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RESUMO

A busca por novos biomateriais osteocondutores é desejavel para potencializar o tratamento
clinico de defeitos 6sseos. Hidrogéis mimetizando a matriz extracelular 6ssea poderiam ser uma
opcao viavel e sustentavel para a industria biotecnoldgica verde, sob o ponto de vista econdmico
e ambiental. O objetivo desta pesquisa foi caracterizar in vivo a biocompatibilidade e
biodegradabilidade de hidrogéis de colageno (Col), nanoqueratina (NQ) e bioapatita (BA)
provenientes de subprodutos da industria avicola. Foram utilizados 45 camundongos machos
Swiss divididos em 3 tempos experimentais: 1, 3 e 9 semanas. Nos camundongos que receberam
0s materiais-teste foram implantadas na regido dorsotoracica subcutanea 2 modalidades de
hidrogéis avicolas: 100% Col (G1), 90%Col:10%BA (G2), 90%Col:10%NQ (G3) ou
90%Col:5%NQ:5%BA (G4). No grupo Controle negativo (CN), ndo foi inserido biomaterial
nas bolsas formadas. Necropsias excisionais foram coletadas ao final de cada tempo
experimental e processadas histologicamente para analises qualitativa e semiquantitativa da
interacdo biomaterial-tecido, seguindo os critérios da norma ISO 10993-6. A estatistica dos
dados ndo-paramétricos foi realizada por teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn,
considerando diferencas significativas se p<0,05. Resultados referentes a biocompatibilidade e
comparados ao CN, demonstraram alta presenca de neutréfilos para G1, G3 e G4 em 1 semana
e para G3 e G4 em 3 semanas, de linfécitos para G3 em 1 semana, G3 e G4 em 3 semanas e G2
e G3 em 9 semanas e de células gigantes para G2 em 3 semanas, nao havendo diferencas quanto
a macrofagos. Ainda, houve baixa presenca de neovascularizacdo para G1 e G3 em 1 semana e
de tecido conjuntivo para G1, G2, G3 e G4 em 1 semana. G1 e G2 foram considerados
materiais-teste ndo irritantes ao longo de todo o periodo experimental, enquanto G3 e G4
exibiram pouca irritacdo apenas em 3 semanas. Com relacdo & biodegradabilidade e
comparados a0 CN em analise intergrupos, todos os materiais implantados mostraram-se
presentes em 1 e 3 semanas, porém s6 G2 persistiu em 9 semanas. Em andlise intragrupos,
houve reducéo progressivaem G1, G3 e G4 ao longo do periodo experimental. Os dados obtidos
demonstram que todos os materiais-teste a base de subprodutos avicolas apresentaram
biocompatibilidade ectopica, entretanto, apenas G2 manteve sua integridade e mostra potencial

biotecnoldgico como membrana para terapias de regeneracdo 0ssea guiada.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis. Tela subcutanea. Colageno. Bioapatita.

Queratinas.



ABSTRACT

The pursuit of new osteoconductive biomaterials is desirable for enhancing the clinical
treatment of bone defects. Hydrogels mimicking the bone extracellular matrix could be a viable
and sustainable option for the green biotechnology industry, from the economic and
environmental point of view. The aim of this study was to characterize in vivo the
biocompatibility and biodegradability of collagen hydrogels (Col), nanokeratin (NK) and
bioapatite (BA) deriving from by-products of the poultry industry. 45 male Swiss mice were
utilized, divided in 3 experimental periods: 1, 3 and 9 weeks. In the mice which received the
test materials, the dorsal thoracic region was implanted with 2 modalities of poultry-derived
hydrogels: 100% Col (G1), 90%Col:10%BA (G2), 90%Col:10%NK (G3) or
90%Col:5%NK:5%BA (G4). In the negative control group (NC), any biomaterial was inserted
onto the skin pockets. Excisional necropsies were collected at the end of each experimental
period and processed histologically for qualitative and semiquantitative analysis of the
biomaterial-tissue interaction, following the criteria of the ISO 10993-6 standard. The statistical
analysis of the nonparametric data was carried out by Kruskal-Wallis test and post-hoc Dunn’s
test, considering significative differences if p<0,05. Regarding the biocompatibility and
compared to the NC, there was high presence of neutrophils for G1, G3 and G4 in 1 week and
for G3 and G4 in 3 weeks, of lymphocytes for G3 in 1 week, G3 and G4 in 3 weeks and G2 and
G3 in 9 weeks and of giant cells for G2 in 3 weeks, not presenting differences regarding
macrophages. Nevertheless, there was low presence of neovascularization for G1 and G3 in 1
week and of connective tissue for G1, G2, G3 and G4 in 1 week. G1 and G2 were considered
non-irritant test-materials throughout the experimental period, whereas G3 and G4 exhibited
little irritation only in 3 weeks. Concerning the biodegradability and compared to the NC in
intergroup analysis, all the materials implanted have been present in 1 and 3 weeks, although
solely G2 remained for 9 weeks. In the intergroup analysis, there was progressive reduction in
G1, G3 and G4 throughout the experimental period. The obtained data indicates that all the test-
materials based on by-products presented ectopic biocompatibility, however, only G2
maintained its integrity and shows biotechnological potential as membrane for guided bone

regeneration therapy.

Keywords: Biocompatible Materials. Subcutaneous Tissue. Collagen. Bioapatite. Keratins.
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1 INTRODUCAO

Com o avancar da tecnologia, 0 aumento dos estudos e pesquisas envolvendo a
bioengenharia de tecidos tem sido observado. Entende-se esse termo como a aplicacdo de
conhecimentos de engenharia e outras ciéncias no intuito de promover a reparacdo ou
substituicdo de tecidos ou 0Orgdos em um organismo vivo (COSTA; QUEIROZ, 2013;
DURAINE; HU; ATHANASIOU, 2011). Essa ascensdo tecnoldgica trouxe uma expansao no
desenvolvimento e uso de biomateriais e dispositivos médicos implantaveis (KEAN; BROWN;
CHAPMAN, 2017).

Os biomateriais podem ser definidos como uma substancia, ou conjunto de
substancias, de origem natural ou sintética, capazes de promover um aumento ou substituicdo
de qualquer tecido ou 6rgdo de modo parcial ou completo. Para um biomaterial ser bom é
importante que 0 mesmo seja apto a interagir com os tecidos circundantes e possuir bioatividade
(BERGMANN; STUMPF, 2013; BRANNIGAN; DOVE, 2016).

Outras caracteristicas importantes de um biomaterial devem ser a sua capacidade
de servir como estrutura de suporte para acomodacgdo celular, possuindo for¢ca mecanica
suficiente para proteger as celulas circundantes, mantendo forma e integridade, até que haja
regeneracdo do tecido novo (ENGLER et al., 2006). Além disso, é importante que o biomaterial
apresente propriedades biodegradaveis e de remodelagéo, e sua matriz deve ser atoxica e ndo
causar estimulacdo as células inflamatdrias, ou seja, este deve apresentar nivel satisfatorio de
biocompatibilidade (KEAN; BROWN; CHAPMAN; 2017).

O termo biocompatibilidade foi estabelecido primeiramente por Williams (1986),
que a definiu como “a capacidade de um biomaterial promover uma resposta adequada ao
hospedeiro em uma dada aplicagdo especifica”. Mais tarde, em 2010, Kohane e¢ Langer
redefiniram esse termo ao afirmarem que biocompatibilidade ¢ “uma expressao de benignidade
da relagdo entre um material e seu ambiente bioldgico”. Dessa forma, o principal objetivo da
avaliacdo da biocompatibilidade é a determinacdo de efeitos toxicos ou respostas que poderdo
causar danos ou efeitos adversos no organismo hospedeiro. As trés principais respostas que
devem ser levadas em consideracdo nos testes de biocompatibilidade séo as reacdes
inflamatdrias, de cicatrizacdo de ferimentos e de imunotoxicidade (ANDERSON, 2010;
NAAHIDI et al., 2017).

Para avaliacOes de biocompatibilidade, a International Standards Organization
(1SO), publicou uma série de normas apresentando principios importantes para a avaliacdo

bioldgica de biomateriais e dispositivos médicos (ISO 10993), que abrangem diretrizes
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envolvendo a caracterizacdo do material, bem como a escolha dos testes necessarios para a
avaliacdo da biocompatibilidade. A 1SO 10993-6 dispde sobre testes para avaliacdo de efeitos
locais apds implantacdo de biomateriais destinados ao uso em dispositivos médicos
(INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2007).

Biomateriais naturais, como é o caso do colageno, hidroxiapatita, quitosana,
alginato e &cido hialurénico, sao amplamente estudados e apresentam boa biocompatibilidade
e baixo efeito citotdxico, ndo induzindo respostas inflamatorias crénicas dependendo da sua
concentracdo ou grau de pureza. Ao formar hidrogéis, podem exibir melhores respostas no
organismo, ja que apresentam semelhancas de estrutura e composi¢cdo com a matriz extracelular
(CASTRO-SILVA, 2009; NAAHIDI et al., 2017).

