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RESUMO

O aproveitamento de subprodutos avicolas para a producdo de biomateriais desperta o
interesse biotecnologico para a producdo de enxertos naturais, biomiméticos,
biocompativeis e bioreabsorviveis para a aplicacdo no reparo tecidual. O objetivo desse
trabalho foi avaliar in vivo a biocompatibilidade e biodegradacdo de colageno,
nanoqueratina e bioapatita oriundos de subprodutos avicolas, por meio da quantificacao
de respostas bioldgicas inflamatorias locais e de reparo. Camundongos Swiss com 6
semanas de nascidos (n=45) receberam individualmente dois enxertos em tecido
subcutdneo, um correspondente ao material-teste, coldgeno avicola (G1), nanoqueratina
avicola (G2) ou bioapatita avicola (G3), e 0 outro ao controle positivo, colageno
comercial (G4) ou osso mineralizado comercial (G5). Analise histopatoldgica descritiva
e semi-quantitativa nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas permitiram
determinacdo de resposta inflamatoria, de reparo e integridade dos materiais. Anélise
estatistica intergrupos dos dados ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn)
considerou diferencas significativas se p<0,05. G1 apresentou maior intensidade de
neutrofilos, macrofagos e neovascularizagdo em 1 semana, linfocitos em 1 e 3 semanas e
tecido conjuntivo em todas as semanas e menor presenca do enxerto em todas as semanas.
G2 apresentou maior intensidade de neutréfilos, linfécitos e macréfagos em 1 semana e
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho em 9 semanas e menor presenca
do enxerto em todas as semanas. G3 apresentou maior intensidade de neutréfilos em 1
semana e macrofagos em 1 e 3 semanas e menor presenca do enxerto em 1 semana.
Conclui-se que todos os materiais apresentaram biocompatibilidade, compativel com a
reducdo da inflamacdo e aumento do reparo, e biodegradacdo, total (colageno e
nanoqueratina) ou parcial (bioapatita) durante o experimento. Baseado nas caracteristicas
bioldgicas observadas, os materiais a base de coldgeno e nanoqueratina exibem potencial
de desenvolvimento biotecnolégico como agentes hemostaticos para o tratamento de
pequenos defeitos 6sseos, enquanto a bioapatita exibe potencial como enxerto 6sseo para

o tratamento de perdas dsseas de pequenas a moderadas.

Palavras-chave: Colageno. Nanoqueratina. Bioapatita. Residuos avicolas.



ABSTRACT

The use of by-products of the poultry industry for development of biomaterials arouse
biotechnology interest to the natural, biomimetic, biocompatible and bioreabsorbable
graft production for application in tissue repair. The aim of this study was to evaluate in
vivo the biocompatibility and biodegradation of collagen, nanokeratin and bioapatite from
poultry byproducts through the quantification of local inflammatory and repair biological
responses. Forty-five Swiss mice with 6 weeks of birth received individually two grafts
in subcutaneous tissue, one corresponding to the test material, poultry collagen (G1),
nanoqueratina poultry (G2) or poultry bioapatite (G3), and the other to the positive
control, commercial collagen (G4) or commercial mineralized bone (G5). Descriptive and
semi-quantitative histopathological analysis in experimental times of 1, 3 and 9 weeks
allowed the determination of inflammatory response, repair and graft integrity.
Intergroups statistical analysis of non parametrical data (Kruskal-Wallis test and Dunn
post-test) considered significant differences if p<0.05. G1 exhibited upper intensity of
neutrophils, macrophages and neovascularization at 1 week, lymphocytes at 1 and 3
weeks and connective tissue in every week and lower presence of graft in every week. G2
exhibited upper intensity of neutrophils, lymphocytes and macrophages at 1 week and
foreign-body giant multinuclear cells at 9 weeks and lower presence of graft in every
week. G3 exhibited upper intensity of neutrophils at 1 week and macrophages at 1 and 3
weeks and lower presence of graft at 1 week. In conclusion, all materials presented
biocompatibility verified by reduction in inflammation and increase of repair and total
(collagen and nanokeratin) or partial (bioapatite) biodegradation throughout the
experiment. Based on their biological characteristics, collagen and nanokeratin-based
materials exhibit potential for biotechnological development as hemostatic agents for the
treatment of small bone defects, while bioapatite exhibits potential as a bone graft for the

treatment of bone loss from small to moderate.

Key words: Collagen. Keratin. Bioapatite. Poultry waste.
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1. INTRODUCAO

O setor avicola brasileiro tem crescido ao longo dos Gltimos anos e vem ganhando
destague no cenario econdmico mundial. Em 2017, o Brasil se configura como o segundo
maior produtor e o maior exportador mundial de carne de frango (ABPA, 2017). A
qualidade e a sanidade envolvidas na producdo nacional também vem conquistando cada
vez mais 0 mercado internacional, mostrando o dinamismo neste setor. Em funcao disto,
é de fundamental importancia a busca por novas tecnologias e processos capazes de
modernizar ainda mais a cadeia produtiva (CAVALCANTE, 2017).

O aproveitamento e agregacao de valor aos residuos com potencial econdmico
estdo entre as principais praticas que fundamentam o uso racional dos recursos naturais
(CAVALCANTE, 2017). O setor avicola, no final da cadeia de producédo e processamento
da carne de frango, gera uma grande variedade de residuos (OVIEDO-RONDON, 2008),
muitos dos quais sao fontes de proteinas e minerais com grande potencial para utilizacdo
como insumos na producédo de biomateriais (CAVALCANTE, 2017). Pesquisas recentes
corroboram esse potencial e geram produtos a base de queratina de penas de frango
(WANG et al., 2017a, CAVALCANTE, et al., 2017), coladgeno de pele de frango e
biopatita de ossos de frango (CAVALCANTE et al., 2017), bem como hidroxiapatita a
partir de cascas de ovo (OVIEDO-RONDON, 2008), dentre outros.

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo mundial também aumenta a
preocupacdo com doencas traumaticas, degenerativas e crénicas que atingem o sistema
musculo-esquelético (CASTRO-SILVA et al., 2009). Por consequéncia, a demanda por
materiais capazes de auxiliar, reparar ou substituir tecidos injuriados também estd em
ascensdo, o0 que resulta em maiores investimentos no desenvolvimento de biomateriais
(BITTENCOURT et al., 2014). Diante disso, a utilizagdo de biomateriais em tratamentos
envolvendo a reabilitagdo ou regeneracdo de estruturas, tecidos ou 6rgdos injuriados,
também tem aumentado nas Gltimas décadas (BITTENCOURT et al., 2014).

A eficécia e eficiéncia de um biomaterial estdo diretamente relacionadas com suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Dessa forma, inerente a0 aumento do uso
desses materiais, também tem aumentado a necessidade de estudos mais aprofundados
sobre suas propriedades visando o desenvolvimento de biomateriais eficazes. Para que
sua utilizacdo no reparo de tecido 6sseo ndo ofereca riscos ao hospedeiro, o biomaterial

tem que apresentar trés caracteristicas importantes: biocompatibilidade, alta
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osteocondutividade e bioatividade (WANG et al., 2017a; GUASTALDI; APARECIDA,
2010). Esta ultima estd relacionada com a capacidade do biomaterial interagir
intimamente (bioadesdo), por meio de ligacbes quimicas, com o tecido bioldgico e
estimular uma resposta adequada do mesmo (SINHORET; VITTI; CORRER-
SOBRINHO, 2013; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; COLEMAN; NICHOLSON;
AWOSANYA et al., 2007).

Apesar do uso de colageno e de hidroxiapatita como biomateriais ja ser
amplamente estudado, o processo de isolamento e obtencdo desses biomateriais de fontes
até entdo ndo pesquisadas, pode influenciar em suas caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas finais, sendo, portanto, necesséria a realizacdo de testes que possibilitem a
avaliacdo de tais caracteristicas. Por outro lado, a nanoqueratina ainda precisa ser melhor
estudada para seu uso como biomaterial, dado o seu potencial para aplicagdes no reparo
tecidual e citatrizacdo de feridas (KONOP et al., 2017; SARAVANAN et al., 2013; XING
et al., 2011; AMBROSIO, 2006; CHU, LIU, 2008). Os testes pré-clinicos de
caracterizacdo bioldgica sdo etapas fundamentais que antecedem a liberacdo de um
biomaterial para testes clinicos e posterior comercializacdo. Para aplicacdo clinica de um
biomaterial, em especial aquele que exija contato direto com o corpo, 0 mesmo tem que
atender aos seguintes pré-requisitos: deve ser ndo citotoxico, ndo imunogénico, nao
irritante e biocompativel (WANG et al., 2017a).

Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar a biocompatibilidade de
colageno, bioapatita e nanoqueratina provenientes de subprodutos da industria avicola

com potencial para uso na engenharia de tecidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 IndUstria avicola

De acordo com o relatério anual da Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA), no ano de 2017 o Brasil produziu 12,900 milhdes de toneladas de carne de
frango, das quais 66% se destinaram ao mercado interno e os demais 34% a exportacéo,
sendo considerado o segundo maior produtor de carne de frango, ficando atras apenas dos
Estados Unidos da América (EUA). Dados da ABPA mostram que o Brasil é desde 2016
0 maior exportador mundial de carne de frango, com 4,384 milhGes de toneladas
exportadas superando as 3,015 milhdes de toneladas dos EUA, com crescimento anual
das exportacdes de 1,86% entre 0s anos de 2015 e 2016 (ABPA, 2017).

Tais numeros colocam o pais em posicdo de destaque internacional e mostram o
quanto desenvolvida é a capacidade produtiva do setor. Frente a nimeros animadores, 0
setor conta também com as pressGes da sociedade para planejar e desenvolver suas
atividades de forma sustentavel e equilibrada, capaz de atender as exigéncias legais e
mercadologicas mundialmente estabelecidas. Em func¢éo disto, se faz necessario o correto
manejo dos residuos gerados pelas atividades do setor avicola, bem como, o
desenvolvimento de processos tecnoldgicos capazes de agregar valor a esses residuos, de
forma a fortalecer a cadeia produtiva e gerar novas possibilidades de emprego e renda
(OVIEDO-RONDON, 2008). Dentre os residuos sélidos produzidos, podem se destacar
os de natureza sélida, como penas, visceras, cabecas, pés, carcacgas, peles e 0ssos. Tais
residuos apresentam-se como importantes fontes de proteinas, lipideos e minerais, tendo
em funcéo disto grande potencial para a producdo de biomateriais, dentre 0s quais pode-
se destacar a queratina, o colageno, o acido hialurénico, o fibrinogénio e a bioapatita, que
s&o largamente estudados (WANG et al., 2017a; OVIEDO-RONDON, 2008).

O correto manejo dos residuos solidos gerados pela producdo industrial se faz
necessario como forma de garantia dos recursos naturais e preservacdo do meio ambiente.
As industrias que fazem o correto manejo dos residuos que produzem, causando 0 minimo
de impacto sécio-ambientel possivel, recebem um selo que as caracterizam como
industrias verdes (CARIOCA; BARROS; COELHO, 2014). A busca por alternativas
sustentaveis € um caminho promissor para o desenvolvimento sustentavel na area de
Biotecnologia (CARIOCA; BARROS; COELHO, 2014), como por exemplo fazer o
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aproveitamento de residuos solidos da industria avicola para o desenvolvimento de

biomateriais para fins biotecnolégicos.

2.2 Utilizacé@o de biomateriais no reparo tecidual

Entende-se por biomaterial uma substancia ou uma mistura de substancias, de
origem natural ou sintética, utilizada em contato com os sistemas biolégicos com o
objetivo de promover o reparo ou substituicdo de defeitos estruturais de 6rgaos ou tecidos
injuriados, ou ainda auxiliar nas atividades fisiologicas dos mesmos (GALLER et al.,
2011; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Os biomateriais podem ser classificados, de acordo com sua origem, em:
biolégicos/naturais ou sintéticos. Os biomateriais de origem natural sdo obtidos a partir
de organismos ou parte deles e podem ser classificados em: autégenos (mesmo doador e
receptor), aldgenos (doador e receptor sdo diferentes, porém de mesma espécie) ou
xendgenos (doador e receptor sdo de espécies diferentes) (SINHORET; VITTI;
CORRER-SOBRINHO, 2013). Os biomateriais de origem sintética, também chamados
de aloplasticos, sdo aqueles desenvolvidos em laborat6rios e podem ser constituidos de
metal ou ligas, de ceramica ou vidros, de polimeros ou ainda serem um compasito, que €
uma mistura de diferentes biomateriais (SINHORET; VITTI; CORRER-SOBRINHO,
2013). Além disso, podem-se classificar ainda os biomateriais de acordo com a resposta
induzida ao tecido biolégico em: bioinertes, bioabsorviveis e bioativos (SINHORET;
VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013).

O desenvolvimento de novos biomateriais com potencial aplicacdo no reparo
tecidual tém sido alvo de muitos pesquisadores na area de Medicina Regenerativa. Para a
bioengenharia de tecidos, 0 uso de biomateriais como enxertos para promover o0 reparo
de tecidos injuriados requer minimamente a associagdo destes com células-tronco
mesenguimais e fatores de crescimento, tendo o biomaterial a funcdo de atuar como um
arcabouco capaz de suportar a adesao e proliferacdo celular, condi¢do necessaria para o
reparo tecidual (JUANG BOGY, 2005). Alem da aplicabilidade como enxerto, diversos
procedimentos médicos e odontologicos requerem o uso de biomateriais, seja como
agentes hemostatico em procedimentos cirdrgicos, seja como membranas para
Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) (GERZSON et al., 2016).
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A utilizacdo de um biomaterial como arcabouco para adesédo e proliferacéo celular
é suma importancia para o reparo tecidual. Um biomaterial com caracteristicas favoraveis
ao reparo tecidual fornece um microambiente tridimensional que facilita a interagédo
célula-material, a adesdo e proliferacdo celular, a deposicdo de matriz extracelular, o
transporte de nutrientes, a excrecdo de metabdlitos e a interacao de fatores de crescimento,
proliferacdo e diferenciacdo celular (LANGER; TIRRELL, 2004). A interacdo
célula/biomaterial € um passo essencial para o reapro tecidual e ocorre por intermédio de
proteinas que facilitam a adeséo celular a superficie do biomaterial (SARAVANAN et
al., 2013).

