicus, Wistar)
machos, com 15 semanas de idade, peso médio de 330g
e separados em caixas com 4 (quatro) animais,
recebendo racdo balanceada (Purina®) e 4agua ad-
libitum. A temperatura foi controlada (23 +1°C) com
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, respectivamente. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo  Animal (CEUA) do Centro
Universitario Padre Anchieta, protocolo 002/2012.

Inicialmente, os animais foram anestesiados com a
solucdo anestésica de Dopalen® (Ketamina) -
anestésico geral; Coopazine® (Xylazina) - sedativo,
analgeésico e relaxante muscular, na proporgdo de 1:1 e
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na dose de 0.010mg/10gramas de massa corporea, via
intramuscular [3]. Durante o procedimento cirdrgico,
houve a aplicacdo de soro fisioldgico a 0,9% nos olhos
dos animais, para prevenir o ressecamento das cdrneas.
Em seguida, foram posicionados em decubito ventral,
para a realizagdo da tricotomia e assepsia da area
cirtrgica. A pele foi seccionada sagitalmente e afastada
para expor 0s 0ssos parietais. O peridsteo foi descolado
e com uma broca cirlrgica Trefina acoplada a um mini
motor (ELTEC LB-100), criou-se um defeito
(falha/lesdo) de 5mm de didmetro no osso parietal
esquerdo da calota craniana dos ratos, para o implante
da membrana (matriz) de elastina conforme Figura 2.
Apbés a cirurgia, o periosteo e a pele foram

reposicionados e suturados com fio de seda 6.0
(Ethicon, Johnson & Johnson®) e aplicado antibidtico
local Rifamicina Spray® [7, 8].

Figura 2: Procedimento cirdrgico para criacdo de defeito
0sseo, na calota craniana de ratos. A (Falha 6ssea de
5mm de didmetro, indicada pela seta). B (Falha dssea
preenchida com a membrana de elastina).

Na fase poOs-operatoria, cada animal recebeu uma
dose de 0,1mg/100g de peso do antibidtico Pentabiotic
Veterinario Pequeno Porte (Fort Dodge®), via
intramuscular. Também foi oferecida uma dosagem de
analgésico (paracetamol) na dose de 200mg/Kg de peso
do animal, via oral, trés vezes ao dia [8].

A distribuicdo ocorreu da seguinte maneira: G1
(Animais com defeito na calota craniana e sem
preenchimento da falha dssea - Grupo Controle); G2
(Animais com defeito na calota craniana e preenchido
com membrana derivada de cartilagem auricular, sem
mineralizacdo); G3 (Animais com defeito na calota
craniana e preenchido com membrana derivada de
cartilagem auricular e mineralizada com fosfato de
calcio). Cada Grupo obteve 8 animais, que foram
eutanasiados 2 meses ap0s a cirurgia experimental. A
eutanasia procedeu-se com inalacdo de gés carbénico
(COy), e as calotas cranianas dos animais foram
removidas e enviadas para analise macroscopica,
histolégica e morfométrica. Estereologia foi utilizada
para quantificar o volume de osso formado na éarea
receptora de acordo com o principio de DELESSE, com
0 uso do reticulo quadriculado de 100 pontos. Os
valores obtidos foram submetidos ao programa
estatistico BioEstat, aplicando os testes ANOVA
seguido de Tukey, com nivel de significancia p<0.05

3.
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Procedimento Histoldgico:

As amostras da area receptora do enxerto foram
imersas no fixador de medula déssea (Allkimia®) por 10
dias e em seguida no Descalcificador (Allkimia®) por
20 dias. Ap0s este processo, a acdo do é&cido foi
neutralizada por 24 horas em uma solugdo de sulfato de
s6dio a 5%. Realizou-se a desidratagdo em série
crescente de alcoois: 70% (Overnight), 80%, 85%, 90%,
95% e 100%. As amostras foram colocadas em partes
iguais de alcool e xilol (Overnight) e diafanizados em
xilol, com trocas a cada 2 horas, sendo executadas 3
trocas e finalmente, incluidas em parafina.

De cada amostra obteve-se cortes semi-seriados de
Sum de espessura e corados com o0s seguintes corantes:
Tricrdbmico de Masson - Para diferenciacdo do 0sso
maturo original corado em vermelho e do 0sso
neoformado (jovem/imaturo) que se cora em azul;
Picrosirius Red - Técnica de colora¢do que aumenta a
birrefringéncia das fibras de colageno, possibilitando
sua identificacdo, densidade e o tipo de fibra formada.

Resultados

Nas analises macroscopicas, nenhum dos grupos
apresentou sinais de necrose ou processos inflamatorios,
indicativos de rejeicdo imunoldgica, caracterizando a
biocompatibilidade da membrana de elastina, conforme
Figura 3.

Figura 3: Macroscopia de G1 (Controle) e areas
enxertadas dos grupos G2 e G3, com auséncia de sinais
inflamatorios. Setas indicam o local do implante.