O colageno ¢ a proteina mais abundante na matriz extracelular, o que torna essa
molécula bastante atrativa em estudos de engenharia tecidual. A substancia também é
encontrada em tecido conjuntivo como nas fibrocartilagens e cartilagem articular e é
naturalmente degradada no organismo pela acdo da colagenase (LEE; SINGLA; LEE, 2001).
O coléageno foi aplicado como biomaterial em diversos estudos, incluindo pesquisas que
buscavam a criagdo de tecido sintético para as valvulas cardiacas (TAYLOR; CASS;
YACOUB, 2006), cartilagem (DELUSTRO et al., 1986), pele (TANGSADTHAKUN et al.,
2006), coluna espinhal (JOOSTEN; VELDHUIS; HAMERS, 2004), dentre outros.

A hidroxiapatita é o fosfato de célcio mais estavel sob condigdes de pH ideal e é
encontrada em grandes concentragdes na massa 6ssea e dental em porcentagens que variam de
30 a 70%. Sua estrutura quimica é similar aos compostos inorganicos presentes na matriz 6ssea,
e ainda sua bioatividade, biocompatibilidade e facilidade de producao tornam a hidroxiapatita
um material adequado para utilizagdo em enxertias (COSTA et al., 2009; FAROKHI et al.,
2017; RAMESH; MORATTI; DIAS, 2017).

A literatura tematica exibe bons resultados pela associacéo da hidroxiapatita com o
colageno na formacéo de novo 0sso, incluindo as pesquisas de Calabrese et al. (2016), Campos,
Anselme e Soares (2011) e Kikuchi et al. (2001).

Outro biomaterial de origem natural é a queratina. Embora haja poucos estudos
sobre sua utilizacdo como biomaterial, a queratina se apresenta como promissora, pois pode ser
fabricada sob a forma de filmes, esponjas ou hidrogéis, e, ainda, apresenta sequéncia de
aminoacidos semelhantes aos encontrados na matriz extracelular (VASCONCELOS;
CAVACO-PAULDO, 2013).

Biomateriais de origem natural como o colageno, bioapatita e nanoqueratina podem

ser obtidos a partir de residuos produzidos por animais, como por exemplo, o frango, alimento
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animal bastante consumido no Brasil (CASTRO-SILVA, 2018). Diariamente penas, visceras,
cabecas, pés, carcacas, peles e 0ssos sdo desperdicados. Tais residuos apresentam-se como
importantes fontes de proteinas, lipideos e minerais, tendo, em func¢éo disto, grande potencial
para a producdo de biomateriais com capacidade de promover substrato natural para
proliferacdo e diferenciacdo celular, dentre os quais se destacam a queratina, colageno, acido
hialurdnico, fibrinogénio e bioapatita, largamente estudados (SOUZA, 2018).

Como os biomateriais ainda sdo sindbnimos de custo elevado, a sua utilizacdo ainda
é limitada. Assim, esse trabalho é importante pela busca por producdo de um biomaterial que
apresente baixo custo ou que seja mais facilmente adquirido para utilizacdo em enxertias.
Ainda, a derivacdo avicola poderia representar concomitantemente a geracdo de produtos com
valor biotecnoldgico e a minimizacdo do impacto ambiental. Ha necessidade de caracterizacdo
biologica normalizada de biomateriais para futuro uso clinico ou entrada no mercado de
consumo (CASTRO-SILVA, et al., 2009), o que instigou a realizacdo da presente pesquisa. A
fonte avicola para esse proposito € algo ainda inédito no panorama internacional e merece ser
profundamente estudada, dado seu positivo impacto em termos ambientais, comerciais e
assistenciais, pela perspectiva de potencialmente atender a saude publica humana visando a
regeneracdo 0ssea (CASTRO-SILVA, et al., 2018).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IndUstria avicola no Brasil

A industria avicola no Brasil vem avancando cada vez mais no cenario mundial, e
0 hoje o pais ja esta entre os maiores produtores, exportadores e consumidores de carne de
frango. No ano de 2017, a industria brasileira de frangos conseguiu produzir cerca de 13,05
milhGes de toneladas, ultrapassando a China, e destacando-se em segundo maior produtor
mundial de carne de frango, atrds apenas dos Estados Unidos (EUA). Para alcancar essa
posicdo, segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) foi
necessario o abatimento de cerca de 5,8 bilhdes de cabecas de frango (CAMPOS, 2016).

A exportagdo também é outro fator importante em relacéo a industria avicola e
ganhou destaque nas Gltimas décadas. No ano de 1990, apenas 5% da producdo mundial era
destinada a exportagéo, no ano de 2017, esse nimero subiu para 12%. O Brasil ocupa a primeira
colocacdo entre os maiores exportadores mundiais da carne de frango. Em 2017, o pais exportou
cerca de 4,3 milhGes de toneladas da carne, se tornando o maior exportador mundial, enquanto
que os EUA, o segundo maior exportador mundial, vendeu para fora do pais, aproximadamente
3,317 milhdes de toneladas (RUIZ, 2018).

O Brasil também se destaca como um dos maiores consumidores de carne de frango
no mundo. Em 2016, o pais ocupava a quarta coloca¢do, com consumo de 41,1Kg de carne per
capita (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2017). Ja em 2017,
esse valor subiu 44,6Kg per capita, assumindo a terceira posicdo (SOCIEDADE NACIONAL
DE AGRICULTURA, 2017). Esses valores apontam para a grande relevancia econdmica deste
setor para o Brasil.

Como em qualquer ramo da cadeia industrial, na producéo avicola também ha
geracdo de residuos e subprodutos que devem ser gerenciados de maneira adequada. Entende-
se como um subproduto de origem animal qualquer residuo gerado durante o processo
produtivo que ndo se destinara a alimentagdo humana. No processo de abatimento de frangos,
sdo desprezadas diversas partes como carcacas e penas, que, se forem descartadas de modo
inadequado, podem gerar grandes impactos ambientais com comprometimento do ecossistema
(PINTO et al., 2015).

Muitos residuos, porém, podem ser reutilizados. E o caso dos dejetos produzidos
pelas aves, que podem servir como fertilizantes, por possuir grandes quantidades de nitrogénio

(N), fasforo (P) e potassio (K). Cartilagens, 0ssos, cabecas e pés, podem ser reutilizados sob
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forma de ingredientes para a producao de ragcdo para animais domésticos, como o cachorro e o
gato (PINTO et al., 2015).

As formas de reaproveitamento de subprodutos podem ser feitas ou ndo nos
proprios abatedouros. Independente disto, os procedimentos tomados devem estar de acordo
com Instrucdo Normativa n°® 15 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(BRASIL, 2003).

A devida utilizacdo de subprodutos tem impacto diretamente relacionados a
economia e poluicdo ambiental do pais (JAYATHILAKAN et al., 2012). Por este motivo,

maneiras alternativas de utilizacao estdo sendo buscadas e aprimoradas.

2.2 Biomateriais

O termo biomaterial foi definido em 1987 como “um material ndo-viavel utilizado
em dispositivos médicos, destinado a interagir com sistemas biologicos” (WILLIAMS, 1987).
A partir de entdo, este campo tem crescido consideravelmente, inclusive dentro da
bioengenharia de tecidos, onde € aplicado na substituicdo de tecidos danificados ou lesados
(WILLERTH; SAKIYAMA-ELBERT, 2008).

Os biomateriais podem ser divididos em dois principais grupos: biomateriais de
origem sintética e biomateriais de origem natural. Aqueles originados de modo sintético sdo
classificados em cerdmicas, metais, polimeros n&o-biodegradaveis ou polimeros
biodegradaveis. A principal desvantagem desse tipo de biomaterial é a sua baixa
biocompatibilidade com os tecidos circundantes, com base na composicao diferente da nativa
encontrada em tecidos e 6rgdos (HA et al., 2013).

Por outro lado, os biomateriais de origem natural sdo mais propensos a
apresentarem biocompatibilidade e séo biodegradaveis, podendo agir na adesdo, migracéo,
proliferacdo e diferenciacao celular. Assim, quando enxertados em determinada area, podem
favorecer a formacdo da matriz extracelular (MEC). Por essas vantagens, séo frequentemente
utilizados na substituicdo ou reparo de tecidos e 6rgaos (HA et al., 2013). Como exemplos de

biomateriais derivados da natureza, tem-se o0 colageno, a queratina e a bioapatita.

2.2.1 Colageno

O colageno € a proteina mais abundante no corpo e um dos componentes
majoritarios da MEC (DRURY; MOONEY, 2003; AMINI-NIK et al., 2010). Além disso,
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possui a capacidade de estabilizar e dar forca aos tecidos, agindo como um suporte para as
diversas estruturas celulares (RODRIGUES; BARROSO; SANCHEZ, 2018). Por possuir essas
caracteristicas, a molécula é vastamente estudada e utilizada em diferentes aplicacbes dentro
das ciéncias biomédicas, incluindo seu uso em processos de regeneracdo (SHEIKHOLESLAM
etal., 2017).

E importante mencionar que essa proteina apresenta diferentes tipos e todas elas
tém uma estrutura baseada em uma cadeia polipeptidica de tripla hélice (Figura 1). No genoma
humano, 28 tipos diferentes de colageno sdo conhecidos, e 0 que diferencia uma proteina da
outra sdo alteracfes na sequéncia primaria e montagem das subunidades polipeptidicas, o
tamanho da hélice e as terminacGes dos dominios helicoidais (DAVIDENKO et al., 2018;
RODRIGUES; BARROSO; SANCHEZ, 2018).