A biocompatibilidade é uma caracteristica primordial que um biomaterial deve
apresentar para ser utilizado no reparo de tecidos injuriados. Para ser considerado
biocompativel, um biomaterial ndo pode causar efeitos indesejaveis aos tecidos do
hospedeiro, levando a morte celular (GALLER et al., 2011). Por isso, para que um
biomaterial chegue a aplicacdo clinica, € exigido que 0 mesmo apresente caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas favoraveis. Dentre as caracteristicas bioldgicas destacam-se
a biocompatibilidade e a bioatividade (NYSKA et al., 2014; LIU; CAO, 2010). Os
biomateriais a base de colageno e hidroxiapatita, por exemplo, apresentam boa
biocompatibilidade e possuem potencial aplicacdo no reparo de tecido 0sseo, pois
estimulam uma boa resposta tecidual (CHISSOV et al., 2008; HELARYM et al., 2015;
CASTRO-SILVA; ZAMBUZZI; GRANJEIRO, 2009) levando a expressdo das seguintes
propriedades: osteoconducdo, osteoinducao e osteopromocdo. A osteoconducao refere-se
ao crescimento 6sseo sobre a superficie do biomaterial, a osteoinducao refere-se a inducéao
de células-tronco mesenquimais para a diferenciacdo osteogénica e a osteopromocao
relaciona-se ao favorecimento da proliferacao seletiva de células osteoprogenitoras, em
um determinado defeito ésseo, por meio do impedimento do desenvolvimento de tecido
conjuntivo naquele local (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001; TAGA et al., 2008).

Os biomateriais de origem natural, principalmente os autégenos, por possuirem
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas similares ou iguais as do tecido de origem,
sdo considerados 0 padrdo-ouro para uso como enxerto no reparo tecidual, porém, a coleta
de material autdgeno torna-se desvantajosa uma vez que causa grande morbidade do sitio
doador (CASTRO-SILVA et al., 2009). Diante disso, 0 uso de biomateriais de origem
sintética apresenta-se mais vantajoso, pois nao depende de coleta de materiais autdgenos

ou do uso de materiais alégenos provenientes de um banco de tecidos; ha reducéo de
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tempo clinico no tratamento; e esses biomateriais possuem composi¢édo e propriedades
fisico-quimicas bem conhecidas e alta disponibilidade (ROGERS; GREENE, 2012;
AITASALO; PELTOLA, 2007).

Uma alternativa emergente na substituicdo de materiais autogenos em aplicagdes
terapéuticas € o uso de materiais de origem xendgena, pois seu uso reduz a taxa de
morbidade e ndo depende da coleta de material autdgeno (CASTRO-SILVA et al., 2009).
Muitos materiais xendgenos possuem propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
semelhantes aos autdgenos e, por isso, normalmente apresentam biocompatibilidade
(CASTRO-SILVA; LIMA; GRANJEIRO, 2013). Diante disso, a pesquisa na area de
biomateriais tem aumentado nos Gltimos anos e busca o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas para o reparo tecidual (BITTENCOURT et al., 2014).

O aumento da expectativa de vida bem como o aumento da popula¢do mundial
tende a aumentar a necessidade de materiais que possibilitem a realibilitacdo ou
substituicdo de o6rgdos injuriados (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). Um
biomaterial adequado para o reparo tecidual eficiente deve ser biodegradavel e bioativo
se aproximando das caracteristicas da matriz extracelular e sendo capaz de estimular a
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular para a formacdo de novos tecidos
(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015).

O aproveitamento de subprodutos da industria avicola para o desenvolvimento de
biomateriais representa uma alternativa promissora na area de Biotecnologia.
Subprodutos como penas, carcacas, peles e tenddes constituem uma matéria-prima ainda
pouco explorada, barata e de alta disponibilidade. Importantes fontes de proteinas,
lipideos e minerais, tais subprodutos podem ser aproveitados como insumos
biotecnologicos para o desenvolvimento de biomateriais a base de colageno
(CAVALCANTE et al., 2017), queratina (WANG et al., 2017a; KAMARUDIN et al.,
2017) e biopatita (SUPOVA; MARTYNKOVA; UCHARDA, 2011). No entanto, até que
esteja disponivel para aplicacédo clinica, um biomaterial passa por uma série de etapas que
vao desde a sua obtencdo aos estudos de caracterizacao fisica, quimica e biolégica. A
caraterizagdo da biocompatibilidade in vivo € uma etapa essencial para o desenvolvimento

de biomateriais para aplicacdo clinica (WANG et al., 2017b).
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2.2.1 Biomateriais a base de Colageno

O colégeno é considerado a proteina mais abundante em humanos e mamiferos e
que, além do seu papel majoritario atuando como proteina estrutural, exerce também
variadas fungdes nos sistemas biologicos auxiliando nas fungdes exercidas por varios
o0rgdos e tecidos nos quais se faz presente (CAVALCANTE et al., 2015). A estrutura
basica do colageno apresenta trés cadeias polipeptidicas dispostas paralelamente em
forma de fibras (KUCHARZ, 1993). De acordo com o local onde se encontra e com a sua
estrutura tridimensional, o coldgeno pode apresentar diferentes caracteristicas.
Atualmente j& se conhece 29 tipos de colageno, estando alencado na Tabela 1 os
principais tipos e algumas de suas caracteristicas.

Tabela 1 — Tipos e distribuicdo do colageno.

Tipo  Classe Distribuigdo nos tecidos

| Formadores de fibrilas Tipo mais abundante encontrado na pele, 0sso, ligamento,

tendao, fibrocartilagem e cornea

1 Formadores de fibrilas Cartilagem hialina e elastica, disco intervertebral e humor
vitreo

11 Formadores de fibrilas Prevalente nos vasos sanguineos, pele e intestino

v Formadores de redes Laminas basais e cépsulas do cristalino

\Y Formadores de fibrilas Associado com coldgeno tipo | no 0sso, membrana da placenta
e cornea

Fonte: Adaptado de Fratzl (2008).

O colageno do tipo I é considerado 0 mais abundante nos animais estando presente
principalmente na pele, 0ssos e tendfes. Formado por 3 longas cadeias polipeptidicas do
tipo a, sendo duas idénticas (al) e uma distinta (a2), cada uma contendo mais de 1000
aminoéacidos, o colageno tipo | pode ser encontrado em grande quantidade na matriz
extracelular na forma de fibrilas e € capaz de suportar a adesdo e proliferacdo celular
(FRIESS, 1998). No ambiente in vivo, o colageno fornece forca e resisténcia ao tecido
conjuntivo, funciona como um ligante natural para células e possui papel fundamental na
regulacdo do reparo tecidual (HELARY et al., 2014; FRIESS, 1998).

Diferentemente da maioria dos polimeros sintéticos, formados por cadeias
polipeptidicas com tamanho e sequéncia de amino&cidos variaveis, o colageno é uma

proteina que apresenta cadeias polipeptidicas com sequéncia de aminodacidos, estrutura e
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tamanho especificos (FRIESS, 1998). Além disso, o colageno tipo | apresenta uma
sequéncia de aminoécidos que se assemelha entre as diversas espécies, caracteristica que
pode estar relacionada com a biocompatibilidade natural dessa proteina, como observado
por Helary et al. (2014) que avaliaram a biocompatibilidade in vitro de matrizes de
colageno extraido de tenddes da cauda de camundongos utilizando uma cultura de
fibroblastos e observaram que as mesmas apresentaram citocompatibilidade. Tais
caracteristicas fazem do colageno um polimero favoravel para aplicacbes biomédicas,
sendo o tipo | o mais utilizado como biomaterial (FRIESS, 1998).

Por meio de técnicas especificas, € possivel fazer a extracdo de colageno do seu
local de origem e reconstrui-lo in vitro para uso como biomaterial, como feito por
Cavalcante et al. (2015), que obtiveram colégeno a partir de peles e tenddes de pés de
frango. A extracdo do colageno a partir de subprodutos animais inclui uma etapa de
descelularizacdo, que quando ndo realizada de forma eficiente, pode torna-lo
imunogénico (KEANE et al., 2012). Portanto, embora se saiba que o colageno seja
naturalmente biocompativel, o desenvolvimento de novos biomateriais & base dessa
proteina tém que obrigatoriamente passar por uma etapa de caracterizacdo bioldgica,
tendo em vista que o processo de extracdo e obtencdo podem alterar as suas caracteristicas

finais e influenciar na reposta tecidual.

2.2.2 Biomateriais a base Queratina

Assim como o colageno, a queratina € uma proteina encontrada em grande
quantidade em mamiferos. Juntas, sdo consideradas os biopolimeros mais importantes no
reino animal. Formados por células especializadas denominadas queratinécidos e
presentes no epitélio, os materiais queratinosos desempenham variadas funcGes e podem
ser encontrados em diversas espécies animais na forma de 14, penas, escamas, unhas,
chifres, bicos etc. (WANG et al., 2016a) (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo de a e p-queratinas

a-queratinas L4, pélos, penas, unhas, chifres, cascos e estrato corneo
B-queratinas Penas, bicos e garras de aves, garras de répteis e escamas
o e B-queratinas Epiderme de répteis, escamas de Pangolin

Fonte: Adaptado de Cavalcante et al. 2017.
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De acordo com o tipo de estrutura secudaria que apresenta, a queratina pode ser
classificada em a-queratina, formadas por a-hélice, ou f-queratina, formadas por folhas-
B-pregueadas. Ambas s&o constituidas por cerca de 21 amino&cidos, sendo o sulfurado
cisteina 0 componente majoritario, possibilitando a existéncia de um grande nimero de
ligacGes dissulfeto intra e intermoleculares conferindo a queratina propriedades como
resisténcia mecéanica e pouca solubilidade em um grande nimero de solventes
(GUZMAN et al, 2011; LODISH., 2000).

Caracteristicas Unicas da queratina, como biocompatibilidade, bioatividade,
biodegradabilidade, abundancia natural e capacidade de formar uma matriz
tridimensional adequada a infiltracdo, adesdo e proliferacdo celular, tém estimulado
estudos e uso dessa proteina como biomaterial visando sua aplicacdo na cura de lesdes e
hemostasia (WANG et al., 2016a; LUO et al., 2016). Muitos estudos em reparo tecidual
envolvendo o uso de queratina focam no uso da queratina capilar, porém pode-se obté-la
de outras fontes incluindo penas de aves, uma matéria-prima ainda pouco explorada
(WANG et al., 2017a).

As penas de aves tém como um de seus constituintes majoritario a queratina. O
isolamento de queratina a partir de penas de frango para utilizacdo na cicatrizacdo de
lesGes apresenta maiores vantagens em relacéo ao uso da queratina capilar (WANG et al.,
2017a), que pode ter sua qualidade comprometida devido a procedimentos capilares
frequentes, como o uso de tintura. Além disso, a indUstria avicola gera, anualmente,
bilhdes de toneladas de penas de frango (KORNILLOWICZ-KOWALSKA et al., 2011)
que normalmente séo descartadas, mas que podem ser utilizadas como potencial fonte
para a extracao de queratina. Dessa forma, a utilizagdo da queratina proveniente de penas
de frango para aplicacGes biomédicas tem se tornado potencialmente atrativa (WANG et
al., 2016b). Além do efeito da queratina oriunda de penas na cicatrizacdo de feridas, é
necessario também avaliar a biocompatibilidade in vivo dessa proteina quando se
intenciona o desenvolvimento de biomateriais para aplicacdo no reparo tecidual (WANG
etal., 2017b).

O desenvolvimento de biomateriais a base de nanoqueratina pode ser mais
vantajoso do que o uso da queratina normal. Na forma de nanoparticulas, a queratina tem
sua superficie de contato ampliada, o que pode melhorar a interacdo celula/biomaterial
levando ao recrutamento celular e acelerando o reparo tecidual (SARAVANAN et al.,
2013).
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2.2.3 Biomateriais a base de Apatitas

O termo “apatita” pode ser aplicado a todos os compostos com foérmula geral
A10(BO4)6Z, (ou Ms(X04)3X), onde A é geralmente um cation metalico divalente (Ca?",
Sr2*, Ba®*, Pb?* ou Cd?*), BO+* um anion trivalente com B geralmente sendo um metal
(PO4*, AsO4* ou MnO4*) e X um &nion monovalente (F-, Cl-, OH- ou Br-) (IBUKI,
2014). O nome especifico de cada apatita depende dos elementos ou radicais A, B e X,
por exemplo, a hidroxipatita € uma apatita com estrutura cristalina contendo A como
Calcio, B como Fosforo (PO4+*) e X ¢ o radical hidroxila (OH-) e formula molecular
[Cal0(PO4)6(OH)2] (DENG et al., 2013).

As apatitas biol6gicas ou bioapatita constiuem o principal componente inorgancio
de ossos e dentes (LIU et al., 2013). Do ponto de vista quimico, as bioapatitas sdo
derivadas das hidroxiapatitas, apresentando substitui¢do de ions de carbonato por ions de
fosforo e hidroxilas em comparacao a estrutura original da hidroxiapatita, e ao contrario
desta, sdo consideradas célcio deficientes (LIU et al., 2013; DENG et al., 2013). A baixa
propor¢do de Calcio/Fostato, o tamanho menor dos cristais e grande quantidade de
substituicdo de carbonato, caracateristicas tipicas das bioapatitas, aumentam a
solubilidade das moléculas de apatitas e influenciam positivamente na sua
biocompatibilidade (DENG et al., 2013). Este conjunto de caracteristicas é responsavel por
atribuir as apatitas biol6gicas um maior grau de semelhanca com a fase mineral do 0sso humano
(IBUKI, 2014). A porc¢éo inorgénica do 0sso é constituida de cristais de hidroxiapatita alinhados
paralelamente ao longo do eixo das microfibrilas, sendo resultante do processo de
biomineralizacdo das fibrilas de colageno (PASTERIS; WOPENKA, 2008). A Figura 1 apresenta
a estrutura hierarquica da matriz 6ssea.