Na histologia com Tricrémico de Masson, G1
apresentou predominancia em tecido conectivo com
discreta neoformacdo Ossea nas bordas da é&rea
receptora. Entretanto, em G2 ocorreu abundante
neoformagdo Ossea ao longo da extensdo do defeito,
formando uma espécie de “ponte”, com macica
proliferacdo e infiltracdo celular no interior da matriz,
formando trabéculas dsseas que alojavam ostedcitos,
sendo a neoformagdo, proporcional ao processo de
reabsorcdo do enxerto. Em G3 verificou-se menor
neoformacdo. Figura 4 a Esquerda.

Com a coloragdo Picrosirius Red, ficou evidente o
acumulo de fibras colagenas do tipo | nos tons que védo
do amarelo ao vermelho, sobre toda a &rea enxertada, de
todos os grupos, porém, maior em G2, que projetou-se

ao longo da matriz e também em seu interior. Figura 4 a
Direita.

Figura 4: Eletrofotomicrografias de Gl1 a G3.
Tricrébmico de Masson (a Esquerda), O (Osso maturo),
N (Osso imaturo / neoformado), TC (Tecido conectivo),
ME (Membrana de elastina); Picrosirius Red (a Direita),
O (Osso maturo), C3 (Colageno tipo III), Setas
(Formagdo de colageno tipo I). Aumento 4X.

As médias e desvios-padrdo do volume percentual
relativo de 0sso neoformado dos grupos G1 a G3 foram
19.25+1.5000; 67.00+8.8318; 41.75+5.3151,
respectivamente, conforme Grafico 1.
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Gréfico 1: Morfometria do percentual de neoformacéo
6ssea dos grupos G1, G2 e G3.
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Discusséo

Nota-se nesta pesquisa as caracteristicas necessarias
para confirmar a biocompatibilidade das membranas de
elastina implantadas no sitio receptor craniano, visto a
auséncia de sinais de rejeicdo imunoldgica, tais como
processos inflamatorios, presenca de células gigantes
indicativas de reacdo a corpo estranho e rarefacdes
Osseas, indicativas de absorcdo dssea por processos
infecciosos [9]. Além de imunocompativel, o
biomaterial deve manter, induzir e restaurar funcdes
biologicas, obter taxa de degradagdo concomitante a
taxa de neoformacdo éssea, promover adesdo e
proliferacdo  celular, oferecer suporte para a
osteoconducdo e infiltracdo de células osteogénicas e
garantir estabilidade osso-implante até finalizar a
consolidacéo [10]. Corroborando com estas afirmacdes,
nota-se através das analises macroscopicas, a
preservacdo das membranas de elastina apds 8 semanas
de pos-cirdrgico, entretanto, em G2 o processo de
reabsorcdo da matriz foi proporcional & neoformacéo
6ssea, viabilizando a osteointegracdo, osteoconducéo e
osteoinducdo durante a regeneracgéo éssea [2, 3].

A histologia com Tricrdmico de Masson, evidenciou
no grupo G1, um acentuado crescimento de tecido
conectivo, enquanto que no grupo G3, o implante
permaneceu praticamente intacto, devido a menor
formacdo oOssea constatada. Todavia, G2 apresentou
biodegradabilidade superior, permitindo a infiltracdo e
diferenciagdo celular, obtendo uma importante
neoformagdo dssea de aspecto imaturo (corada em azul),
que partiu das bordas da area receptora (corada em
vermelho) e projetou-se sobre a matriz de elastina em
direcdo ao centro do implante. Foi possivel notar
trabéculas 6sseas no interior do enxerto, que migraram
para &reas mais profundas do implante, proximas a
dura-mater encefélica, confirmando a permeabilidade e
inductilidade da membrana e deixando evidente, que
haveria o fechamento total da falha 6ssea se o tempo de
recuperacgéo fosse maior.

A membrana de elastina mineralizada com fosfato
de célcio (G3), permitiu uma interagcdo osso-implante,
predominantemente através de tecido conectivo e a
neoformagdo éssea também margeou a superficie do
biomaterial, porém, ndo permitiu que as células
osteogénicas penetrassem em quantidades suficientes
para o interior da membrana. Acredita-se que 0 processo
de mineralizagdo com fosfato de célcio, tenha reduzido
0 didmetro dos poros da membrana, dificultado a
permeabilidade celular [11].

A técnica histoldgica Picrosirius Red, caracterizou
as fibras colagenas, predominantemente do tipo |
(coradas em amarelo e vermelho) em todos os grupos.
Porém, foi surpreendentemente positiva em G2, com
formacdo e birrefringéncia satisfatérias, sugerindo que
estas fibras ofereceram suporte para a deposicdo das
células osteogénicas ao longo da regeneragdo, sendo um
aliado da neoformagdo déssea. Houve discreta formagédo
de fibras do tipo Il (coradas em tom esverdeado),
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indicando que o processo de maturacdo do tecido se
iniciou nas bordas da area receptora.

Com resultados muito satisfatérios quanto a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, osteocondugéo
e osteoinducdo, a membrana de elastina derivada da
cartilagem auricular bovina, pode ser considerada como
um promissor biomaterial a ser utilizado nas terapias
regenerativas do tecido 6sseo lesado.
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