Figura 1: Estrutura tripla-hélix do colageno.
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Fonte: RODRIGUES; BARROSO; SANCHEZ (2018).
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Apesar de existirem 28 tipos distintos, cerca de 80 a 90% de colageno presente no
organismo sdo classificados em tipo I, Il e I11. Além disso, os tipos 1V, V, VI e IX também séo
encontrados em quantidades consideraveis (LODISH et al., 2000). Os principais tipos de
colageno podem ser classificados em fibrilares, associados a fibrilas e formadores de rede. O
Quadro 1 mostra o tipo de colageno, sua classe e onde podem ser encontrados dentro do corpo
humano.
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Quadro 1: Principais tipos de colageno

Tipo Distribuicdo
Colageno fibrilar -
I Tendoes, ligamentos, 0ssos, cornea
] Pulmdo, cornea, cartilagens, vasos sanguineos
Il Pele, vasos sanguineos, intestino

\ Ossos, cornea, placenta
Colageno associado a fibrila -
VI Pele, placenta, pulmdo, cartilagens
IX Cornea, cartilagem, humor vitreo
Colédgeno formadores de redes | -
1\ Membranas basais

Fonte: Adaptado de RODRIGUES; BARROSO; SANCHEZ, 2018; SHOULDERS; RAINES, 2009.

Por ser uma proteina presente em grandes concentracdes no organismo, o colageno
apresenta naturalmente baixa imunogenicidade. Desta forma, a possibilidade dessa substancia
provocar reacdes imunoldgicas ao ser inserido em um corpo estranho € demasiadamente baixa.
Entretanto, existem pequenas fracfes localizadas na regidao helicoidal da molécula que podem
desencadear alguma resposta imunologica (KUMAR et al., 2014).

Pela sua baixa imunogenicidade, bem como sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e sua aptiddo em formar fibras com alta resisténcia a tragédo, o colageno é
tido como um bom biomaterial (DAVIDENKO et al., 2018).

Dentre as fontes animais mais comuns envolvidas no processo de extragédo do
colageno, estdo a extracdo bovina, sendo esta a mais comum, além de ser extraida de peixes,
galinhas, cangurus, porcos, dentre outros. Essas fontes sdo consideradas de baixo valor
monetario e de facil aquisi¢cdo. O material extraido, entretanto, deve passar por processos de
caracterizagdo biologica, pois, mesmo sendo uma molécula segura, pode gerar reacdes
inflamatdrias no organismo (SILVIPRIYA et al., 2015).

2.2.2 Queratina

A queratina, assim como o colageno, é uma proteina fibrosa estrutural de grande
importancia para o0 organismo e uma das mais abundantes que pode ser encontrada em cabelos,
unhas, las, chifres e penas. Sintetizada pelos queratindcitos, esta proteina desempenha diversas
funcbes no organismo, incluindo sua contribuicdo na protecdo das células contra estresses
mecanicos e ndo mecanicos. Além disso, alguns tipos de queratinas também possuem fungoes

regulatorias e estdo envolvidas em vias de sinalizagdo, como na cura de feridas ou apoptose. E
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importante ressaltar também que elas apresentam grande importancia no diagndstico de
carcinomas, uma vez que apresentam padrdes caracteristicos de expressao em tumores humanos
(SHAVANDI et al., 2017; KELLNER; COULOMBE, 2009; MOLL; DIVO; LANGBEIN,
2008).

Pode ser classificada de acordo com sua estrutura secundaria em proteinas do
filamento intermediario (PFI) e proteinas da matriz. O primeiro grupo € 0 mais abundante e é
descrito na literatura também com o nome de a-queratina (Figura 2). S&o denominadas assim
pois apresentam uma estrutura secundaria o-helicoidal. As proteinas da matriz, ou y-queratina,
sdo proteinas globulares com baixo peso molecular e alto teor de enxofre. Ha ainda um terceiro
grupo de proteinas de queratinas, denominado de B-queratina que sdo assim chamadas pois
apresentam folhas [-pregueadas em sua estrutura. Responsaveis por proteger as fibras de
queratina de danos fisico-quimicos, este grupo forma a maior parte da cuticula, entretanto, sua
extracdo é dificultosa e ndo formam estruturas especialmente Uteis (HILL; BRANTLEY;
DYKE, 2010; VASCONCELOS; CAVACO-PAULDO, 2013).

Figura 2: Estrutura molecular da a-queratina.
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Fonte: RODRIGUES (2014).

As particulas de queratina podem se apresentar em diferentes tamanhos, incluindo
a escala nanométrica, denominadas nanoqueratina (CAVALCANTE, 2017). Essa forma

nanométrica apresenta melhores resultados quando comparada a queratina normal, pois a maior
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superficie de contato apresentada possibilita uma melhor interacdo das celulas com o
biomaterial, acelerando assim, o reparo tecidual (SARAVANAN et al., 2013).

2.2.3 Bioapatita

O termo apatita, designado por Wener em 1788, ¢ aplicado a diversos compostos
inorganicos, que apresentam estruturas semelhantes com composi¢oes diferentes. A formula
geral deste grupo de substancias é descrita como A10(BOa4)sZ2, onde ‘A4’ é geralmente um metal
que pode ser Ca, Pb, Cd, Ir, La, Ce, K ¢ Na; ‘B’ inclui os elementos P, V, As, Cr, S, C, Al e S;
e ‘Z’ é um anion como OH", CI', F e COs% ou H20. Sio compostos quimicos especialmente
importantes, pois estdo presentes nos 0ssos, dentes e tenddes de mamiferos dando a eles
estabilidade e forca (SUPOVA, 2014). Sendo a hidroxiapatita (HA) uma apatita, ela se encaixa
dentro do contexto dessa definicdo, onde A = Ca; B = P e Z = OH (Ca1(PO4)s(OH)z2)
(FAROKHI et al., 2017; BOANINA; GAZZANOB; BIGI, 2010). A hidroxiapatita calcio-
deficiente é denominada de apatita bioldgica ou bioapatita (SUPOVA, 2014).

Além disso, a HA se difere da bioldgica em relacdo a sua estequiometria e
cristalinidade, tendo, em consequéncia disto, diferencas nas suas propriedades fisicas e
mecanicas. Bioapatitas, em geral, s&o menos cristalinas, por vezes, carbonadas, e, em
consequéncia, mais soltvel, pois uma maior quantidade de carbonato, reduz o tamanho do
cristal, aumentando, assim, a area superficial e a solubilidade (IBUKI, 2014). A Figura 3 ilustra

a estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Figura 3: Estrutura cristalina da hidroxiapatita

Fonte: RIVERA-MUNOZ (2011).
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A bioapatita € considerado o principal componente da parte mineralizada em 0ssos
de mamiferos (DALCONI et al., 2003) e sdo conhecidas por possuirem boa biocompatibilidade.
Por essas caracteristicas, tém sido utilizada e vem sendo objeto de estudo envolvendo enxertos
de tecido 6sseo (RAMESH; MORATTI; DIAS, 2017).

Sua aplicacdo como um biomaterial em enxerto 6sseo se da também pela baixa
propensdo de causar reacOes de toxicidade, compatibilidade para ligacGes e baixa capacidade
de gerar reacOes inflamatdrias. Essas caracteristicas estdo relacionadas com a sua estrutura
cristalina que é semelhante & Ossea. Outra vantagem da aplicacdo de bioapatita como
biomaterial neste tecido é sua eficacia de adsorc¢do, que possibilita a incorporacdo de moléculas
bioativas a sua estrutura. Essas propriedades a tornam um material dotado de atividade
osteocondutora (IVANOVA; BAZAKA; CRAWFORD, 2013; BOSE; TARAFDER, 2012;
KLEINER; WRIGHT; WANG, 2014).

E importante mencionar que a bioapatita pode ser utilizada em associaco com
outros biomateriais, incluindo polimeros como a quitosana e o colageno. Além disso, evidéncias
mostram que o revestimento de HA melhora a interacdo de implantes ao 0sso hospedeiro
(CHEN et al., 2012; RAMESH; MORATTI; DIAS, 2017).

2.3 Biomateriais de hidrogeis

Os hidrogéis sdo definidos como um conjunto de redes formadas por cadeias de
homopolimeros ou copolimeros, arranjados de forma tridimensional que apresentam
propriedades hidrofilicas e capacidade de inchacgo e hidratagdo e podem ser modificadas para
exibir caracteristicas mecanicas e lubrificantes semelhantes aos diferentes tecidos biol6gicos de
interesse. Podem ter ampla adaptacdo de tamanho ou forma e sdo capazes de absorver até
milhares de vezes o seu peso seco (CHUAH et al., 2017; SELIKTAR, 2012).

Os hidrogéis podem ser constituidos por macromoléculas naturais ou por polimeros
sintéticos. Ambas as formas apresentam grande potencial, pois fornecem um microambiente
biomimético semelhante a matriz extracelular, facilitando a adeséo, proliferacéo, diferenciacéo
e diferenciacgdo de células (ZHU; MARCHANT, 2011; CHAUDHARI et al., 2016).