A similaridade quimica com a por¢do inorgénica dos tecidos calcificados confere as
hidroxiapatitas boa biocompatibilidade e propriedades como osseoconducdo e bioatividade, ndo
produzindo repostas indesejaveis quando em contato com sistemas bioldgicos (CHISSOV et al.,
2008; ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001). Além de caracteristicas bioldgicas, as
hidroxiapatitas também apresentam caracteristicas fisico-quimicas adequadas ao reparo de
tecidos mineralizados e, por conta disso, tém sido bastante estudadas nos Gltimos anos visando o
desenvolvimento de biomateriais para aplicacdo no reparo de tecido 6sseo (GRENHO et al.,
2015).
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Figura 1 — Estrutura hierarquica da matriz éssea. Fonte: Adaptado de Shadat- Shojai et al.,
(2013).

A obtencdo de hidroxiapatita pode ser feita basicamente de duas formas: sintese
em laboratorio ou extracdo a partir de 0ssos de animais, como o frango (CAVALCANTE
et al., 2017). O isolamento de bioapatita a partir de 0sso xendgeno apresenta algumas
vantagens em relacdo aos demais, sendo a similaridade morfoldgica, estrutural e quimica
com 0 0sso humano uma das mais citadas. E importante também considerar o fato de que
0ss0s Xenodgenos sio uma matéria prima barata e largamente disponivel (SUPOVA,
2014).

Materiais bioceramicos a base de hidroxiapatita sozinha ou em associacdo a
silicone apresentaram-se biocompativeis e bioabsorviveis quando avaliados in vivo, em
um modelo de subcutaneo de camundongos, num periodo de trés meses (CHISSOV et al.,
2008). No mesmo estudo também foi avaliado in vivo o potencial desses materiais
bioceramicos na substitui¢do de defeitos 6sseo de tamanho critico utilizando um modelo
de fenestracdo em ratos Wistar, onde foram observados em trés semanas a formagéo de
tecido 6sseo esponjoso e em sete semanas focos de formacéo de tecido 6sseo (CHISSOV
et al., 2008). Danesh et al. (2010) avaliaram a biocompatibilidade de hidroxiapatita
sintética, utilizando um modelo de enxertia em subcutaneo de camundongos, em 15, 30 e
60 dias, e observaram que o biomaterial apresentou-se biocompativel e ainda estimulou
respostas teciduais satisfatdrias, com presenca local de nodulos de calcificacao.

Ainda, sugere-se que biomateriais ceramicos ideais para utilizacdo no reparo

0sseo, além de caracteristicas quimicas, devem apresentar minimamente certa porosidade
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(GRENHO et al., 2015). A presenca de poros na superficie do biomaterial facilita a
adesdo, proliferacdo e crescimento celular, pois permite a difusdo de nutrientes e
metabdlitos, a produgdo de matriz extracelular e neovascularizacdo (GRENHO et al.,
2015; TRIPATHI; BASU, 2012).

2.2.4. Caracterizacao biologica in vivo

A aplicacdo clinica de um biomaterial exige que 0 mesmo apresente caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas satisfatdrias. A caracterizagdo biologica de um biomaterial
consiste em testes que podem ser realizados in vivo e/ou in vitro, que objetivam conhecer
um padrao de respostas teciduais ou celulares desencadeadas pelo biomaterial quando em
contato com sistemas biologicos (WANG et al., 2017b).

Testes in vivo de bioprodutos para a finalidade de reparo 6sseo usando as
metodologias de enxertia ectdpica ou em subcutdneo sdo amplamente utilizados na
literatura e conferem base cientifica a este estudo temético ainda inédito, pela diversidade
de reacdes bioldgicas que tangem a avaliacdo de processos inflamatorios e de reparo, alvo
de nossas analises, que ndo estariam contemplados em testes isolados de monocamada de
apenas uma linhagem celular in vitro (BITTENCOURT, R. C. et al., 2014; SENA, L. A.
etal., 2014; GIORNO, B. et al., 2014; JARDELINO, C. et al., 2012; LOMELINO, R. O.
et al., 2012; LIMA, C. J. et al., 2011; PAULO, A. O. et al., 2011). Além disso, sabe-se
que através de testes in vivo com animais obtém-se resultados que melhor representam
situacdes clinicas (SCHMALZ, G.; ARENHOLT-BINDSLEYV, D., 2009).

A caracterizacdo biol6gica in vivo de dispositivos medicos implantaveis ou
biomateriais segue a normatizacéo internacional 1SO 10993-6 (ISO, 2007), que avalia a
presenca, a extensdo e o tipo de infiltrado inflamatorio, bem como os fenbmenos de
reparo, incluindo fibrose e angiogénese.

Dependendo da resposta tecidual observada e de sua intensidade, é possivel
classificar um biomaterial como citotoxico ou biocompativel. Biomateriais nédo
compativeis ou tdxicos, quando em contato com o tecido, podem desencadear a necrose
do tecido circunjacente (WANG et al., 2017b, ONUKI et al., 2008). A necrose pode ser
explicada pela morte de neutréfilos ou macréfagos com consequente liberagdo de
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citocinas, enzimas e radicais livres que causam o dano tecidual irreversivel (COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2004).

Um biomaterial considerado biocompativel ndo provoca danos as células do
hospedeiro ou os provocam numa porcentagem aceitdvel (GALLER et al., 2011).
Adicionalmente, pode-se avaliar também a bioatividade do biomaterial. Um biomaterial
bioativo é aquele que, além de apresentar boa biocompatibilidade, é capaz de estimular
respostas bioldgicas pela interacdo célula-biomaterial e auxiliar no reparo de estruturas
injuriadas (ONUKI et al., 2008).

A caracterizacdo bioldgica de um biomaterial implantado em tecidos deve ser
realizada por um patologista toxicoldgico que avaliara a sua biocompatibiliade e eficacia
(NYSKA et al., 2014) e envolve a avaliacdo de citotoxicidade, irritacdo, respostas
alérgicas, inflamacéo e toxicidade crénica e sisttmica (KATT]I et al., 2002).

A implantacdo de um biomaterial em tecido subcutaneo é seguida de uma reposta
inflamatoria local (FOURNIER et al., 2003), caracterizada pela migracdo de células
inflamatorias da corrente sanguinea (diapedese) para o local do implante. De uma forma
geral, a resposta celular associada a inflamacdo, se da em trés fases principais:
recrutamento celular, com consequente formacdo do infiltrado inflamatério, ligacdo a
substratos proteicos e ativagdo (ANDERSSON et al, 2007).

O processo inflamatério pode ser divido em dois estagios: fase aguda e fase
crénica (Figura 2). A fase aguda do processo inflamatério € caracterizada pela
vasodilatacdo, inicio da infiltracdo de leucdcitos e aumento da viscosidade sanguinea e
sua duracdo varia de algumas horas a dias (NYSKA et al., 2013). Nesta fase, no caso da
implantacdo de um biomaterial, proteinas oriundas do tecido circunjacente e proteinas
sanguineas se aderem a superficie do biomaterial formando uma forte e adesiva camada
proteica que impede que as células do infiltrado inflamatdrio tenham contato direto com
0 mesmo (FOURNIER et al., 2003). O infiltrado inflamatério é constituido
principalmente de neutrofilos, embora também possa ser detectada a presenca de

monacitos, macrofagos ativados e linfocitos (FOURNIER et al., 2003).
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Figura 2: Representacdo das fases aguda e crénica da reacdo de corpo estranho tecidual

€ Seus componentes. Fonte: Adaptado de NYSKA et al., 2014.

A fase cronica do processo inflamatdrio é mais tardia em relacdo a fase aguda
sendo caracterizada pela proliferacdo de macrofagos e fibroblastos no tecido injuriado
(FOURNIER et al.,2003). Nesta fase é possivel ser detectada também a presenca de
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, que originam-se da fusdo de
macrofagos (NYSKA et al., 2014; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2004), e a deposicao
de colageno e proteoglicanos, produzido por fibroblastos, no entorno do corpo estranho
formando uma capsula que o separa dos restante do tecido (WYNN, 2008). A essa
deposicdo de colageno da-se o nome de fibrose, que surge quando a taxa de formacédo de
colageno, em resposta a presenca do corpo estranho, excede a sua degradacdo (WYNN,
2008). A fibrose é considerada uma resposta reparativa normal do tecido, portanto ndo
pode ser considerada indicativa da presenca de biomateriais ndo-biocompativeis (WYNN,
2008; ONUKI et al., 2008).

Os neutréfilos constituem a maior populacdo de células de defesa presente no
sangue, possuem atividade fagocitica e participam, principalmente, da resposta

inflamatdria aguda, sendo observados em maior quantidade em periodos experimentais
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curtos (FOURNIER et al., 2003; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2004). O recrutamento
das células inflamatorias observadas na fase aguda da inflamacé&o, ocorre por meio da
acdo de mediadores pré-inflamatorios, as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF- a), produzidos por mondcitos, macrofagos ativados,
fibroblastos e células endoteliais e podem intensificar o processo inflamatorio
(FOURNIER et al., 2003). Os mondcitos constituem a segunda maior populacdo de
células de defesa presente no sangue. Quando fora dos vasos sanguineos e habitando os
tecidos sdo chamados de macrofagos e também desempenham papel fagocitico, agindo
sozinho ou associados na forma de células gigantes multinucleadas, ajudando na
eliminacdo de agentes estranhos e, embora possam estar presentes na resposta
inflamatoria aguda, eles estdo relacionados principalmente com a reposta inflamatoria
crénica (NYSKA et al., 2013; FOURNIER et al., 2003; LUCAS et al. 2010; COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2004). A presenca de reacdo de corpo estranho no tecido
circunjacente ao biomaterial ocorre quando ha interacdo com o sistema imune do
hospedeiro levando a inflamacgéo e consequente formacdo de células gigantes do tipo
corpo estranho, bem como macrofagos (VEISEH et al.,, 2015; ANDERSON;
RODRIGUEZ et al., 2008). Quando um material implantado permanece muito tempo em
contato com o tecido e hd um constante estimulo a inflamac&o, pode ocorrer a formacéo
de um granuloma, que é caracterizado pelo acimulo de linfocitos e macrofagos ativados,
grande quantidade de células gigantes multinucleadas, presenca de edema e dor (NYSKA
etal., 2013; FOURNIER et al., 2003).

Algumas caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de novos biomateriais
naturais devem considerar se ndao ha geracdo de reacao inflamatoria significativa a longo
prazo, sdo reabsorviveis, sdo de facil preparo e esterilizacdo e tém longa validade
(MIDDLETON; TIPTON, 2000). A biocompatibilidade de um biomaterial esta
relacionada com as caracteristicas do proprio material (fatores intrinsecos) ou com a
reagdo do sistema imune do hospedeiro (fatores extrinsecos). (FOURNIER et al., 2003).
Compbem os fatores intrinsecos: morfologia, tamanho, porosidade, composicao,
esterilidade, tempo de implantacdo, degradacdo, quimica e rugosidade da superficie do
biomaterial (FOURNIER et al., 2003). J& os fatores extrinsecos estdo relacionados a
espécie e genética do hospedeiro, microambiente e local de implantagdo (FOURNIER et
al., 2003).
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Fatores como a degradacdo e composicdo do biomaterial implantado podem
influenciar na toxicidade do mesmo. Durante a degradacdo podem ocorrer alteragdes nas
caracteristicas fisicas e de compabilidade do biomaterial que pode tornar-se tdxico ao
tecido com qual esta em contato (KATTI et al., 2002). Alem disso, a presenca de
compostos lixividveis na composicdo do biomaterial também podem induzir uma
toxicidade ao tecido (KATTI et al., 2002). Ao contrério da toxicidade induzida pela agéo
de uma droga, que é dose dependente, a resposta tecidual induzida pela implantacdo de
biomaterial é tempo dependente (SCHUH, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1.1. Objetivo Geral

Caracterizar as respostas bioldgicas locais frente ao enxerto de potenciais

biomateriais provenientes de subprodutos da industria avicola para fins de reparo 6sseo.

3.1.2. Objetivos Especificos

Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradacao de coldgeno enxertado em tecido
subcutaneo de camundongos;

Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradacdo de nanoqueratina enxertada em
tecido subcutaneo de camundongos;

Avaliar a biocompatibilidade e a biodegradacdo de bioapatita enxertado em

tecido subcutaneo de camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral sob o protocolo
CEUA-UFC n° 04/17 (ANEXO ).

4.2.  Obtencédo e processamento do material-teste: Colageno, Nanoqueratina e

Bioapatita

Os materiais-teste para este estudo foram obtidos de subprodutos da inddstria
avicola por Cavalcante et al. (2017), sendo o colageno obtido de peles e tenddes de pés
de frango, a nanoqueratina obtida de penas de frango e a bioapatita obtida de ossos de
frango. Todo o processo de obtencdo e processamento da matéria-prima para geracéo dos
materiais-teste, bem como a fase preliminar de caracterizacdo fisico-quimica dos
materiais-teste, foram realizados no Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria
Tropical da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (CNPAT/EMBRAPA,
Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Fortaleza, CE, Brasil).

A caracterizacdo fisico-quimica dos trés materiais incluiu as andlises de
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), para andlise da ultraestrutura,
Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), para analise da
composic¢do organica pelos diferentes grupos quimicos, Difracdo de raios-X (DRX) para
a identificacdo e caracterizacdo estrutural de materiais cristalinos (Figura 3), Analise
Termogravimétrica (TGA), para andlise da estabilidade térmica, Espectroscopia de
energia dispersivas (EDS) para andlise da razdo Calcio/Fosfato (Ca/P), calorimetria
exploratoria diferencial, tamanho da particula e potencial zeta, para analise da supensao
coloidal (CAVALCANTE et al., 2017).
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Figura 3 — Materiais disponiveis para caracterizacdo bioldgica in vivo. Fotografias do
Grupo 1 Colageno (100%) (A), Grupo 2 - Nanogueratina (100%) (B) e Grupo 3 -

Bioapatita (100%) (C). Eletromicrografias de varredura do colageno (D), nanogueratina

(E) e bioapatita (F). Fonte: Adaptado de Cavalcante et al. (2017). Imagens autorizadas para reprodugéo

pelos autores.

O colageno obtido apresentou microestrutura filamentosa irregular tipica de
colageno tipo I, e superficie de aspecto limpo, um indicativo da auséncia de proteinas ndo
colagenosas e material inorganico presentes anteriormente nas amostras. Os resultados de
FTIR mostraram a presenca de bandas comuns a proteinas, a saber: Amida A, Amida I,
Il e 111; e a estrutura em tripla hélice do coldgeno manteve-se integra. Os resultados para
Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS mostrou a auséncia do pico 280nm indicando a
auséncia de proteinas ndo colagenosas. A temperatura de desnaturacdo do colageno foi
de 40,5°C e esta dentro dos padrdes considerados normais para colageno obtido de peles
e tenddes de frango (CAVALCANTE et al, 2017).