Hidrogéis constituidos de substancias naturais normalmente apresentam interacao
mais forte com as células e ainda fornecem locais de adesdo para ligacdo celular. J& os
constituidos por substancias sintéticas possuem certa deficiéncia em sitios para adesdo de
células e apresentam interacGes inespecificas. Os hidrogéis podem ainda ser constituidos por
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uma juncéo de substancias naturais e sintéticas. Quando isso ocorre, 0 hidrogel € denominado
de hibrido (LEV; SELIKTAR, 2018).

Os hidrogeéis também sdo classificados como hidrogéis fisicos e quimicos, de
acordo com o mecanismo de interacdo. Interacfes fisicas, embora ndo sejam permanentes,
evitam que o hidrogel se disperse e incluem cadeias que apresentam, principalmente, pontes de
hidrogénio ou interacGes hidrofdbicas. Por outro lado, as interagdes quimicas sdo constituidas
por juncdes permanentes, formadas por ligacfes covalentes. A rede de hidrogéis pode incluir
juncgdes permanentes e ndo-permanentes, e essas caracteristicas influenciam suas propriedades
de inchaco, médulo de elasticidade e transporte (ZHU; MARCHANT, 2011).

Os hidrogeis tém sido amplamente estudados e vém sendo empregados como
biomateriais em diversos campos da medicina regenerativa, com intuito de resolver desafios
existentes nessa area. Isso se da, principalmente, por cinco caracteristicas dos hidrogéis
consideradas mais importantes e essenciais para estudos biomédicos: degradacdo, bioadeséo,
bioatividade, transporte (por exemplo, liberacdo controlada de moléculas e farmacos) e
propriedades mecanicas (CHUAH et al., 2017; SELIKTAR, 2012).

Além disso, apresentam também a capacidade de encapsular células, baixa
toxicidade, alto teor de agua, facilidade de modificacdo, injetabilidade, reajuste espacial in situ
e biocompatibilidade (CHUAH et al., 2017).

2.4 Biodegradacéo e biocompatibilidade

A biodegradacdo, ou biodegradabilidade, pode ser descrita como o processo pelo
qual o biomaterial é solubilizado nos fluidos teciduais, onde ha reducéo de seu volume inicial
ou mesmo desaparecimento em funcdo do tempo no local de implante. A velocidade de
degradacéo ¢ caracteristica fundamental que interfere na escolha do biomaterial. E importante
mencionar que o0 tempo para 0 processo de degradacdo deve ser suficiente para permitir a
ocorréncia do processo de regeneracao local (TABATA, 2009).

Os processos de degradacgéo variam de acordo com o composto e abrangem fatores
quimicos, fisicos e biolégicos (CAO; WANG, 2009). Biomateriais do tipo poliméricos
apresentam como caracteristica sua facilidade de biodegradacao. Polimeros sintéticos sao, de
modo geral, degradados através de hidrolise simples, enquanto materiais poliméricos naturais
sdo degradados através de acdo enziméatica (TABATA, 2009). Materiais ceramicos, entretanto,
possuem maior tempo de biodegradacdo in vivo, sendo importantes na ortopedia e na
odontologia (ABUKAWA et al., 2006).
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Ja o termo biocompatibilidade se refere a compatibilidade fisica, quimica e
bioldgica entre um biomaterial e os tecidos corporais, que gera resposta adequada do hospedeiro
em uma dada aplicacdo especifica. Desta forma, espera-se que um biomaterial biocompativel
ndo exiba efeitos toxicos ou respostas que poderdo causar danos ou reacdes adversas ao entrar
em contato com organismo hospedeiro (OZYOL; OZYOL; KAREL, 2017).

Os testes de biocompatibilidade sdo fundamentais para avaliacdo de dispositivos
médicos implantaveis. A partir desses testes, as reacdes locais e sistémicas sdo avaliadas. Em
testes de biocompatibilidade, as reacdes inflamatdrias e de imunotoxicidade, bem como a
capacidade de cicatrizacao dos ferimentos sdo respostas importantes que devem ser levadas em
consideracdo (ANDERSON, 2010; NAAHIDI et al., 2017).

Para testes de biocompatibilidade, a International Standards Organization (1SO),
publicou uma série de normas que envolvem principios fundamentais para a avaliacdo bioldgica
de dispositivos médicos — 1SO 10993 — que englobam diretrizes desde a caracterizacdo de cada
biomaterial ou dispositivo médico implantavel, até a selecdo dos ensaios necessarios para a
avaliacdo da biocompatibilidade (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION,
2017).

A 1SO 10993 é dividida em 20 partes, em que a parte 1 orienta o experimentador
na selecdo dos testes; a parte 2 discorre sobre 0s requisitos necessarios para o bem-estar animal,
e as partes elencadas de 3-20 sdo os guias para os procedimentos de ensaios especificos
(BORELLI et al., 2010).

A ISO 10993-6 dispGe sobre testes para avaliacdo de efeitos locais apos
implantacdo de biomateriais. Para esses testes, 0s animais de pequeno porte como
camundongos, ratos, hamsteres ou coelhos séo preferiveis. O efeito local é avaliado por uma
comparacdo da resposta do tecido causado por um biomaterial cuja biocompatibilidade e
aceitabilidade clinica ja sdo estabelecidas com a resposta apresentada pelo biomaterial a ser
testado (INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2007).

No intuito da caracterizagdo biolégica, podem ser realizadas avaliagGes
macroscopicas e microscopicas. Essas avaliagdes consistem na observacdo de alteractes
teciduais como a presenca de edema ou hematomas, vistas macroscopicamente, além de
presenca de infiltrados de células inflamatorias, vascularizacdo, fibrose ou necrose, vistas
microscopicamente. A resposta tecidual pode ser visualizada na Figura 4, em que pode ser
observada presenca de células inflamatorias e de reparo interagindo com o biomaterial.
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Figura 4: Reacdo celular para biomateriais em modelo de implantagéo subcutanea com o decorrer do tempo
(tempo em dias).

Fonte: AL-MAAWI et al. (2017).

2.4.1 Inflamacéo e reparo

A implantagdo de biomateriais para ensaios de biocompatibilidade em um
organismo bioldgico gera uma interacdo entre o sistema imunolégico do hospedeiro e o material
implantado, resultando em uma resposta tecidual especifica (ANDERSON; RODRIGUEZ;
CHANG, 2008). O processo inflamatério é complexo e envolve diferentes tipos de células,
incluindo células polimorfonucleares e macrofagos (AL-MAAWI et al. 2017).

O implante é sempre acompanhado por injuria, devido aos procedimentos
cirargicos utilizados. Essa injdria ao tecido provoca o recrutamento de células inflamatorias
oriundas da corrente sanguinea para o local do implante (FRANZ et al., 2011).

Em fragbGes de segundos apds o primeiro contato do material com os tecidos
circundantes, as proteinas do sangue e do intersticio provenientes dos vasos extravasados
adsorvem a superficie do biomaterial. Essas proteinas determinam o recrutamento de células
inflamatorias. O exsudato sanguineo também consiste na liberacdo de plaquetas, que formam
um coagulo rico em fibrina por agregacgdo. O coagulo serve como um depdsito para citocinas e
fatores de crescimento, fornecendo sinais para o inicio do reparo da ferida e servem como uma
matriz para migrac&o e ligacéo celular. As proteinas do sistema complemento iniciam a resposta

imune, que promovem a liberag&o de citocinas pro-inflamatdrias e induzem a quimiotaxia de
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outras células inflamatorias como os neutrofilos e macrofagos (VISHWAKARMA et al., 2016;
KIM et al., 2014).

O infiltrado inflamat6rio agudo é formado essencialmente por neutrofilos, que
migram rapidamente para o local da implantacdo. L&, promovem a liberacdo de enzimas
proteoliticas e espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem degradar a superficie do
material. Os componentes citotoxicos, se presentes, podem danificar o tecido circundante e
prolongar a resposta inflamatoria. Os neutréfilos também sdo importantes na liberacdo de
quimiocinas, como a interleucina 8 (IL-8), cujo principal alvo sdo os préprios neutréfilos. Além
disso, os neutréfilos ativados também secretam MCP-1 (Proteina quimioatraente de monécitos-
1) e MIP1b (Proteina inflamatoéria de macrofagos-1b). Ambas as quimiocinas sdo conhecidas
como quimioatraentes potentes e fatores de ativacdo de mondcitos, macrofagos, células
dendriticas imaturas e linfécitos. O aumento da liberacéo dessas quimiocinas pelos neutréfilos
suprime sua infiltracdo. Assim, essas células geralmente desaparecem ap6s os primeiros dias
da implantacdo (KRUGER et al., 2015; VISHWAKARMA et al., 2016).

A inflamacdo cronica se desenvolve quando ha persisténcia do estimulo
inflamatorio. Os mondcitos circundantes recrutados para a area inflamada migram para o tecido
conjuntivo e se tornam macréfagos. Essa ativagdo macrofagica lesiona os tecidos por produzir
metabolitos toxicos. Células como os linfécitos, eosinéfilos, plasmdcitos e células gigantes
também estdo envolvidas na inflamacgdo cronica. Na tentativa tecidual de defesa a um corpo
estranho e para restringir a toxicidade do produto, séo liberados fatores de crescimento (como
0s PDGF, TGF, TGF-p), fatores de angiogénese e citocinas fibrinogénicas geradoras de fibrose,
a fim de circunscrever o material implantado. (FRANZ et al., 2011). A Figura 5 ilustra a reacdo

do processo inflamatorio na presenca de um biomaterial.