A nanoqueratina apresentou-se na forma de laminas de tamanhos variveis e
superficie rugosa com expessura de aproximadamente 200nm. Além disso, apresentou
estabilidade em suspensdo e particulas com tamanho médio de 167nm e boa dispersdo em
suspensdo. Na analise de FTIR, a nanoqueratina apresentou ampliacdo de zonas com
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configuracdo beta ¢ diminuigdo da banda Amida I que esta relacionada com a presenca
de a-hélice ordenada e corresponde estiramentos simétricos de ligacGes N-H. Na anélise
TGA, a nanoqueratina apresentou estabilidade térmica superior a da queratina presente
nas penas (CAVALCANTE et al., 2017).

A bioapatita apresentou-se na forma de po branco, livres de matéria organica e
com teor de carbonato de 5,02%. Na anélise TGA, a bioapatita apresentou perda de massa
superior a 2% a partir de 310°C, o que foi atribuido & decomposic¢éo de parte do percentual
de carbonato observado por FTIR. Os resultados para DRX mostraram que as amostras
apresentaram altos indices de cristalinidade e constituicdo majoritaria de Ca e P com razédo
Ca/P inferior a 1,67 (CAVALCANTE et al., 2017).

O material utilizado como controle positivo tanto para o colageno quanto para a
nanoqueratina foi uma membrana de colageno bovino (Lumina Coat Double Time®,
Criteria Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil). De acordo com as informacdes disponibilizadas pelo
fabricante na bula do material, a Lumina Coat Double Time® é constituida basicamente
por dupla camada de fibras de coladgeno tipo | entrelacadas, é biocompativel,
osseocondutora e 0 seu prazo de reabsorcdo ultrapassa 8 semanas pds-implantacédo
(CRITERIA LTDA, 2018).

Jé& para a bioapatita utilizou-se como controle positivo 0sso bovino mineralizado
com granulagdo média (600-425um) (Lumina Bone®, Criteria Ltda, Sd0 Paulo, SP,
Brasil). De acordo com as informaces disponibilizadas pelo fabricante na bula do
material, o0 Lumina Bone® é um composto mineral acelular natural derivado da estrutura
6ssea bovina utilizado pela Medicina e Odontologia como enxerto 6sseo em cirurgias que
exijam regeneracio de tecidos mineralizados. E constituido por uma série de compostos
minerais de céalcio e fosforo e predominantemente de hidroxiapatita (95%), sendo
biocompativel e bioabsorvivel em um prazo de 3 a 8 meses dependendo do metabolismo
do paciente (CRITERIA LTDA, 2018).

4.3. Preparo dos materiais para enxertia

O preparo dos materiais (teste e controle) para enxertia foi parcialmente baseado
na norma ISO 10993-6 de 2007, que preconiza distintas dimens6es segundo a forma de
apresentacdo do produto. Segundo a norma, idealmente para fins de testagem in vivo em

modelos murinos, materiais na forma de laminas devem possuir o tamanho de 10-12mm?,
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materiais nao-sélidos incluindo pds devem ser preparados em tubos cilindricos de
polietileno com 1,5mm de didmetro e 5mm de comprimento, enquanto materiais na forma
de granulos ndo tém orientacdes especificas (ISO, 2007).

Nesse estudo, 0s materiais-teste a base de coldgeno e nanoqueratina se
apresentavam na forma de laminas friaveis enquanto a bioapatita se apresentava na forma
de p6 denso. O material controle a base de coldgeno apresentava forma de ldmina Unica
resistente e o material a base de osso mineralizado tinha forma de granulos. No intuito de
normalizar a quantidade de cada tipo de material a ser enxertado em cada leito cirurgico,
ficou definida a superficie relativa padrdo de 10mm? para se chegar a quantidade
individual de cada produto (Figura 4). Em uma folha de papel aluminio foi realizada
demarcacgio de uma area de 10mm? e feito o seu preenchimento com cada material-teste,
formando uma camada fina e uniforme. Em seguida, os materiais-teste foram pesados,
relocados e transportados em microtubos plasticos de 1,5mL (Axygen, Union City, CA,
EUA) para esterilizacdo na luz ultravioleta em cabine de seguranca bioldgica (Pachane,
Piracicaba, SP, Brasil) durante 30 minutos. Sob a manipulacdo do operador em ambiente
estéril, os tubos foram fechados, suas tampas seladas com Parafilme (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, HE, Alemanha) e os materiais permaneceram estéreis até o momento da
enxertia. O preparo do material controle para coldgeno e nanoqueratina baseou-se no
recorte do produto na dimensdo de 10mm?. O preparo do material controle da bioapatita
seguiu 0 mesmo protocolo de dimensao e pesagem dos materiais-teste, esterilizacdo e

acondicionamento em microtubos plasticos.

Coldgeno Nanogueratina Bioapatita

Materiais-teste

Materiais-controle
A

Membrana de colédgeno Osso mineralizado
(10mm2) (0,028mg)

Figura 4 — Preparo dos materiais-teste e seus respectivos controles. Fonte: elaborada pelo

autor.
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4.4. Delineamento experimental in vivo

Para a enxertia realizada em tecido subcutaneo murino, foram utilizados 45
espécimes de camundongos Swiss de ambos 0s sexos, adultos jovens com 6 semanas de
idade e 30g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(BIOCEN/UFC, Fortaleza, CE, Brasil). Durante todo o periodo experimental, todos os
camundongos estiveram em ambiente laboratorial apropriado, com boas condicGes de
alimentacdo, ventilacdo e ciclos de claro/escuro de 12h cada e foram monitorados
diariamente pelo pesquisador responsavel no Biotério Setorial da Universidade Federal
do Ceara (UFC, Sobral, CE, Brasil).

A anestesia geral foi obtida por aplicagdo intramuscular de solugdo composta por
100 mg/kg de ketamina (Francotar®, Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina
(Rompum®, Bayer, Belford Roxo, RJ, Brasil) proxima do musculo reto femoral da pata,
mostrando duracéo de efeito de 40 minutos. Apds constatacdo da imobilidade e frequéncia
respiratoria dos animais, os mesmos foram colocados sobre um campo operatorio
esterilizado e tiveram a regido tronco-dorsal tricotomizada com lamina de bisturi de ago
carbono estéril n° 15 (Lamedid-Solidor, Osasco, SP, Brasil) e degermada com gaze
embebida em clorexidina alcodlica 0,5% (Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil).

Foram realizadas duas incisfes lineares, uma no lado esquerdo e outro no lado
direito por animal, com 1cm de extensdo cada utilizando-se uma lamina de bisturi n°® 15
nova, seguidas de divulsdo delicada do tecido subcutdneo com tesoura romba de
Metzembaum (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil) para criacdo de duas bolsas subdérmicas
de 10mm? (Figura 5). Cada animal recebeu uma exertia de grupo teste e controle,

conforme demonstra a Tabela 3.
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A B
Figura 5 — Criag&o de bolsas subdérmicas bilaterais em regido tronco-dorsal para enxertia
de material-teste (A- Lado esquerdo) e controle (B- Lado direito) em mesmo animal. A
area relativa ocupada por cada material enxertado (quadrado tracejado) corresponde a

10mm?. Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 3 — Grupos experimentais e controles, tempos experimentais e ndmero de
espécimes usados no estudo de caracterizagdo bioldgica in vivo (n=45).

Material teste Material controle (+) Tempos experimentais Amostra

Grupo 1 Grupo 4
Coldgeno F()ie frango Colageno bovino 1,3 e 9 semanas 15

(EMBRAPA, CE, Brasil) (Criteria Ltda®, SP, Brasil) (5 animais por COﬂdl(}aO)

Grupo 2 Grupo 4
Nanogqueratina de frango Colageno bovino 5 anli,rr?a(iesg s(,)erngz?]zsi 50) 15
(EMBRAPA, CE, Brasil)  (Criteria Ltda®, SP, Brasil) P ¢
Grupo 3 Grupo 5
Bioapatita de frango Osso mineralizado SRR IS 15

(EMBRAPA, CE, Brasil) (Lumina-Bone®, SP, Brasil) (5 animais por condicdo)

Fonte: elaborada pelo autor.

Os Grupos 1, 2, 3 e 5 foram enxertados com auxilio de microtubos plasticos de
1,5mL nos quais 0s mesmos estavam previamente estocados, sendo entdo perfurados na
porcdo conica e realizada vibracdo manual sutil para facilitar o extravasamento dos
produtos para a area receptora. O Grupo 4, comercializado na forma de membrana com
2cm de lagura por 6cm de comprimento, foi recortado no momento da cirurgia e
enxertado com auxilio de uma pinca dente de rato (Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil).
Apbs realizada cada enxertia subcutanea dos materiais, o retalho correspondente foi
reposicionado e suturado com fio de nylon 4.0 (Ethilon™, Ethicon Inc, Sommerville, NJ,
EUA). Os camundongos foram deixados em gaiolas individuais com racdo peletada
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(Nuvilab CR1®, Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e agua ad libitum, nio havendo
intercorréncias pds-operatorias significantes durante o experimento.

Os sacrificios foram realizados nos tempos experimentais de 1 semana, 3 semanas
e 9 semanas apds a cirurgia, com 5 animais por condicdo experimental. Os animais foram
eutanaziados com sobredose de solugdo anestésica, 0 que causou morte sem dor ou
sofrimento. Constatada a morte de cada animal, foi realizada necrdpsia excisional,
contendo a area do enxerto e sua periferia, com uma margem de seguranca de 1cm além
da area do enxerto e cada amostra foi colocada em formol 4% tamponado (VETEC,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) com pH 7,2 por 48 horas para fixacdo. O esquema resumido

de todo o delineamento experimental encontra-se na Figura 6.

'
p
- Camundongos Swiss - Quetamina (100mg/Kg) - Tricotomia dorsal - Incis3o linear (1cm?)
- 6 semanas e 30g - Xilazina (12mg/Kg) - Degermagéo: e divulsdo do tecido
- Ambos 05 sex0s - Duraggo: 40 min. clorexidina 0,5%
Necropsia Eutanasia dos
excisional « animais «
- Area do enxerto + - Tempo experimental:
lcm de margem 1,3 e 9 semanas.
- Fixagdo: formol 4% - Sobredose de solugdo Pos-cirurgico: - Enxertia dos materiais
tamponado (pH 7,2) anestésica (xilasina e . i
) Agua ad libitum e sem (Teste e controle)
quetamina) intercorréncia significante - Sutura: fio de nylon 4.0

Figura 6 — Delineamento experimental in vivo. Fonte: elaborada pelo autor.

As carcacas dos animais foram descartadas em saco plastico branco especial para
lixo com risco bioldgico e armazenadas sob refrigeracéo a -20°.C em um freezer préprio,
até serem coletadas por empresa de coleta de residuos bioldgicos para posterior

incineracao.
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4.5.  Processamento histologico e analise histopatoldgica

As amostras ndo mineralizadas (Grupos 1, 2 e 4), ap6s fixacdo em formol 4%
tamponado por 48 horas, foram clivadas, lavadas em &gua corrente por 1 hora e seguiram
diretamente para desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool etilico puro
(VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil; 1 banho de 70%, 80%, 90% e 3 banhos de 100%, 1
hora cada), diafanizacdo em 3 banhos de xilol puro (VETEC, Duque de Caxias, RJ,
Brasil) por 30 minutos cada, impregnacdo em 3 banhos de parafina liquida a 60°C
(VETEC, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 1 hora cada e inclusdo em parafina (VETEC,
Dugue de Caxias, RJ, Brasil). As amostras mineralizadas (Grupos 3 e 5), ap6s fixacédo em
formol 4% tamponado por 48h, foram desmineralizadas durante 1 hora em solucdo de
acido nitrico aquoso 10% e formalina 4% tamponada (1:1), de acordo com MOLINARO;
CAPUTO; AMENDOEIRA (2010), e depois imediatamente lavadas em agua corrente
por 1 hora, antes de seguirem com o mesmo processamento aplicado aos demais grupos.
As amostras emblocadas em parafina foram microtomizadas com cortes de 5 um de

espessura e coradas pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE). (Figura 7)

Lavagem em agua Anilise das Foto-
corrente Laminas documentagdo
Clivagem - Duracdo: 1h - Em estudo cego - Microscépico Optico (Fwi-1000)
- Camera fotografica
Imersdo solugdo Inclusdo em
desmineralizadora parafina
T 5 imagens
- Acido nitrico 10% + - Cortes de 5um disti glﬁ B
formalina (1:1) - Coloragio por HE istintas/lamina
- Duragdo: 1h - Campos contiguos e
Lavagem em dgua Banho em ndo sobrepostos
corrente parafina liquida
Amostras fixadas e 3 5 S .
Formol 4% - Duracio: 1h | - 3 banhos (60°C) Leitura das
tamponado (pH7,2) - Duragdo: 1h cada ldminas
Desidratagio em Banho em Xilol v Contabilizagio (SO 10993-6)
alcool etilico puro puro - Efeitos bioldgicos inflamatdrios

- 3 banhos
- Duragdo: 30min cada

- 1 banho (70, 80, 90%)
- 3 banhos (100%)
- Duracdo: 1h cada

v Determinacdo do padrio de
biocompatibilidade

| - Efeitos bioldgicos reparativos

Figura 7 — Etapas do processamento das necropsias e analise histopatoldgica. 1-amostras

ndao mineralizadas, 2 - amostras mineralizadas. Fonte: elaborada pelo autor.

Na analise histopatoldgica descritiva, todas as laminas foram avaliadas em

supervisdo de um patologista e passaram pelo processo de fotodocumentagdo em um
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microscopio éptico FWL-1000 (Feldman Wild Leitz, Manaus, AM, Brasil) utilizando a
camera fotografica acoplada Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony, Tokio,
Japdo), para descricdo dos processos gerais de inflamacdo, reparo e persisténcia do
enxerto nas diferentes condi¢Bes experimentais.