Figura 5: Reagdes do sistema imune em fungéo do tempo.
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Legenda: CGM — Célula gigante multinucleada. Fonte: STUDENT SITE (2015).

Diversos pesquisas utilizando biomateriais apontam a relagcdo entre o processo
inflamatorio e a resposta de biocompatibilidade e biodegradabilidade. O quadro 2 sintetiza
estudos dentro da literatura tematica, envolvendo biomateriais e caracterizacdo da resposta

inflamatdria e reparatoria usando o teste bioldgico em subcutaneo murino.

Quadro 2: Respostas histologicas encontradas em teste em subcutdneo murino sob distintos tratamentos

experimentais locais, sem células, fatores de crescimento ou alteraces sistémicas.

Modelo Tratamento

Autor (ano)

Al-Maawi rato

Membrana colégena

Inflamacédo

Suave em 3 dias (1 linfocitos), 10

Reparo

1 gradual do tecido

Biomaterial

Integridade da

et al (2018) bovina (Symbios®) dias (1 macrofagos e | células conjuntivo/colageno  membrana até 30
gigantes), 15 dias (1células e vascularizacéo (3-  dias
gigantes e | macrofagos) e 30 30 dias)
dias (| macrofagos e células
gigantes)
Andradeet  camundongo Membrana de latex Intensa em 2 dias (1 neutrofilos), 1 vascularizagdo e Integridade de
al (2011) natural moderada em 7 dias (1 estabilidade de todas as

Membrana de latex
desnaturado

Membrana de PTFE

neutrofilos) e moderada-discreta
em 14 dias (| neutréfilos)
Moderada em 2-7 dias (1
neutrofilos) e suave em 14 dias
({ neutrofilos)

Moderada em 2-7 dias (1
neutréfilos) e discreta em 14 dias
(| neutrofilos)

colagenoem 7 e 14
dias

1 vascularizagdo e
estabilidade de
colégenoem 7 e 14
dias

1 colagenoem 7 e
14 dias

membranas até 14
dias
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Barrosetal camundongo Enxerto aloplastico (HA ~ Em ambos, suave em 1 semana 1 gradual do tecido Em ambos,
(2012) estequiométrica) (| células mononucleares e conjuntivo/colageno  degradagdo
Enxerto aloplastico células gigantes) e discreta em 3 (1-3 semanas) parcial em 3
(carbonato apatita) semanas (| células gigantes) semanas
Bittencourt  rato Xenoenxerto bovino Moderada em 5 e 10 semanas (1 Em ambas, Em ambas,
etal (2014) (75%HA:25%COL) células gigantes) estabilidade do integridade de
HA estequiométrica Sem resposta inflamatéria tecido conjuntivo (5-  particulas até 10
10 semanas) semanas
Brito et al rato Membrana de quitosana Moderada em 7-15 dias (1 Tecido de Integridade da
(2009) neutréfilos e linfdcitos), discreta  granulagéo (7-30 membrana até 60
em 30 dias (1 linfécitos, | dias), 1 gradual do dias
neutréfilos e células gigantes) tecido
conjuntivo/colageno
(7-60 dias)
Cestarietal rato Xenoenxerto (Osso Intensa em 7 dias (1 neutréfilos e  Cépsula mais Degradacéo
(2010) cortical bovino macréfagos), moderada em 14 evidente em 7 dias, parcial (1% em 14
descelularizado) dias e discreta em 28 e 60 dias (| 1 gradual do tecido dias, 12,5% em 28
macréfagos e células gigantes); conjuntivo/colageno  dias e 40,4% em
sem linfécitos e plasmocitos em (14-60 dias) 60 dias)
todos os periodos
Corradetti rato Membrana de colageno Intensa em 1-3 dias (| Em ambas, 1 Degradacéo quase
etal (2017) macro6fagos), moderada em 7 dias  gradual do tecido completa em 21
e ausente em 21 dias conjuntivo/colageno  dias
Membrana de colageno- Intensa em 1-3 dias (1 e vascularizagdo (7-  Degradacédo
condroitin sulfato macrofagos), moderada em 7 dias 21 dias) completa em 21
e ausente em 21 dias dias
Doloff et al camundongo Esferas de hidrogel de Moderada em 14 dias (1 Presenga de tecido Integridade de
(2017) alginato macroéfagos, | neutréfilos e conjuntivo e particulas até 14
linfécitos B) vascularizagdo em dias
14 dias
Fernandes rato Sulfato de calcio Suave em 7 dias e 28 dias (| 1 gradual do tecido Degradacéo total
et al (2010) linfocitos e 1 células gigantes) e conjuntivo/colageno  em 84 dias
ausente em 84 dias e vascularizacéo (7-
84 dias)
Gasque et camundongo Membrana coladgena Moderada em 3 dias (1 1 gradual do tecido Degradacéo
al (2008) bovina neutrofilos) e 7 dias (1 conjuntivo (7-60 parcial (7-30 dias)
macréfagos), leve em 15-30 dias  dias) e total (60 dias)
(1 macrofagos e | neutrofilos) e
ausente em 60 dias; sem células
gigantes
Gasque et camundongo Membrana colagena Moderada em 3-30 dias (1 1 gradual do tecido Degradacéo
al (2011) bovina macro6fagos); sem células conjuntivo (15-60 parcial (15-30
gigantes dias) dias) e total (60
dias)
Giornoetal camundongo Enxerto alopléstico (HA  Suave em 1 semana (1 Tecido de Integridade de
(2014) estequiométrica) neutréfilos, | plasmocitos, granulagdo em 1 particulas até 9
macréfagos), discretaem 3 e 9 semana, 1 gradual semanas
semanas (1 macrofagos) do tecido conjuntivo
(1-9 semanas)
Enxerto alopléstico Suave em 1 semana (1 Tecido de Integridade de
(1%ZnHA) neutréfilos, plasmacitos, granulagdo em 1 particulas até 9
macrofagos e | células gigantes),  semana, 1 gradual semanas
discreta em 3 semanas (1 do tecido conjuntivo
macrofagos, | neutréfilos e (1-9 semanas)
células gigantes) e 9 semanas (1
macréfagos)
Enxerto alopléstico Suave em 1 semana (1 Tecido de Integridade de
(1%PbHA) macro6fagos e | neutrofilos e granulagdo em 1 particulas até 9
plasmédcitos), discreta em 3 semana, 1 gradual semanas
semanas (| macrofagos e células  do tecido conjuntivo
gigantes) e 9 semanas (| (1-9 semanas)
macréfagos)
Hoornaert rato Membrana de PLGA Moderada em 4-26 semanas (1 Em ambas, tecido de  Degradagdo
et al (2016) macrofagos e células gigantes) granulacéo em 8 parcial (16
semanas, 1 gradual semanas) e
Membrana de PLA Mesmos eventos, com mais do tecido completa (52
macrofagos e células gigantes conjuntivo/ semanas)
vascularizagdo (8-26
semanas)
Januneetal rato Xenoenxerto (Osso Moderada em 3 dias (1 Tecido de Integridade do
(2006) bovino misto medular) neutrofilos e células granulacéo em 3 material até 60

mononucleares), discreta em 7-
30 dias (1 células mononucleares,

dias, 1 gradual do
tecido conjuntivo/

dias
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| células gigantes) e 60 dias (|
células gigantes)

vascularizagdo (7-60
dias)

Jardelinoet  camundongo Xenoenxerto bovino Suave em 1 semana (1 1 gradual do tecido Integridade de
al (2009) inorganico (Osseus®) neutréfilos e | macrofagos), em conjuntivo (1-9 particulas até 9
3-9 semanas (linfdcitos) semanas) semanas
Xenoenxerto bovino Suave em 1 semana (1 células Melhor organizacéo
(BioOss®) mononucleares e algumas células  em 1 semana, 1
gigantes), em 3-9 semanas gradual do tecido
(linfécitos) conjuntivo (1-9
semanas)
Jardelinoet  camundongo Membrana de colageno Intenso em 1 semana (1 Tecido de Degradagao quase
al (2010) suino macréfagos e | neutrofilos), granulagdo em 1 total (3 semanas)
moderada em 3 semanas (1 semana, 1 gradual e total (9
macrofagos e | células gigantes),  do tecido conjuntivo  semanas)
ausente em 9 semanas (1-9 semanas)
Jardelinoet  camundongo Membrana de alginato- Intenso em | semana (1 1 gradual do tecido Degradacéo
al (2012) capsul neutrofilos e linfocitos), conjuntivo/colageno inicial (1 semana),
moderada em 3 semanas (1 e vascularizagdo (3- e avangada, com
linfocitos e | células gigantes) e 9 semanas) residuos presentes
9 semanas (1 linfocitos) (9 semanas)
Korzinskas ~ camundongo Membrana de PTFE Discreta em 10-30 dias (| 1 gradual do tecido Em ambas,
et al (2018) macro6fagos, neutroéfilos) conjuntivo/coldgeno  integridade das
Membrana de colégeno Moderada em 10-30 dias (1 e vascularizagdo membranas até 30
macrofagos, eosindfilos, | (10-30 dias) dias
células gigantes)
Lima et al camundongo Membrana coléagena Intensa em 1 semana (1 1 gradual do tecido Degradacdo
(2010a) suina macréfagos e linfocitos), conjuntivo/colageno  parcial (1-9
moderada em 3 semanas (1 e vascularizacdo (3-  semanas)
macroéfagos, linfécitos e 9 semanas)
neutrofilos, | célula gigante) e
leve em 9 semanas (|
macrofagos, linfécitos e células
gigantes)
Limaetal camundongo Alopléstico (5%ZnHA) Moderada com reag&o de corpo Cépsula fibrosa e 1 Integridade de
(2010b) estranho (| neutrdfilos, 1 células  gradual do tecido particulas até 60
gigantes e células conjuntivo/coldgeno  dias
mononucleares) em 7 dias, e vascularizagéo (7-
discreta de 14-28 dias (| células 60 dias)
gigantes e mononucleares) e
ausente em 60 dias
Alopléstico (HA Mesmos eventos, com | de Mesmos eventos,
estequimétrica) células gigantes mais lenta mas |
vasculariza¢do
Limaetal camundongo Alopléstico Moderada em 1 semana (} 1 gradual do tecido Integridade de
(2011) (biovidro/ni6bio) células mononucleares) e discreta  conjuntivo/colageno  particulas até 9
em 3-9 semanas (1 células e vascularizagéo (1-  semanas
gigantes) 9 semanas)
Lomelinoet rato Aloplastico (70% Moderada em 15 dias (1 1 gradual do tecido Integridade de
al (2011) BTCP:30% HA) linfécitos, macréfagos e células conjuntivo/colageno  particulas até 45
gigantes) e discreta (| linfocitos, (15-45 dias) dias
macréfagos e células gigantes)
Minotti et rato Cimento MTA Em todos, moderada em 15 dias Em todos, 1 gradual ~ N&o avaliado
al (2015) (Angelus®) (1 macrofagos e células gigantes)  do tecido
Cimento branco Portland e discreta em 30-60 dias (| conjuntivo/colageno
(Irajazinho®) macréfagos, células gigantes, e vascularizagdo
Cimento cinza Portland linfdcitos e plasmdcitos); MTA (15-60 dias)
(Minetti®) (< inflamacéo) e Minetti
Cimento cinza Portland (>inflamagdo)
(\VVotoran®)
Oliveira et rato Aloplastico (HA Intensa em 3-24 h (1 neutréfilos), 1 gradual do tecido Degradagdo
al (1993) microgranular) granuloma de corpo estranho de conjuntivo/colageno  parcial (60 dias)
7-30 dias (1 macrofagos e células  (7-60 dias)
gigantes) até 60 dias (|
macro6fagos e células gigantes)
Oliveira et rato Xenoenxerto (0sso Em ambos, intensa em 10 dias (f 1 gradual do tecido Degradagdo
al (1999) cortical bovino macro6fagos e células gigantes, | conjuntivo/colageno  parcial em 60 dias
microgranular tratado a neutréfilos), moderada em 20 (10-60 dias)
100°C) dias (| macrofagos) e discreto em
Xenoenxerto (0SS0 30-60 dias (| células gigantes) Integridade de
cortical bovino particulas até 60
microgranular tratado a dias
1000°C)
Oliveira et rato Xenoenxerto (0sso Intensa-moderada entre 10-20 1 gradual do tecido Degradagdo

al (2003)

cortical bovino

dias (1 macrofagos e células

conjuntivo/colageno

parcial em 60 dias
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macrogranular tratado a
100°C)

Xenoenxerto (0sso
cortical bovino
macrogranular tratado a
1000°C)

gigantes) e discreta em 30-60
dias (| macrofagos e células
gigantes); células gigantes mais
exuberantes no grupo de 1000°C,
porém ndo relacionadas a
reabsor¢ao

e vascularizagdo
(10-60 dias)

Integridade de
particulas até 60
dias

Oliveira et rato Membrana de 0sso Intensa-moderada em 1-3 dias ( 1 gradual do tecido Degradacdo
al (2004) cortical bovino neutrdfilos e linfdcitos), conjuntivo/colageno  progressiva (15
desmineralizado moderada em 7 dias (1 e vascularizagdo (7-  dias) até quase
neutrofilos e linfécitos € | células 60 dias) completo
gigantes) e 15 dias (| neutréfilos desaparecimento
e 1 células gigantes) e quase (60 dias)
ausente de 30-60 dias (|
macro6fagos e células gigantes)
Oliveira et rato Membrana de 0sso Em ambas, intensa-moderadaem 1 gradual do tecido Degradagdo
al (2006) cortical bovino 1-3 dias (1 neutrofilos e conjuntivo/colageno  progressiva (15
desmineralizado linfécitos), moderada em 7 dias e vascularizagdo (7-  dias) até quase
(Genderm®) (| neutrofilos e linfocitos) e 15 60 dias) completo
Membrana de 0sso dias (| neutrofilos e linfocitos e 1 desaparecimento
cortical bovino células gigantes) e quase ausente (60 dias)
desmineralizado tratada de 30-60 dias (| células gigantes)
com tetraciclina
(Baumer®)
Oliveira et rato Xenoenxerto (0SS0 Moderada em 10 dias (1 1 gradual do tecido Integridade de
al (2008) bovino/colageno) linfécitos e plasmdcitos), ausente  conjuntivo/colageno  particulas até 60
a partir de 20 dias (10-60 dias) dias
Santana et rato Esponja colégena Discreta em 3 dias (1 neutrofilos | tecido de Degradacéo
al (2009) hidrolisada e | linfocitos), ausente a partir de  granulacéo (3-7 progressiva (7-14
(Hemospon®) 7 dias; auséncia de células dias), 1 gradual do dias) até completo
gigantes tecido desaparecimento
conjuntivo/colageno (21 dias)
(7-21 dias)
Senaet al rato Adesivo aloplastico Moderada em 1 semana (1 1 gradual do tecido Integridade de
(2014) (wollastonita-poli(N- mononucleares, | neutrofilos e conjuntivo/coldgeno  particulas até 9
butil-2-cianocrilato) células gigantes), discretaem 3-9  (1-9 semanas) semanas
semanas (1 células gigantes)
Shimizu et camundongo Pasta de hidroxido de Necrose (1 semana) e reagdo de Tecido de Degradagdo
al (2004) célcio corpo estranho (macré6fagos, granulagéo em 1-3 parcial (1 semana)
células gigantes, linfécitos) semanas, 1 gradual a total (3-12
decrescente entre 1-3 semanas e do tecido semanas)
auséncia em 12 semanas conjuntivo/colageno
(até 12 semanas) e
calcificacbes entre
3-12 semanas
Sicca et al rato Xenoenxerto (0sso Em ambos, intensa em 10 dias (1  Em ambos, tecido de  Integridade de
(2000) cortical microgranular em macrofagos e células granulagdo em 10 particulas até 60
desproteinizado- gigantes, | neutrofilos e dias, 1 gradual do dias
GenOx®) linfécitos), moderada aos 20 dias  tecido
Xenoenxerto (0SS0 (1 em macrofagos e células conjuntivo/colageno
cortical macrogranular gigantes), suave em 30-60 dias (| e vascularizagéo
desproteinizado- macrofagos e células gigantes) (20, 30 € 60 dias)
GenOx®)
Wang et al rato Hidrogel de queratinade  Presente entre 7-14 dias, ausente 1 gradual do tecido Degradacéo
(2017) frango a partir de 21 dias conjuntivo/coldgeno  parcial (7 dias) a
e vascularizagdo (7-  total (28 dias)
28 dias)
Yamatogi et  rato Membrana de cortical Moderada em 15 dias (1 células 1 gradual do tecido Em ambas,
al (2005) 6ssea desmineralizada mononucleares) e 30 dias (| conjuntivo/ integridade até 15
liofilizada bovina células mononucleares) coléageno (15-60 dias, degradacédo
Membrana colagena Moderada em 15 dias (1 dias) quase total em 30
bovina neutrofilos) e 30 dias (1 células dias e total em 60
gigantes) dias
Zambuzzi rato Xenoenxerto (Osso Moderada em 10 dias (1 em Gradual | de tecido Integridade de
et al (2005) bovino inorgénico macrofagos e células gigantes, | de granulagdo e 1 do  particulas até 60
medular) neutréfilos, plasmacitos e tecido conjuntivo/ dias
linfécitos), leve em 20-30 dias (|  colageno e
macrofagos e 1 de células angiogénese (10, 20,
gigantes) e em 60 dias (| células 30 dias), fibrose
gigantes) intensa aos 60 dias
Zambuzzi rato Xenoenxerto (Osso Intensa-moderada em 10 dias (1 Tecido de Integridade de
etal bovino inorganico em macrofagos e células granulagdo em 10 particulas até 60
(2006a) macrogranular poroso) gigantes, | neutrofilos e dias, 1 gradual do dias

linfécitos), moderada aos 20 dias
(1 em macrofagos e células

tecido
conjuntivo/colageno




Zambuzzi
etal
(2006b)

rato

Xenoenxerto (Osso fetal
bovino acelular
desmineralizado)