Na analise histopatoldgica quantitativa, também sob superviséo de um patologista,
para cada lamina foram capturadas 5 imagens distintas, em campos contiguos néo
superpostos (Figura 8), que foram contabilizadas de acordo com a presenca e intensidade
dos parametros bioldgicos condizentes com os processos de inflamacéo, reparo e presenca
do enxerto, descritos na norma ISO 10993-6, conforme Figura 9. Considerando o0 nimero
de animais (n=45) e o total de 5 grupos analisados, a fotocaptura de 5 campos por animal
(n=5) e os 7 critérios adotados para avaliacdo dos materiais, essa pesquisa totalizou os
numeros de 375 fotomicrografias capturadas e 2625 campos histoldgicos analisados

separadamente.

Figura 8 — Representacdo esquematica por sobreposicdo da fotocaptura de 5 campos
contiguos ndo superpostos em cada lamina histolégica para avaliacdo das respostas

bioldgicas locais ao enxerto em tecido subcutdneo de camundongos. Fonte: elaborada pelo

autor.



40

Padréo de resposta Pontuacdes
inflamatoria 0 1 2 3 4
Neutrofilos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltracdo intensa Sobrelotagéo
ou até 50% / pc* ou >50% / pc*
Linfocitos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltragdo intensa Sobrelotagéo
ou até 50% / pc* ou >50% / pc*
Macréfagos 0 Raros, 1-5/pc 5-10/pc Infiltragdo intensa Sobrelotagéo
ou até 50% / pc* ou >50% / pc*
Células gigantes do tipo 0 Raros, 1-2/pc 3-5/pc Infiltracdo intensa Em camadas
corpo estranho ou até 50% / pc* ou >50% / pc*
Nota: Pc: por campo (400x) *Critério modificado pelos autores
Padréo de resposta Pontuacdes
reparativa 0 1 2 3 4
Neovascularizagéo 0 Minima Grupos de 4-7 Banda ampla de Banda extensa
capilaridade, capilares com capilares com de capilares com
proliferacédo, estruturas estruturas de estruturas
focal, 1-3 brotos fibroblastdides suporte ou até fibroblastdides
de suporte 50% / pc** de suporte ou >
50% / pc**
Fibrose ou Tecido 0 Banda estreita ou Banda de Banda espessa ou Banda extensa
conjuntivo** tecido conjuntivo espessura tecido conjuntivo ou tecido
frouxo até 50% / moderada ou denso até 50% / | conjuntivo denso
pc* tecido pc* >50% / pc*
conjuntivo
frouxo de 50-
100% / pc*
Nota: Pc: por campo (400x) **Critério modificado pelos autores
Padréo de intregridade Pontuacdes
do enxerto 0 1 2 3 4
Presenca do Material*** 0 (100% Minima Leve Moderada Quase total
degradado)*** (até 25%)*** (26-50%)*** (51-75%)*** (76-100%)***

Nota: Pc: por campo (400x)

***Critério incluido pelos autores

Figura 9 — Quadro representativo dos critérios de avaliacdo dos efeitos bioldgicos locais

inflamatdrios, reparativos e de biodegradacdo apos implantacdo dos enxertos em tecido

subcutaneo de camundongos. Fonte: Adaptado de 1SO 10993-6, Anexo E (1SO, 2007).

O padrdo de biocompatibilidade e de biodegradagéo para cada tipo de material

enxertado foi determinado com a ajuda das pontuacdes médias obtidas em cada condicédo

experimental por comparacdo ao controle positivo. Embora recomendado pela norma, o

controle negativo, isto €, o proprio leito cirdrgico subcutaneo sem tratamento, ndo foi

considerado fidedigno para tracar correlacdo aos materiais, visto que o parametro de

biodegradabilidade constituiria um viés a pesquisa, na auséncia de um material enxertado.

Ademais, a implantacdo de um material controle que provocasse notoria resposta

inflamatdria e necrose, como € o caso do latex citado em algumas publica¢des tematicas,

ndo foi realizada nesta pesquisa, justificado pelo cumprimento aos parametros eticos em

pesquisa animal dos 3Rs (Reducdo, Refinamento e Substituicdo). Nesse pensamento, a

falta de um controle com padr6ées inflamatorios e de reparo indesejaveis se justifica por:
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primeiro, ndo comprometer a obtencao de dados e resultados referentes a caracterizacao
biolégica dos materiais-teste, uma vez que o uso do controle positivo nesse estudo ja
oferece os parametros comparativos suficientes para caracterizar a biocompatibilidade e
biodegradacdo dos mesmos; segundo, a presenca do controle negativo pareado ao
implante do material teste no mesmo animal poderia desencadear intensa resposta
inflamatoria e necrose comprometendo o bem-estar do espécime e levando a mudangas
comportamentais e fisiologicas que influenciariam na confiabilidade dos dados obtidos,
ou acarretar a prépria morte do animal; e terceiro, a auséncia de um controle notoriamente
danoso promoveu reducao do sofrimento, da morbidade e da necessidade de usar uma
maior quantidade de animais (SARRAF-SILVA; CAVALCANTE; ANDRADE, 2017).
De acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), o comprometimento do bem-estar animal pode acarretar em consequéncias
como: aumento na variabilidade dos dados; necessidade de um maior nimero de animais;
dificuldade na reprodutibilidade dos resultados; auséncia de dados; credibilidade reduzida
dos resultados; resultados que ndo podem ser aplicados a outras situagdes; resultados
impublicaveis; comprometimento na universalidade experimental e uso desnecessario de
vidas (CONCEA, 2015).

4.6. Andlise estatistica

Todos os dados quantitativos foram tabulados e as médias obtidas de cada
parametro por animal, para compor uma quintuplicata por condic¢éo experimental, foram
dispostas em graficos por meio do programa GraphPrism versao 7.0 (GraphPad Software,
Inc., EUA), para comparagfes intragrupos (mesmo grupo experimental, semanas
experimentais diferentes) e intergrupos (grupos experimentais diferentes, mesma semana
experimental).

Os dados ndo-paramétricos foram calculados por meio do programa GraphPad
InStat versdo 3.0 (GraphPad Software, Inc., EUA) usando teste de Kruskal-Wallis e pds-
teste de Dunn. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi aplicado para todos os testes

estatisticos.
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5. RESULTADOS

5.1.1. Andlise descritiva

5.1.2. Coléageno

A Figura 10 demonstra que o Grupo 1 (material-teste de coladgeno) sofreu
diminuicdo do seu volume inicial em 1 semana pods-enxerto até sofrer completo
desaparecimento em 9 semanas, enquanto o Grupo 4 (material-controle) manteve-se
estavel.

A Figura 11 demonstra que o Grupo 1 apresentou em 1 semana infiltrado
inflamatdrio misto, em 3 semanas um tecido de granulacdo bem vascularizado e em 9
semanas um tecido conjuntivo frouxo, com algumas areas de fibrose. O Grupo 4
apresentou em 1 semana invaséao de infiltrado inflamatorio misto, ja em 3 semanas e em
9 semanas um tecido de granulagdo, sem comprometimento de sua integridade

morfologica.
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Figura 10 — Analise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto

de material-teste de colageno/Grupo 1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M:
musculo, E: enxerto. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala:
200pm.



Figura 11 — Analise histopatolégica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto

de material-teste de colageno/Grupo 1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado
inflamatorio neutrofilico (*) ou linfocitico (**), células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho (P ), vasos sanguineos (—), fibroblastos ou matriz extracelular conjuntiva
(C) e enxerto (E). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala:

20pm.
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5.1.3. Nanoqueratina

A Figura 12 demonstra que o Grupo 2 (material-teste de nanoqueratina) sofreu
diminuicdo do seu volume inicial em 1 semana pods-enxerto até sofrer completo
desaparecimento em 9 semanas, enquanto o Grupo 4 (material-controle) manteve-se
estavel.

A Figura 13 demonstra que o Grupo 2 apresentou em 1 semana infiltrado
inflamatdrio misto, em 3 semanas um tecido de granulacdo vascularizado e rico em
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho e em 9 semanas a persisténcia do
tecido de granulagdo. O Grupo 4 apresentou em 1 semana invasao de infiltrado
inflamat6rio misto, em 3 semanas e em 9 semanas um tecido de granulacdo, sem

comprometimento de sua integridade morfoldgica.
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Figura 12 — Analise histopatologica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto

de material-teste de queratina/Grupo 2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M:
musculo, E: enxerto. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala:
200pm.



Figura 13 — Andlise histopatolégica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto
de material-teste de queratina/Grupo 2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 4 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado
inflamatdrio neutrofilico (*) ou linfocitico (**), células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho (P), vasos sanguineos (—) e fibroblastos ou matriz extracelular
conjuntiva (C) e enxerto (E). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de

escala: 20um.
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5.1.4. Biopatita

A Figura 14 demonstra que o Grupo 3 (material-teste de bioapatita) sofreu
diminuicdo do seu volume inicial em 1 semana pos-enxerto até sofrer parcial reabsor¢édo
em 9 semanas, enquanto o Grupo 5 (material-controle) manteve-se estavel.

A Figura 15 demonstra que o Grupo 3 apresentou em 1 semana infiltrado
inflamat6rio mononuclear, em 3 semanas um tecido de granulacdo vascularizado e com
presenca moderada de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho e em 9
semanas a persisténcia de células gigantes, tendo o tecido de granulacéo cedido espaco a
tecido conjuntivo frouxo ou areas de fibrose. O Grupo 5 apresentou em 1 semana discreto
infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear, em 3 semanas e em 9 semanas minimo infiltrado
inflamatdrio, com algumas células gigantes, quadro compativel com sua reabsorcao

parcial.



49

Figura 14 — Andlise histopatolégica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto

de material-teste de bioapatita/Grupo 3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 5 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). P: pele, M:
masculo, E: enxerto. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala:
200pum.
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)

Figura 15 — Anadlise histopatolégica do tecido subcutaneo de camundongos com enxerto
de material-teste de bioapatita/Grupo 3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) ou
material-controle/Grupo 5 (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado
inflamatorio neutrofilico (*) ou linfocitico (**), células gigantes multinucleadas do tipo
corpo estranho (P), vasos sanguineos (—) e fibroblastos ou matriz extracelular
conjuntiva (C) e enxerto (E). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de
escala: 200um.
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5.1.5. Analise semiquantitativa da interagdo material/tecido

A Tabela 4 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
neutrofilos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto, em analises
intergrupos. Em 1 semana, a presenca de neutréfilos foi maior em G1 e G2 comparados
a G4 (p<0,001) e em G3 comparado a G5 (p<0,001). Em 3 e 9 semanas, ndo houve
diferencas significativas intergrupos.

Tabela 4: Analise semiquantitativa da presenca de neutrofilos em tecido subcutdneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

NEUTROFILOS

Gl G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 1(0-4)*  2(0-4% 104  0(-0+  0(0-3)
3 SEMANAS 0(0-2) 0 (0-4) 0 (0-1) 0(0-3) 0 (0-1)
9 SEMANAS 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e 0sso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Analise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Diferencas significantes intergrupos:
P<0,001 (*, 1, 1). Fonte: elaborada pelo autor.

A Tabela 5 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
linfécitos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto, em analises
intergrupos. Em 1 semana, a presenca de linfdcitos foi maior em G1 e G2 comparados a
G4 (p<0,001). Em 3 semanas, a presenca de linfocitos foi maior em G1 comparado a G4

(p<0,001). Em 9 semanas, ndo houve diferencas significativas intergrupos.
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Tabela 5: Analise semiquantitativa da presenca de linfocitos em tecido subcutdneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

LINFOCITOS
G1 G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 323  3(2-3) 3(2-3) 112+  2(1-3)
3 SEMANAS 2 (1-3)1 2 (1-3) 2 (2-3) 2 (1-3); 1(0-3)
9 SEMANAS 1(0-1) 1(0-3) 1(0-2) 1(0-1) 1(0-2)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e 0sso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Analise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Diferencas significantes intergrupos:
P<0,001 (*, 1, 1). Fonte: elaborada pelo autor.

A Tabela 6 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
macrofagos para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pds-enxerto, em analises
intergrupos. Em 1 semana, a presencga de macrofagos foi maior em G1 e G2 comparados
a G4 (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) e em G3 comparado a G5 (p<0,01). Em 3
semanas, a presenca de macrofagos foi maior em G3 comparado a G5 (p<0,01). Em 9

semanas, a presenca de macréfagos foi maior em G2 comparado a G4 (p<0,01).

Tabela 6: Analise semiquantitativa da presenca de macrofagos em tecido subcutéaneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

MACROFAGOS
G1 G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 1 (0-1)* 1(0-1)% 102+  0(0-1)*t  0(0-1)+
3 SEMANAS 3 (0-4) 2 (0-4) 1 (0-1)% 1(0-1) 0 (0-1)+
9 SEMANAS 0(0-2) 2 (0-4)+ 0 (0-1) 0 (0-1)+ 0 (0-0)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Andlise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn. Diferengas significantes intergrupos: P<0,05
(*), P<0,01 (1) ou P<0,001(%). Fonte: elaborada pelo autor.
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A Tabela 7 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho para todos os grupos (G1 a G5) 1,
3 e 9 semanas pds-enxerto, em andlises intergrupos. Em 1 e 3 semanas, ndo houve
diferencas significativas intergrupos. Em 9 semanas, a presenca de células gigantes

multinucleadas do tipo corpo estranho foi maior em G2 comparado a G4 (p<0,05).

Tabela 7: Andlise semiquantitativa da presenca de células gigantes multinucleadas do tipo corpo
estranho em tecido subcutaneo de camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo
do periodo experimental. Mediana das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por
tratamento.

CELULAS GIGANTES DO TIPO CORPO ESTRANHO

Gl G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 0 (0-1) 0 (0-0) 1(0-3) 0(0-2) 1(0-2)

3 SEMANAS 0 (0-1) 1(0-3) 3(0-3) 1(0-2) 2 (1-3)

9 SEMANAS 0 (0-1) 1(0-3)* 2 (1-3) 0 (0-1)* 1(0-2)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), coldgeno
bovino controle para G1 e G2 (G4) e 0sso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Andlise estatistica
ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. Diferencas significantes intergrupos:
P<0,05(*). Fonte: elaborada pelo autor.