Discreta aos 10 dias (| em
células mononucleares e células
gigantes), ausente nos demais
periodos

1 gradual do tecido
conjuntivo/colageno
e angiogénese (10,
20, 30 e 60 dias)
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| de trabéculas
6sseas/reabsorcéo
parcial do enxerto
em 60 dias
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a biocompatibilidade e a biodegradabilidade de hidrogéis de colageno,

nanoqueratina e bioapatita provenientes da inddstria avicola.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar semiquantitativamente a biocompatibilidade e biodegradabilidade de hidrogéis
com composicdo de 100% colageno de origem avicola em tecido subcutaneo murino,
segundo norma ISO 10993-6;

e Avaliar semiquantitativamente a biocompatibilidade e biodegradabilidade de hidrogéis
com composicdo de 90% colageno + 10% bioapatita de origem avicola em tecido
subcutaneo murino, segundo norma 1SO 10993-6;

e Auvaliar semiquantitativamente a biocompatibilidade e biodegradabilidade de hidrogéis
com composicdo de 90% colageno + 10% nanoqueratina de origem avicola em tecido
subcutaneo murino, segundo norma 1SO 10993-6;

e Avaliar semiquantitativamente a biocompatibilidade e biodegradabilidade de hidrogeis
com composicdo de 90% colageno + 5% bioapatita + 5% nanoqueratina de origem
avicola em tecido subcutaneo murino, segundo norma ISO 10993-6;

o Verificar qual o material que expressou melhor a biocompatibilidade e a biodegradacao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

O estudo foi do tipo experimental, qualitativo e semiquantitativo. Segundo Cajueiro
(2012), um estudo experimental € aquele em que se utiliza ferramentas praticas para a
manipulacdo do objeto em estudo. Além disso, é necessario que se desenvolva nas etapas do
experimento, a manipulacdo dos elementos da pesquisa apresentando um controle, que sera
necessario para fins comparativos. O estudo € dito como semiquantitativo porque pode ser
mensurado através de valores numéricos (CAJUEIRO, 2012).

4.2 Aspectos éticos

O estudo cientifico foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Universidade Federal do Ceard, situada na Avenida Comandante Maurocelio Rocha Pontes,
n° 100 no bairro Derby, Sobral, Ceara, sob registro de n® 04/17 (Anexo I), de responsabilidade
do professor Dr. Igor luco Castro da Silva. O mesmo foi avaliado e considerado aprovado por
atender os principios éticos e legislacdo vigente a experimentacdo animal no Brasil.

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e os procedimentos contidos
na Lei n®11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), que regulamenta os Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais; na Resolugéo n° 1.000, de 11 de maio de 2012, que dispde
sobre Procedimentos e Métodos de Eutanasia em Animais e d& outras Providéncias e nas
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (BRASIL, 2013).

Ainda, respeitando a legislacdo brasileira no que tange a biodiversidade nacional e
a necessidade de registro junto ao Sistema Nacional de Patrim6nio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado, a presente pesquisa também foi cadastrada na plataforma eletrénica do
SISGEN do Ministério do Meio Ambiente, especificando o uso ex situ de material avicola neste

estudo (Anexo 1)

4.3 Animais

Foram utilizados para o experimento 45 camundongos albinos da espécie Mus
musculus da variedade Swiss, adultos e do sexo masculino, com peso e idade aproximando-se

de 30 a 40 gramas e seis semanas, respectivamente, provenientes do Biotério Central da
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Universidade Federal do Ceara-Fortaleza e hospedados no Biotério Setorial da Universidade
Federal do Ceara-Sobral ao longo de todo o experimento. Os animais foram aleatoriamente

divididos em grupos experimentais, de acordo com o tipo de hidrogel que foi enxertado.

4.4 Hidrogéis

Todos os hidrogéis foram preparados no laboratério da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Fortaleza, onde foram previamente caracterizados fisico-
quimicamente, j& prontos para serem utilizados in vivo. Foram produzidos 4 hidrogéis com

caracteristicas distintas, como aponta os dados da Tabela 1.

Tabela 1: Hidrogéis e suas respectivas composicoes.

Hidrogel Composicao
Hidrogel 1 100% de colageno
Hidrogel 2 90% de colageno + 10% de bioapatita
Hidrogel 3 90% de colageno + 10% de nanoqueratina
Hidrogel 4 90% de colageno + 5% de nanoqueratina + 5% de bioapatita

Fonte: Elaborada pela autora

E notavel pela Tabela 1 que o colageno corresponde a maior parte do hidrogel
formado e que os outros componentes (nanoqueratina e bioapatita) apresentam no maximo 10%
do hidrogel. Esses valores podem ser explicados a partir de estudos prévios de Cavalcante
(2017), em que foi possivel observar que a adicdo em maiores porcentagens desses
componentes junto ao colageno levou & formacdo de um hidrogel mais denso e de menor
porosidade, sugerindo que a nanoqueratina e bioapatita podem provocar uma reducdo no

espacamento da estrutura interna dos poros.

4.5 Protocolo experimental

Os camundongos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais,
de acordo com o hidrogel enxertado, e um grupo controle negativo, em trés tempos
experimentais cada: 1, 3 e 9 semanas, de acordo com a ISO 10993-6 (2007).

O desenho experimental da organizagdo dos grupos de animais de acordo com 0
hidrogel e o tempo experimental pode ser vista no Figura 6.
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Figura 6: Desenho experimental da separacdo dos animais nos grupos experimentais do estudo.

de reducéo,

n=45
[ I I | |
. . . : Controle
Hidrogel 1 Hidrogel 2 Hidrogel 3 Hldri)?gl 4 negativo
n=15 n=15 n=15 n= n=15
L 1,3e9 L 1,3e9 L 1,3e9 |_ 1,3e9 L 1,3e9
semanas semanas semanas semanas semanas

Fonte: Elaborada pela autora.

Para otimizar a utilizacdo dos animais dos grupos-teste de acordo com os principios

refinamento e substituicdo do padrdo 3R em experimentacdo animal
(HAMPSHIRE; GILBERT, 2018), em cada camundongo foram enxertados dois hidrogéis

distintos, um em cada lado do dorso. Ja nos camundongos do grupo controle negativo, foram

realizadas incisfes no lado direito do dorso, sem a realizacdo de enxertia no tecido subcutaneo,

em 1, 3 e 9 semanas, como mostra a Figura 7.

Figura 7: Delineamento experimental da utilizagdo dos camundongos e distribuicdo dos materiais
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G1 G2
5 animais

G1 G2
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G1 G2
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G3 G4
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G3 G4
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G3 G4
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Antes de se iniciar o procedimento cirargico, os camundongos foram submetidos a
anestesia geral por meio de administracdo intraperitoneal (IP) de uma solucdo anestesica.
Quando as espécies animais permaneceram completamente imdveis e sem resposta a estimulos
dolorosos, foram colocadas sobre um campo operatdrio estéril, onde foram feitas as cirurgias

para a inser¢ao dos biomateriais em estudo.

4.5.1 Anestesia

Os farmacos utilizados no protocolo de inducéo da anestesia foram a quetamina® e
xilazina®. A quetamina® é um anestésico dissociativo que produz analgesia, amnesia e
imobilizacdo, caracterizado pela ativacdo do sistema nervoso central e estimulo do sistema
simpético. E frequentemente associada a xilazina®, visando a reducdo dos efeitos colaterais
exibidos com a administracio de quetamina® (GARGIULO et al, 2012; KILIC; HENKE, 2004).

Nesse estudo, foram administrados nos animais, apds a pesagem, uma solucao
anestésica composta por quetamina® (100 mg/kg) e xilazina® (12mg/kg) (FISH et al., 2008;
FLECKNELL, 2009) que foi aplicada por via IP no quadrante abdominal inferior direito do
animal, com duracéo de efeito de aproximadamente 45 minutos (NEVES; MANCINI FILHO;
MENEZES, 2013).

4.5.2 Cirurgia em sitio ectdpico (subcuténeo)

Ap0s anestesia, 0s camundongos foram submetidos ao processo de tricotomia. Com
a area do dorso livre de pelos, foram iniciadas as cirurgias sobre um campo operatorio estéril.
Antes das incisdes, a area tricotomizada foi degermada com gaze embebida em solucdo de
clorexidina 2%. Em seguida, duas incisdes lineares de aproximadamente 1cm foram tracadas
no dorso do animal com auxilio de lamina de bisturi, e, em sequéncia, foram criadas bolsas
subcutaneas, através de divulsdo do tecido subcutdneo com tesoura romba, para inser¢do do
biomaterial. Em ambos os lados foram inseridos os hidrogéis de acordo com 0s grupos
experimentais (Figura 7). Para o grupo controle negativo, a incisdo e a criacdo da bolsa
subcutanea foi realizada apenas no lado direito do dorso do animal, sem a inser¢do de qualquer
material.

Em seguida foram realizadas as suturas das bolsas subcutaneas, com fio de nylon

4.0. Ao fim dos procedimentos cirargicos, os animais foram alocados em gaiolas com ragao
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palhetada e 4gua ad libitum, até 0 momento da eutanasia. A Figura 8 € um desenho esquematico
do protocolo cirurgico.