A Tabela 8 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
neovascularizacdo para todos 0s grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto, em
analises intergrupos. Em 1 semana, a presenca de neovascularizac¢do foi maior em G1 e
G2 comparado a G4 (p<0,001). Em 3 e 9 semanas, ndo houve diferencas significativas

intergrupos.
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Tabela 8: Andlise semiquantitativa da presenca de neovasculariza¢do em tecido subcutaneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

NEOVASCULARIZAGCAO

Gl G2 G3 G4 G5

1 SEMANA 2(0-4*  2(0-4) 1(0-3)  0(0-)*  2(0-4)
3 SEMANAS 1(0-4) 2 (0-4) 1(0-3) 1(0-3) 1(1-2)
9 SEMANAS 1(0-4) 1(0-3) 1(0-4) 0 (0-4) 1(0-4)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e 0sso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Analise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Diferencas significantes intergrupos:
P<0,001(*, T). Fonte: elaborada pelo autor.

A Tabela 9 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da contagem de
tecido conjuntivo para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas p0s-enxerto, em
andlises intergrupos. Em 1 semana, a presenca de tecido conjuntivo foi maior em G1
comparado a G4 (p<0,05). Em 3 semanas, a presenca de tecido conjuntivo foi maior em
G1 comparado a G4 (p<0,05). Em 9 semanas, a presenca de tecido conjuntivo foi maior

em G1 comparado a G4 (p<0,01).

Tabela 9: Andlise semiquantitativa da presenca de tecido conjuntivo em tecido subcutaneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

TECIDO CONJUNTIVO

Gl G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 1(1-3)* 1(0-2) 1(1-2) 1(0-1)* 1(1-2)
3 SEMANAS 1(1-3) 1(0-3) 2 (1-2) 1(0-2)1 1(1-3)
9 SEMANAS 2 (1-3); 1(1-2) 2 (1-3) 1(0-3); 1(0-2)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e osso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Andlise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Diferengas significantes intergrupos:
P<0,05(*, 1) ou P<0,01 (}). Fonte: elaborada pelo autor.
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A Tabela 10 demonstra a mediana e os valores maximo e minimo da presenca de
material enxertado para todos os grupos (G1 a G5) em 1, 3 e 9 semanas pds-enxerto, em
andlises intergrupos. Em 1 semana, a presenca de material enxertado foi menor em Gl e
G2 comparados a G4 (p<0,001) e em G3 comparado a G5 (p<0,05). Em 3 semanas, a
presenca de material enxertado foi maior em G1 e G2 comparado a G4 (p<0,001). Em 9
semanas, a presenca de material enxertado foi maior em G1 e G2 comparado a G4
(p<0,001).

Tabela 10: Andlise semiquantitativa da presenca de material enxertado em tecido subcutaneo de
camundongos nos diferentes grupos versus controles ao longo do periodo experimental. Mediana
das pontuagdes (valor minimo-valor maximo), 25 campos por tratamento.

PRESENCA DE MATERIAL ENXERTADO

Gl G2 G3 G4 G5
1 SEMANA 1(0-3) 0(0-1)f  4(1-4)*  4@4p;  1(0-3)*
3 SEMANAS 0 (0-1)% 0 (0-1); 3(1-4) A@ArT 2(1-4)
9 SEMANAS 0 (0-0)0f  0(0-0) 2(1-4) 404 2(1-3)

Legenda: colageno avicola (G1), nanoqueratina avicola (G2), bioapatita avicola (G3), colageno bovino
controle para G1 e G2 (G4) e 0sso bovino mineralizado controle para G3 (G5). Analise estatistica ndo
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Diferencas significantes intergrupos:
P<0,05(*) ou P<0,001(f ou ). Fonte: elaborada pelo autor.
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6. DISCUSSAO

O colageno extraido de peles e tenddes de pés de frango apresentou-se
biocompativel, com infiltrado inflamatorio misto decrescente com células gigantes,
tecido conjuntivo estavel, presenca parcial do material em 3 semanas e reabsorcao total
em 9 semanas. Resultados semelhantes foram relatados por Rahmanian-Schwarz et al.
(2014), que avaliaram a biocompatibilidade de uma membrana de colageno bovino e
observaram o mesmo infiltrado inflamatorio misto decrescente, reabsorcéo parcial em 3
semanas e reabsorcdo total em 6 semanas. Entretanto, Jardelino et al. (2010) quando
avaliaram uma membrana de colageno de peritbnio suino que se apresentou
biocompativel, com infiltrado inflamatério inicialmente polimorfouclear e
posteriormente mononuclear que foi decrescendo no periodo experimental, presenca
moderada de células gigantes, intensa proliferacdo de fibroblastos e vasos sanguineos,
observaram que a reabsorcao total do material foi mais precoce, ocorrendo em 3 semanas
(JARDELINO et al., 2010).

A presenca de macrofagos e células gigantes multinucleadas do tipo corpo
estranho em 3 semanas caracteriza uma resposta inflamatoria crénica, 0 que pode pode
justificar a reabsorcdo dos materiais a base de coldgeno. A auséncia de resposta
inflamatoria e presenca de resposta reparativa ap6s 9 semanas indicam que nao houve
inflamacdo severa, ressaltando a boa biocompatibilidade dos materiais, assim como
observado por Jardelino et al. (2010) e Rahmanian-Schwarz et al. (2014). Neste estudo,
o fendmeno de reparo foi evidenciado pela deposicdo crescente de tecido conjuntivo a
partir de 3 semanas e neovascularizacdo em 9 semanas no local do implante. Em
contraste, Rahmanian-Schwarz et al. (2014) observaram neovascularizacdo e
encapsulacdo precoce ja em 1 semana ap0os implante em subcutaneo de camundongos de
uma membrana de coladgeno bovino e ap6s 6 semanas ja ndo foram detectadas evidéncias
de encapsulacdo, formacéo de cicatriz ou neovascularizagdo e inflamacao a longo prazo.
De forma similar, Kim et al. (2007) avaliaram a biocompatibilidade de uma membrana
de colageno de submucosa de intestino suino e observaram a presenca de fibrose e
neovascularizagdo em 2 semanas pés-implante em subcutaneo.

A nanoqueratina extraida de penas de frango apresentou-se biocompativel, com
infiltrado inflamatdrio misto decrescente com células gigantes, tecido conjuntivo estavel,

presenca parcial em 3 semanas e reabsor¢éo total em 9 semanas. Os resultados foram
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similares ao colageno avicola, embora com maior intensidade de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho entre 3 e 9 semanas. Segundo a norma ISO 10993-
6 (2007), além das caracteristicas fisico-quimicas do biomaterial como composi¢do
quimica, tamanho da particula e cristalinidade, a forma de apresentacdo ou morfologia do
produto implantado também pode influenciar na resposta bioldgica induzida no tecido.
Isso corrobora a hipo6tese de que a nanoqueratina processada em laminas friaveis possa
ter elicitado uma resposta inflamatéria crénica mais intensa e contribuido para aceleracéo
do fendmeno reabsortivo. Wang et al. (2017) também comprovaram a biocompatibilidade
de queratina obtida de penas de frango na forma de hidrogel quando implantada em
subcutaneos de ratos, com resposta inflamatdria aguda e neovascularizagdo em 1 semana,
pico de inflamagdo mista em 2 semanas e em 4 semanas, redugdo da inflamagéo e
completa dissolucdo do material. Os autores sugerem que esse hidrogel possa ser usado
para o reparo de feridas cutaneas (WANG et al., 2017a).

Na avaliacdo do potencial uso como compdsito, Saravanan et al. (2013) obtiveram
nanoparticulas de queratina de penas de frango e avaliaram sua biocompatibilidade in
vitro, em cultura de osteoblastos humanos, em associacdo a uma matriz de quitosana.
Como resultados observaram que a presenca de nanoqueratina aumentou a degradacéo da
matriz de quitosana e a adesdo de proteinas de adsor¢do podendo melhorar a interacdo
célula/material, dessa forma sugerindo potencial para utilizacdo na terapia de defeitos
0sseos (SARAVANAN et al., 2013). Apesar da biocompatibilidade e biodegradabilidade
descritas in vitro e in vivo, uma desvantagem referente ao uso da nanoqueratina como
biomaterial para o reparo 6sseo € seu curto prazo de reabsorcdo. A reabsor¢cdo é uma
caracteristica necessaria e desejada para o0 uso de um biomaterial para engenharia de
tecidos como enxertos ou carreadores de células, pois ndo precisam ser removidos apos
implante evitando, assim, possiveis complicacdes cirargicas e desconforto para o paciente
(JARDELINO et al., 2010). Porém, dependendo do seu tempo de reabsor¢do, o material
pode servir para reparo limitado de alguns tecidos. No caso especifico do tecido dsseo,
torna-se necessario a presenca da estrutura e funcdo do biomaterial por no minimo seis
semanas, tempo necessario para a migracdo de células osteogénicas e inicio da
regeneracao do tecido perdido (JARDELINO et al., 2010).

Uma potencial aplicabilidade para o coldgeno e nanoqueratina avicola testados,
considerando sua acelerada biodegradabilidade total em até 9 semanas, é sua utilizagéo

como uma esponja hemostéatica. A utilizacdo de agentes hemostaticos em procedimentos
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cirurgicos em sitios intraorais de pequena dimensdo, como preenchimento de alvéolos
frescos poés-exodontia, minimizam complicacBes poOs-operatdrias como sangramento
prolongado, dor e demora de cicatrizacdo, especialmente no caso de pacientes diabéticos,
hemofilicos, anémicos, hipertensos e entre outras doencas relacionadas (SANTANA et
al., 2009). As esponjas a base colageno tém sido as mais utilizadas e na Odontologia sdo
comumente aplicadas em procedimentos de reparo e regeneracdo periodontal, como a
Hemospon® (TechNew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) que, em um estudo in vivo em
subcutaneo de ratos, apresentou reabsor¢do completa em 3 semanas pés-implante
(SANTANA et al., 2009), assim como observado em nossos resultados para o colageno
e a nanoqueratina. A queratina também tem sido estudada como agente hemostatico e
cicatrizante e tem apresentado resultados promissores, como demonstrado por Wang et
al. (2017b) ao avaliarem hidrogéis de queratina de penas de frango na cicatrizacdo de
feridas e observarem fechamento de 90% da leséo do grupo tratado em 10 dias comparado
a apenas 60% do grupo ndo-tratado no mesmo tempo.

Outra potencial aplicabilidade para o coldgeno e nanoqueratina avicola testados,
considerando sua acelerada biodegradabilidade em até 9 semanas, € sua utilizacdo para
desenvolvimento biotecnoldgico de barreiras de membrana reabsorviveis para uso no
Reparo Tecidual Guiado (RTG) ou Reparo Osseo Guiado (ROG) conjugadas a enxertos
6sseos em Odontologia. Um problema associado a perda dentéria é a reabsor¢do do 0sso
alveolar. Isso afeta a sua altura e espessura e dificulta a instalacdo de implantes dentarios,
sendo necesséaria a realizacio de enxertia de 0sso autdgeno (NOIA et al., 2017). Porém,
um problema relacionado a esse processo é a reabsor¢cdo do enxerto, que pode variar de
25a50% (NOIA et al., 2014). A RTG ou ROG utiliza-se de membranas reabsorviveis ou
ndo como barreiras fisicas sobre areas de enxerto objetivando tornar o processo de reparo
tecidual mais eficiente, pois as membranas possibilitam o isolamento de células
associadas com o reparo tecidual e impede a infiltracdo de células indesejadas
(GERZSON et al., 2016) e ainda diminuem a reabsor¢cdo do enxerto aumentando a
eficacia do processo (KIM et al., 2009). Na ROG, as membranas sdo utilizadas para
revestimento de areas de enxertia a fim de impedir a invasdo do tecido epitelial e
conjuntivo e garantir a formacéo 6ssea em areas de interesse, como no caso de implantes
0sseo-integrados (GERZSON et al., 2016). Para aplicagdo na ROG, as membranas, sejam
elas reabsorviveis ou ndo, devem apresentar os seguintes requisitos: biocompatibilidade,

seguranga biologica ao uso, ndo-antigenicidade e induzir pouca ou nenhuma reposta
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inflamatdria (BUSER, 2010). No entanto, o uso de membranas reabsorviveis torna-se
mais vantajoso, uma vez que ndo depende ser removido, evitando a necessidade de
segundo tempo cirargico (GERZSON et al., 2016).

Dentro desse contexto e de acordo com 0s nossos resultados, colageno e
nanoqueratina avicolas apresentam caracteristicas biologicas favoraveis para
desenvolvimento de membranas reabsorviveis para uso clinico. Boa adeséo celular,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, n&o-imunogenicidade e fécil manipulagio
tornam tais materiais adequados para uso em RTG (KIM et al., 2009; BUNYARATAVE;
WANG, 2001). Atualmente a grande maioria das membranas reabsorviveis
comercialmente disponiveis sdo a base de colageno, incluindo: Lumina-Coat® e Lumina-
Coat Double-Time® (Criteria, Sdo Paulo, SP, Brasil), Bio-Gide® (Geistlich, S&o Paulo,
SP, Brasil) e BioMend® (Zimmer, FL, EUA). Por outro lado, ainda ndo existem
disponiveis membranas a base de nanoqueratina para fins de RTG, um potencial a ser
explorado em estudos futuros. As células envolvidas na ROG, os osteoblastos, atingem
maturidade entre 3 e 4 semanas, logo a membrana utilizada deve manter-se estavel por
tempo suficiente para o repovoamento seletivo por osteoblastos (GERZSON et al., 2016).
Alguns autores sugerem que uso de membranas em dupla camada pode aumentar a sua
estabilidade, como mostrado por Kim et al. (2009) que observaram que a dupla camada
de membrana de colageno sobre enxerto 6sseo em defeito de tamanho critico em calvéria
de coelhos prolonga o tempo de reabsorcdo de 4 para 6 semanas quando comparada a
camada Unica.

A bioapatita extraida de ossos de frango apresentou-se biocompativel, com
infiltrado inflamatdrio misto decrescente com células gigantes, tecido conjuntivo estavel
e reabsorcdo parcial até 9 semanas. Embora a presenca moderada de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho fosse evidente entre 3 e 9 semanas, os resultados
de biodegradacdo diferiram do coldgeno e da nanoqueratina avicola, que sofreram
reabsorcdo total, enquanto fragmentos de bioapatita ainda estiveram presentes. A
reabsorcédo parcial apresentada pela bioapatita ressalta o seu potencial para a engenharia
de tecidos com aplicagdes no reparo de tecido 6sseo, uma vez que a biodegradabilidade
€ uma caracteristica importante para o reparo tecidual permitindo uma melhor interacdo
entre biomaterial e tecido local facilitando a formagdo de tecido novo
(GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015). Deng et al. (2013) compararam as

caracteristicas fisico-quimica e bioldgica in vitro de apatitas naturais e observaram que
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as mesmas apresentaram boa citocompatibilidade. A baixa proporcéo de calcio/fostato, o
tamanho dos cristais e a grande quantidade de substitui¢cdo de carbonato, caracteristicas
tipicas das bioapatitas, aumentaram a solubilidade das moléculas de apatitas e
influenciaram positivamente na sua citocompatibilidade (DENG et al., 2013). A parcial
reabsorcéo da bioapatita avicola em tecido subcutaneo estimula o interesse em futuros
estudos ortotdpicos para avaliar sua capacidade como enxerto osseocondutor in vivo,
incluindo defeitos de tamanho critico.

Dentre os materiais a base de fosfato de calcio, a hidroxiapatita ainda € o mais
utilizado pela bioengenharia 6ssea, pois possui composi¢do mineral semelhante ao 0sso
humano e, além disso, € biocompativel, apresenta excelente bioatividade e
osteocondutividade (GRENHO et al., 2015; GHOLIPOURMALEKABADI et al.,2015;
LEE et al., 2013; TRIPATHI; BASU, 2012). No entando, a hidroxiapatita possui baixa
biodegradabilidade tanto in vitro quanto in vivo e isso tem sido considerado o principal
fator limitante para sua aplicacdo clinica (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015).
Chissov et al. (2008) corroboram esse comportamento, demonstrando que granulos de
hidroxiapatita enxertados em subcutaneos de camundongos, embora biocompativeis,
permaneceram intatos até 9 semanas pos-enxerto. A geracdo de compositos é uma
alternativa que busca unir as caracteristicas de diferentes materiais para alcangar um
produto final mais vantajoso. Para superar a baixa reabsorc¢ao da hidroxiapatita sozinha,
sua associacdo a colageno, queratina, quitosana e fribroina de seda tem melhorado sua
biodegradabilidade (GHOLIPOURMALEKABADI et al., 2015).

Salgado et al. (2016) demonstraram que criogéis a base de colageno e
nanohidroxiapatita em diferentes propor¢des (30:70, 50:50 e 70:30) enxertados em ratos
no tecido subcutaneo ndo induziram inflamacao significativa (pequeno recrutamento de
macrofagos, linfocitos e raras células gigantes), promoveram angiogénese periférica ao
enxerto e reparo fibroso de 1 a 4 semanas e em defeito 6sseo de tamanho critico, na
proporcao 30:70, sofreu degradacdo continua e neoformacdo Ossea parcial apés 8 e 12
semanas (SALGADO et al., 2016). Bittencourt et al. (2014) demonstraram que
xenoenxerto bovino de hidroxiapatita e colageno (75:25) in vitro exibia auséncia de
citotoxicidade imediata até 72 horas, aderéncia e espraiamento celular sobre o material
em 1 semana e in vivo, auséncia de foco de necrose e presenca de tecido de granulagédo
de intensidade moderada ap0s 5 semanas e granulos do xenoenerto intatos e envoltos por

tecido conjuntivo frouxo e algumas células gigantes multinucleadas do tipo corpo
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estranho apdés 10 semanas. De forma similar, Gholipourmalekabadi et al. (2015)
demonstraram que um nanocomposito de hidroxiapatita e fibroina de seda também
apresentou in vitro uma atoxicidade em até 72 horas de exposicgao indireta, bem como in
vivo biocompatibilidade em subcutaneo de camundongos, sem aumento significativo de
linfécitos na area do enxerto mas com aumento significativo de macrofagos associado a
degradacdo do material, entre 1 e 4 semanas. Dias et al. (2017) comparou o efeito
bioldgico de um compdsito poroso de hidroxiapatita e queratina (40:60) enxertado em
defeito 6sseo em tibia de ovino ao de uma membrana porosa de colageno tipo I. Ambos
exibiram biocompatibilidade e, embora o composito tenha apresentado um percentual de
ostedide menor do que a membrana, o enxerto apresentou tempo de reabsor¢do superior,
sendo possivel sua deteccdo ap6s 12 semanas enquanto o colageno foi totalmente
rebsorvido em apenas 4 semanas. Nesse estudo, o compdsito apresentou taxa de
reabsorcéo similar a taxa de regeneracéo do tecido 6sseo, mantendo a estabilidade do leito
cirargico até a atuacdo pelo sistema de reparo 6sseo do hospedeiro (DIAS et al., 2017).
Tais evidéncias da literatura mostram que a associagdo de materiais na forma de
compositos  apresenta-se  satisfatoria  em  termos de  biocompatibilidade,
biodegradabilidade e, por vezes, osseocondutividade. Os bons resultados bioldgicos
individuais dos materiais testados nessa pesquisa e o potencial sinergismo dos mesmos
encorajam a realizacdo de estudos futuros para a producdo e avaliacdo de hidrogéis com
diferentes proporcdes de colageno, nanogueratina e bioapatita avicola para geracédo de

barreiras de membrana Uteis em regeneracdo tecidual guiada ou 6ssea.
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7. CONCLUSAO

O material testado a base de colageno derivado da industria avicola é
biocompativel, por apresentar declinio de infiltrado inflamatério e cicatrizagéo estavel em
tecido subcutdneo ao longo do periodo experimental. Devido a sua constituicdo
polimérica e & reabsorcdo acelerada e total, sugere potencial individual de
desenvolvimento biotecnoldgico como agente hemostatico para tratamento de pequenos
defeitos 6sseos.

O material testado a base de nanoqueratina derivada da industria avicola é
biocompativel, por apresentar declinio de infiltrado inflamatorio e cicatrizacdo estavel em
tecido subcutdneo ao longo do periodo experimental. Devido a sua constituicdo
polimérica e a reabsorcdo acelerada e total, sugere potencial individual de
desenvolvimento biotecnoldgico como agente hemostatico para tratamento de pequenos
defeitos Gsseos.

O material testado a base de bioapatita derivada da industria avicola é
biocompativel, por apresentar declinio de infiltrado inflamatério e cicatrizacéo estavel em
tecido subcutdneo ao longo do periodo experimental. Devido a sua constituicdo
bioceramica e a reabsorcdo lenta e parcial, sugere potencial individual de
desenvolvimento biotecnolégico como enxerto Gsseo para tratamento de perdas 6sseas

pequenas a moderadas.



63

REFERENCIAS

AITASALO, K. M.; PELTOLA, M. J. Bioactive glass hydroxyapatite in fronto-orbital
defect reconstruction. Plastic and Reconstructive Surgery, v. 120, n. 7, p. 1963-1972,
2007.

ALBREKTSSON, T.; JOHANSSON, C. Osteoinduction, osteoconduction and
osseointegration. European Spine Journal.; v. 10, v. 8, n. 2, p. 96-101, 2001.

AMBROSIO, L.; NETTI, P. A. Biomimetic hydrogels for tissue reconstruction. 11th
International Ceramic Congress, 4th Forum on New Materials, CIMTEC. p. 4-9,
2006.

ANDERSON, J. M.; RODRIGUEZ, A.; CHANG, D. T. Foreign body reaction to
biomaterials. Seminars in Immunology., Elsevier, v. 20, p. 86-100, 2008.

ANDERSSON, M. et al. Effect of molecular mobility of polymeric implants on soft
tissue reactions: An in vivo study in rats. Journal of Biomedical Materials Research,
Part A, p. 652-660, 2007.

BITTENCOURT, R. C. et al. Preclinical evaluation of a xenogenic hydroxyapatite/
collagen-based bone substitute material. Revista Odonto Ciéncia, v. 29, n. 1, p. 6-13,
2014,

BUSER, D. 20 anos de regeneracdo 0ssea guiada na Implantodontia. S&o Paulo:
Quintessence; 2010. cap. 3.

BRASIL. Associacdo Brasileira de Proteina animal — ABPA. Relatorio Anual, 2017.

BUNYARATAVEJ, P.; WANG, H. L. Collagen membranes: a review. Journal of
Periodontology, v. 72, n. 2, p. 215-229, 2001.

CARIOCA, J. 0. B.; BARROS, L. M.; COELHO, A. L. Biotechnology for the
Development of a Green Economy. Fortaleza, 16th International Biotechnology
Symposium and Exhibition, 2014, p. 945.

CASTRO-SILVA, 1. I. et al. Panorama atual do uso de xenoenxertos na pratica
odontoldgica. Innovations Implant Journal. Biomater Esthet, Sdo Paulo, v. 4, n. 3, p.
70-75, Set/Dez. 2009.

CASTRO-SILVA, I. I.; LIMA, F. M. S.; GRANJEIRO, J. M. Enxertos 6sseo0s na
Odontologia brasileira: cenario, desafios e perspectivas na visdo da Gestdo em Salde.
Revista Fluminense de Odontologia, v. 1, n. 39, p. 63-71, 2013.

CAVALCANTE, F. L. Preparo de hidrogéis neutros de colageno, nanogueratina e
bioapatita provenientes de sub-produtos da industria avicola. 2017. Dissertagéo
(Programa de Po6s-graduacdo em Quimica) — Universidade Federal do Ceard, Fortaleza.



64

CHISSOV V. 1. et al. Study of In Vivo Biocompatibility and Dynamics of Replacement
of Rat Shin Defect with Porous Granulated Bioceramic Materials. Bulletin of
Experimental Biology and Medicine, Cell technologies in biology and medicine, v.
146, n. 1, p. 139-143, 2008.

CHU, P. K.; LIU, X. Biomaterials fabrication and processing handbook. Boca
Raton: CRC press, 2008.

COLEMAN, N. J.; NICHOLSON, J. W.; AWOSANYA, K. A preliminary investigation
of the in vitro bioactivity of white Portland cement. Cement and Concrete Research;
v. 37, p. 1518-1523, 2007.

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA. Resolucéo
Normativa n°. 25, de 29 de setembro de 2015. Diario Oficial da Uni&o, n°® 189, Se¢éo
1, p. 4, Out., 2015.

CONTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. Robbins pathologic bases of disease.
7th ed. Philadelphia: Saunders, 2004.

CRITERIA LTDA. Disponivel em: <www.criteria.com.br>. Acesso em: 20 de Jan de
2018.

DANESH, F. et al. Biocompatibility and Mineralization Activity of Fresh or Set White
Mineral Trioxide Aggregate, Biomimetic Carbonated Apatite, and Synthetic
Hydroxyapatite. Journal of Endodontics. v. 36, n. 6, p. 1036-1041, 2010.

DENG, Y et al. Biomimetic synthesis and biocompatibility evaluation of carbonated
apatites template-mediated by heparin. Materials Science and Engineering, v. 33, p.
2905-2913, 2013.

DIAS, G. J. et al. Osteoconduction in keratin—hydroxyapatite composite bone-graft
substitutes. Journal of biomedical materials research b: applied biomaterials, v.
105b, n. 7, p. 2034-2044, 2017.

FOURNIER, E. et al. Biocompatibility of implantable synthetic polymeric drug
carriers: focus on brain biocompatibility. Biomaterials, v. 24, n. 19, p. 3311-3331,
2003.

FRATZL, P. Collagen: Structure and Mechanics. Potsdam: Springer, p. 15-16, 2008.

FRIESS, W. Collagen: biomaterial for drug delivery. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics., v. 45, p. 113-136, 1998.

GALLER, K. M. et al. Scaffolds for Dental Pulp Tissue Engineering. Advances in
Dental Research, v. 23, n. 3, p. 333-339, 2011.

GERZSON, A. S. et al. Membranas para barreira utilizadas em ROG: caracteristicas e
indicacgdes. Journal of Clinical Dentistry and Research. v. 13, n. 4, p. 120-125, Out-
Dez, 2016.



65

GHOLIPOURMALEKABADI, M. et al. In vitro and in vivo evaluations of three-
dimensional hydroxyapatite/silk fibroin nanocomposite scaffolds. International Union
of Biochemistry and Molecular Biology, Inc., v. 62, n. 4, p. 441-450, Janeiro, 2015.

GIORNO, B. et al. Comparative in vivo study of biocompatibility of apatites
incorporated with 1% zinc or lead ions versus stoichiometric hydroxyapatite. Journal
of Biomimetics, Biomaterials, and Tissue Engineering, v. 19, p. 109-120, 2014.

GRENHO, L. et al. Antibacterial activity and biocompatibility of three-dimensional
nanostructured porous granules of hydroxyapatite and zinc oxide nanoparticles—an in
vitro and in vivo study. Nanotechnology, v. 26, n. 315101, p. 1-10, Julho, 2015.

GUASTALDI, A. C.; APARECIDA, A. H. Fosfatos de calcio de interesse biologico:
importancia como biomateriais, propriedades e metodos de obtencao de recobrimentos.
Quim Nova; v. 33, n. 6, p. 1352-8, 2010.

GUZMAN, R. C. et al. Mechanical and biological properties of keratose biomaterials.
Biomaterials, v. 32, p. 8205-8217, 2011.

HELARYM, C. et al. Evaluation of dense collagen matrices as medicated wound
dressing for the treatment of cutaneous chronic wounds. Biomaterials Science., v. 3, p.
373-382, 2015.

IBUKI, F. K. Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de hidroxiapatita
funcionalizadas e andlise da interagdo destas com o tecido dentinério. Biblioteca Digital
de Teses e Dissertagdes da Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

ISO 10993-6 - Biological Evaluation of Medical Devices. Tests for Local Effects after
Implantation; Part-6. International Organization for Standardization 1SO, Geneva,
Switzerland, 2007.

JARDELINO, C. et al. Porcine peritoneum as source of biocompatible collagen in mice.
Acta Cirargica Brasileira, v. 25, n. 4, p. 332-336, Jul-Ago, 2010.

JARDELINO, C. et al. Biocompatibility analysis of a novel reabsorbable alloplastic
membrane composed of alginate-Capsul. Revista Gaucha de Odontologia, v. 60, p.
419-423, 2012.

JUANG, J. Y.; BOGY, D. B. Nanotechnology advances and applications in information
storage. Microsystem Technologies., v. 11, p. 950-957, 2005.

KAMARUDIN, N. B. et al. Statistical investigation of extraction parameters of keratin
from chicken feather using Design-Expert. Biotechnology, v. 7, n. 127, p. 1-9, 2017.

KATTI, D. S. et al. Toxicity, biodegradation and elimination of polyanhydrides.
Advanced Drug Delivery Reviews., v. 54, n. 7, p. 933-961, 2002.

KEANE, T. J. et al. Consequences of ineffective decellularization of biologic scaffolds
on the host response. Biomaterials, v. 33, p.1771-1781, 2012.



66

KIM, M. S. et al. An in vivo study of the host tissue response to subcutaneous
implantation of PLGA- and/or porcine small intestinal submucosa-based scaffolds.
Biomaterials, v. 28, p. 5137-5143, 2007.

KIM, S. H. et al. The efficacy of a double-layer collagen membrane technique for
overlaying block grafts in a rabbit calvarium model. Clinical Oral Implants
Research., v. 72, n. 10, p. 1124-1132, 20009.

KONOP, M. et al. The role of allogenic keratin-derived dressing in wound healing in a
mouse model. Wound Repair Regeneration, v. 25, p. 62-74, 2017.

KORNILLOWICZ-KOWALSKA, T.; BOHACZ J. Biodegradation of keratin waste:
theoryand practical aspects, Waste Manage. v. 31, p. 1689-1701, 2011.

KUCHARZ, E. J. Biosynthesis of Collagen. The Collagens: Biochemistry and
Pathophysiology. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, p. 31-53. 1992,

LANGER, R.; TIRRELL, D. A. Designing materials for biology and medicine. Nature,
v. 428, n. 1, p. 487-492, Abril, 2004.

LEE, H. R. et al. Comparative Characteristics of Porous Bioceramics for an Osteogenic
Response In Vitro and InVivo. Plos One, v. 8, n. 12, p. 1-13, 2013.

LIMA, C. J. et al. Resposta do tecido subcutaneo de camundongos a implantacao de um
novo biovidro a base de 6xido de niébio. Matéria (UFRJ), v. 16, p. 574-582, 2011.

LIU, H.; CAO, T. Dental application potencial mesenchymal stromal cells and
embryonic stem cells. The Chinese journal of dental research, v. 13, n. 2, 2010.

LIU, Q. et al. Insight into Biological Apatite: Physiochemical Properties and
Preparation Approaches. Bio Med Research International, v. 2013, p. 1-13, 2013.

LODISH, H; BERQ, A; ZIPURSKY, S.L; MATSUDAIRA, P; BALTIMORE, D;
DARNELL, J. Molecular Cell Biology. 4th ed. New York: W.H. Freeman and
Company; 2000.

LOMELINO, R. O. et al. The association of human primary bone cells with biphasic
calcium phosphate (I2TCP/HA 70:30) granules increases bone repair. Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, v. 23, n. 3, p. 781-788, 2012.

LUCAS, T. et al. Differential roles of macrophages in diverse phases of skin repair.
Journal of Immunology. v. 184, n. 7, p. 3964-3977, 2010.

LUO, T. et al. Development and assessment of kerateine nanoparticles for use as
ahemostatic agent. Materials in Science Engineering., v. 63, p. 352-358, 2016.

MIDDLETON, J.; TIPTON, A. Synthetic biodegradable polymers as orthopedic
devices. Biomaterials, v. 21, n. 23, p. 2335-2346, 2000.

MOLINARO, E. M.; CAPUTO, L. F. G.; AMENDOEIRA, M. R. R. Conceitos e
Metodos para a formacao de técnicos em laboratdrio de saude. Rio de Janeiro,
EPSJV; I0C, v. 2, 2010, 290 p.



67

NOIA, C. F. et al. Associagao entre 0sso autdgeno e material heterdgeno como forma de
otimizacdo de resultado em enxertia 6ssea: relato de caso. Dental Pres Implantology,
v. 8, n. 8, p. 50-59, Out-Dez, 2014.

NOIA, C. F. et al. Sandwich Osteotomies to Treat Vertical Defects of the Alveolar
Ridge. Implant Dentistry, v. 26, n. 1, p. 101-105, 2017.

NYSKA, A. et al. Histopathology of biodegradable polymers: Challenges in
interpretation and the use of a novel compact MRI for biocompatibility evaluation.
Polymers for Advanced Technologies, v. 25, p. 461-67, 2014.

ONUKI, Y. et al. A Review of the Biocompatibility of Implantable Devices: Current
Challenges to Overcome Foreign Body Response. Journal of Diabetes Science and
Technology, v. 2, n. 6, p. 1003-1015, 2008.

OVIEDO-RONDON, E. O. Tecnologias para mitigar o impacto ambiental da produc&o
de frangos de corte. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 37, p. 239-252, 2008.

PASTERIS, J. D. et al. Lack of OH in nanocrystalline apatite as a function of degree of
atomic order: implications for bone and biomaterials. Biomaterials, v. 25, n. 2, p. 229-
238, 2004.

PAULO, A. O. et al. Repair of critical-size defects with autogenous periosteum-derived
cells combined with bovine anorganic apatite/collagen: an experimental study in rat
calvaria. Brazilian Dental Journal, v. 22, p. 322-328, 2011.

RAHMANIAN-SCHWARZ, A. et al. In vivo biocompatibility and biodegradation of a
novel thin and mechanically stable collagen scaffold. Journal of Biomedical Materials
Research, v. 102a, n. 4, p. 1173-1179, Abril, 2014.

ROGERS, G. F.; GREENE, A. K. Autogenous bone graft: basic science and clinical
implications. Journal of Craniofacial Surgery, v. 23, n. 1, p. 323-327, 2012.

SALGADO, C. L. et al. Biodegradation, biocompatibility, and osteoconduction
evaluation of collagen-nanohydroxyapatite cryogels for bone tissue regeneration.
Journal of Biomedical Materials Research, v. 104a, n. 1, p. 57-70, 2016.

SANTANA, R. B. et al. Analise da resposta cicatricial da esponja Hemospon
implantada em tecido conjuntivo de ratos. Revista Brasileira de Implantologia, v. 15,
p. 15-18, Out-Dez., 2009.

SARAVANAN, D. K. et al. Chitosan scaffolds containing chicken feather keratin
nanoparticlesfor bone tissue engineering. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 62, p. 481-486, 2013.

SARRAF-SILVA, L. C.; CAVALCANTE, L. S.; ANDRADE, T. A. As regras de bem
estar animal e seu impacto na pesquisa cientifica. Universidade Santa Cecilia
(UNISANTA), Santos - SP, Brasil. Anais do VI Encontro Nacional de Pds-
Graduacéo, v. 1, p. 368-372, 2017.



68

SCHMALZ, G.; ARENHOLT-BINDSLEYV, D. Biocompatibility of dental materials.
12 Ed., Berlim: Springer Science & Business Media, 20009.

SCHUH, J. C. L. Medical Device Regulations and Testing for Toxicologic Pathologists.
Toxicologic Pathology, v. 36, n. 1, p. 63-69, 2008.

SENA, L. A. et al. Biocompatibility of wollastonite-poly (n-butyl-2-cyanoacrylate)
composites. Journal of Biomedical Materials Research. Part B, Applied
Biomaterials, v. 102, n. 6, p. 1121-1129, 2014.

SINHORET, M. A. C.; VITTI, R. P.; CORRER-SOBRINHO, L. Biomateriais na
Odontologia: panorama atual e perspectivas futuras. Revista da Associagdo Paulista de
Cirurgides-Dentistas, v. 67, n. 3, p. 178-186, 2013.

SUPOVA, M.; MARTYNKOVA, G. SIMHA; SUCHARDA, Z. Bioapatite made from
chicken femur bone. Ceramics-Silikaty, v. 55, n. 3, p. 256-260, 2011.

TAGA, M. L. et al. Healing of critical-size cranial defects in guinea pigs using a bovine
bone-derived resorbable membrane. Interational Journal of Oral Maxillofacial
Implants. v. 23, n. 3, p. 427-436, 2008.

TRIPATHI, G.; BASU, B. A porous hydroxyapatite scaffold for bone tissue
engineering: Physico-mechanical and biological evaluations. Ceramics International,
v. 38, p. 341-349, 2012.

VEISEH, O. et al. Size- and shape-dependent foreign body immune response to
materials implanted in rodents and non-human primates. Nature Materials. v. 14, p.
643-651, 2015.

WANG, J. et al. Development of feather keratin nanoparticles and investigation of their
hemostatic efficacy. Materials Science and Engineering. C68, p. 768-773, 2016a.

WANG, Y. et al. Electrospun polyurethane/keratin/AgNP biocomposite mats for
biocompatible and antibacterial wound dressings, Journal of Materials Chemestry. B
4, p. 635-648, 2016b.

WANG, J. et al. Feather keratin hydrogel for wound repair: Preparation, healing effect
and biocompatibility evaluation. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 149, p.
341-350, 2017a.

WANG, J. et al. Keratose/poly (vinyl alcohol) blended nanofibers: fabrication and
biocompatibility assessment. Materials Science and Engineering C 72, p. 212-219,
2017b.

WYNN, T. A. Cellular and molecular mechanisms of fibrosis. Journal of Pathology.,
v. 214, p. 199-210, 2008.

XING, Z. C. et al. Keratin Nanofibers as a Biomaterial. IPCBEE, v. 2, p. 120-124,
2011.



69

ANEXO |
Aprovacio do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA)

-

Universidade Federal do Cears — Campus Sobral
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: Caracterizacio da
biocompatibilidade e osseocondutividade de coligeno, nanoqueratina e bioapatita
provenientes de subprodutos da indastria avicola, registrada com o n° 04/17, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Igor Iuco Castro da Silva que envolve a produgdo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em reunido de 06/06/2017.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 01/07/2017 até 30/06/2018
Espécie/linhagem/raga Ratos heterogénico Wistar e

Camundongos heterogénico Swiss

N° de animais 165

Peso/Idade Ratos: 200g/2-3 meses; Camundongos:
30g/2-3meses

Sexo Ratos: 603; Camundongos: 539 e 528

Origem Biotério Central de Fortaleza

. Sobral, 12 de junho de 2017.
N WA
Profa. Dra. Lissiana Mgéna Vasconcelos Aguiar
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA
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ANEXO I
Informacgdes complementares do periddico

Scope and policy

Acta Cirargica Brasileira is a peer-reviewed journal that publishes original papers on basic and applied research
in surgery, and biomedical sciences, new surgical techniques, surgical education, advances in biomedicine and
scientific communication, which is relevant to surgical practice and teaching.

Acta Cirlrgica Brasileira meets the standards of International Committee of Medical Journal Editors
(www.icmje.org): Ethical Considerations in the Conduct and Reporting of Research, Authorship and
Contributorship, and International Clinical Trial Registration (http://www.who.int/ictrp/network/en/). The
Journal adheres to the Code of Conduct and Best Practice Guidelines set forth by the Committee on Publication
Ethics (COPE). As per these guidelines, failure to adhere to the conditions outlined within will result in the editor
publishing an appropriate correction, a statement of retraction, or enacting a withdrawal of the article.

Acta Cirdrgica Brasileira is registered in PUBMED/MEDLINE
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nimcatalog/9103983) and SciELO (http://www.scielo.br/acb) and complies with
funding agencies policies that require deposition of the published articles they finance into overtly databases.
Acta Cirdrgica Brasileira has rule, norm, standard and style must be fulfill. Authors must follow the
Instructions available from www.scielo.br/acb (English). Please, review accurately the manuscript before
submitting for publication, otherwise, the manuscript will be unsubmitted to you by the Editorial Office, during
the preliminary evaluation.

Manuscript fees

In order to participate in publication costs, International Authors have a charge of US$ 1000.00 and Brazilian
Authors R$ 1000,00 for each accepted manuscript. We will update our prices for accepted articles submitted
from January 15th, 2017.

Online Submission

The articles should be sent through the electronic management system
at: https://mc04.manuscriptcentral.com/acb-scielo. Further information or questions please contact Prof. Saul
Goldenberg (sgolden@terra.com.br)

Copyright transfer
A copyright transfer form, signed by the lead author, must be uploaded as a complementary file as soon as the
manuscript is submitted. The authors undersigned transfer copyright of the article "................ " to Acta

Cirdrgica Brasileira. They declare that this is an original unpublished article that does not transgress any
copyright or intellectual property rights of other people and it is not being evaluated for publication in other
journals. The article has been read and each contribution was approved. Date........cooennene
Names and signature of authors..........ccooeveiviiiieneeseseees

Authorship

Acta Cirargica Brasileira considers all article participants as authors. Authors are considered those who have
effective intellectual and scientific contribution to the work. It is not the role of the editor, arbitrate conflicts
related to authorship. The lead author is responsible for the integrity of the article as a whole, not necessarily be
the first author, however must be the corresponding author. The Journal does not accept undergraduate and
graduate as lead authors. The lead author takes responsibility for the effective participation of each author and
the agreement with the content of the article. Participants who had purely technical activity (surgery, literature
review, department heads, services or funded) should be listed in the acknowledgements.

Publication types

The journal accepts research articles, preferably on experimental surgery, clinical research and review requested
by the Editorial Board. Systematic reviews and meta-analyzes focusing on surgical topics of current interest will
be considered for publication.

The Journal does not accept a case report or case and retrospective studies.

English language

The manuscript should be reviewed by experts in scientific English prior to submission.
The certificate by the language revision company or language reviewer should be uploaded as an additional
document when submitting the article.

Editorial review and processing

Manuscripts submitted by authors to the Acta Cirdrgica Brasileira will be initially evaluated by the Editor-in-
Chief, regarding the scope and standards. In this phase, the manuscript may be rejected or returned to the author
for adjustments. If the manuscript is in accordance with the rules, it will be forwarded to the Associate Editor,
who shall designate the peer-reviewers for evaluation of the scientific content. The Associate Editor
communicates to the Editor-in-Chief for the final decision. The process can be followed by the author in the
management system. All accepted manuscript will be edit by our publishing team to fit format of the journal.
After authors' approval, the manuscript will be published.
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