Figura 8: Desenho esquematico do protocolo cirlrgico.

ANIMAL ANESTESIADO

TRICOTOMIA INCISAO LINEAR INSERCAO DO BIOMATERIAL SUTURA POS OPERATORIO

Corte de 1cm?

HIDROGEL

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5.3 Eutanésia

O uso de agentes eutanaziantes visa promover uma morte no animal experimental
sem dor e sofrimento, através de mecanismos que incluem a depressao direta de neurbnios

vitais; hipdxia ou por meio de desarranjo da atividade cerebral do animal (MURRAY, 2007).
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Para eutanasiar os camundongos do estudo, foram administrados por via IP uma
solucgéo contendo quetamina e xilazina, em uma sobredose cinco vezes maior comparada a dose
anestésica usada. Constatada a morte, foi realizada necropsia excisional, contendo a area do
enxerto e a sua periferia para posterior processamento e analise histopatoldgica. As carcagas
dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos brancos especiais para lixo com risco
bioldgico e permaneceram congeladas em freezer até a coletada por uma empresa terceirizada

e posterior incineracao.

4.6 Processamento histologico

Apbs a coleta do material, 0 mesmo foi submetido pelo processo de fixacdo, uma
etapa importante no processamento histopatolégico pois visa interromper o metabolismo
celular, estabilizando e preservando os elementos teciduais (CAPUTO; GITIRANA; MANSO,
2010). Para fixacdo, foi utilizado formol tamponado na concentragdo de 4% por 48 horas
seguida por lavagem em agua corrente por aproximadamente 60 minutos.

Para o processamento dos grupos 2 e 4 (hidrogéis com diferentes teores de
bioapatita), foi necessario uma fase adicional depois da fixacdo, denominada desmineralizag&o.
Essa etapa visou a retirada de componentes inorganicos do material, que poderiam impedir uma
analise histologica adequada. Para isso, o material fixado foi imerso em solucédo
desmineralizadora rapida (Alkimia, Brasil) por 4 horas, seguida por lavagem em agua corrente
durante 60 minutos.

A proxima etapa foi a desidratacdo dos tecidos. Nessa etapa, o alcool etilico puro
em concentracOes crescentes foi utilizado. Para a fase de desidratacdo, o material permaneceu
imerso no alcool 70%, 80%, 90% e 100% por intervalo de 1 hora em cada uma das
concentragdes alcoolicas.

Para que haja a remogéo do alcool, o proximo estagio do processamento foi a
clarificacdo, também chamada de diafanizacdo, onde as amostras foram submetidas a banhos
em xilol puro por 60 minutos. Passado esse tempo, foram banhadas em parafina liquida (56°C-
60°C) por 1 hora, seguida de inclusdo em parafina. Cortes de Sum foram feitos com a utilizagao
de um aparelho denominado micrétomo e corados com a técnica de coloracdo Hematoxilina-

Eosina. A Figura 9 sintetiza as etapas do processamento histologico.
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Figura 9: Esquema das etapas de processamento histoldgico.

Coleta do material

Fixagdo (em Desidratagao
Jormol dos tecidos Inclusdo na Coloragdo
tamponado) (Alcool) parafina (HE)
Desminera- Clarificagdo Microtomia
lizagao (xilol)
(Grupos 2 e

%)

Leitura das laminas em microscépio

Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 Anélise histopatologica

Todas laminas foram examinadas a microscopia de luz convencional por um
patologista experiente e pela mestranda, previamente treinada e calibrada, em um estudo cego.
Inicialmente, foi realizada analise descritiva de todos 0s grupos experimentais e registro
fotodocumental das imagens mais representativas das respostas teciduais de cada condicéo.

Para as andlises semiquantitativas, foram obtidas 5 fotomicrografias por lamina
usando um microscopio optico FWL-1000 (Feldman Wild Leitz, Brasil) com magnificacdo de
400x e as imagens foram capturadas com uma camera acoplada Cybershot DSC-W300 Super
Steady Shoot (Sony, Brasil), totalizando 375 microfotografias. As imagens obtidas foram
analisadas por um patologista experiente e um pesquisador previamente treinado (SOUZA,

2018). A Figura 10 ilustra o processo de obtencdo de imagens a serem analisadas.

Figura 10: Andlise histopatolégica semiquantitativa do tecido subcutanea de camundongos (5 campos/lamina)

sl ¥ e P o0, o o

S

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para cada imagem obtida, a analise semiquantitativa de biocompatibilidade das
laminas histolégicas foi realizada com base em critérios histopatol6gicos compativeis com
respostas de inflamacdo (presenca de neutrofilos, linfocitos, macrofagos e células gigantes) e
reparo (neovascularizacdo e fibrose) encontradas em cada tempo experimental. A Figura 11

demonstra os critérios utilizados para analise.

Figura 11: Critérios histopatologicos para analise de biocompatibilidade em subcutaneo de camundongos (=).
Neutrofilo (A), Linfécito (B), Macrofago (C), Célula gigante multinucleada (D), Tecido conjuntivo (E) e
Neovascularizagéo (F). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina.

Fonte: Elaborada pela autora.

A gradacdo para cada critério histopatoldgico se baseou na norma ISO 10993-6,
que preconiza pontuacdes especificas para cada um deles na analise de biocompatibilidade,
variando de 0 a 4. As Tabelas 2 e 3 demonstram as pontuac¢Ges atribuidas as respostas

inflamatorias e reparatéria, respectivamente.
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Tabela 2: Tabela representativa dos critérios de avaliagdo dos efeitos bioldgicos locais de resposta inflamatoria
apos implantacdo dos enxertos em tecido subcutaneo de camundongos.

) ) Pontuag6es
Resposta inflamatoria
0 1 2 3 4
Neutréfilos Raros Infiltracdo intensa ou Sobrelotacéo
0 5-10/pc* )
1-5 pc* até 50% / pc* ou > 50% / pc*
Linfécitos Raros Infiltracdo intensa ou Sobrelotacéo
0 5-10/pc* )
1-5/pc* até 50% / pc* ou > 50% / pc*
Macrdfagos Raros Infiltracdo intensa ou Sobrelotacdo
0 5-10/pc* )
1-5/pc* até 50% / pc* ou > 50% / pc*
Células gigantes do tipo 0 Raros - Infiltracdo intensa ou Em camadas
-5/pc
corpo estranho 1-2/pc* P até 50% / pc* ou > 50% / pc*

Nota: *pc: por campo (400x) Critério modificado pelos autores.

Fonte: Adaptado de ISO 10993-6, anexo E (1SO, 2007).

Tabela 3: Tabela representativa dos critérios de avaliagdo dos efeitos bioldgicos locais de resposta reparatoria
apos implantacdo dos enxertos em tecido subcutaneo de camundongos.

Resposta Pontuag6es
reparatoria 0 1 2 3 4
) y Grupos de 4-7 Extensa banda de
Proliferacdo ) Banda larga de ]
] capilares com ] capilares com
Neovascula- capilar capilares com
L 0 . estruturas ) estruturas
rizagdo minima, focal, | _ . estruturas de apoio ] . ]
fibroblasticas de ] fibroblasticas de apoio
1-3 brotos ou até 50% / pc**
suporte ou > 50% / pc**
Banda estreita
) ) Banda de espessura
Fibrose ou ou tecido ) Banda espessa ou Banda extensa ou
) o moderada ou tecido ) o ) o
tecido 0 | conjuntivo o tecido conjuntivo tecido conjuntivo
o ] conjuntivo frouxo de ]
conjuntivo frouxo até denso até 50% / pc* | denso > 50% / pc*
50-100% / pc*
50% / pc*

Nota: *pc: por campo (400x) Critério modificado pelos autores.

Baseado

Fonte: Adaptado de 1ISO 10993-6, anexo E (ISO, 2007).

na norma

ISO 10993-6 (2007),

foi

proposto para avaliacdo

semiquantitativa dos critérios de inflamacéo e reparo para cada condi¢cdo experimental (grupos

e tempos experimentais) o sistema de calculo da biocompatibilidade da Tabela 4.
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Tabela 4: Calculo da avaliagdo semiquantitativa da biocompatibilidade de enxertos implantados em tecido
subcutdneo de camundongos.

Pontuacdes por tempo experimental

Critérios
G1 G2 G3 G4 C-
i Média/condig&o Média/condicdo Média/condicao Média/condicéo Média/condicéo
Neutrofilos
experimental experimental experimental experimental experimental
Linfocitos Média/condicio Média/condicio Média/condicao Média/condicao Média/condicao
experimental experimental experimental experimental experimental
Macréfagos Média/condigio Média/condicio Média/condicéo Média/condicéo Média/condicéo

experimental

experimental

experimental

experimental

experimental

Células gigantes de

corpo estranho

Média/condicdo

experimental

Média/condigdo

experimental

Média/condigdo

experimental

Média/condi¢do

experimental

Média/condigdo

experimental

Subtotal (x2)

Soma de critérios de

inflamagé&o

Soma de critérios

de inflamacé&o

Soma de critérios

de inflamacé&o

Soma de critérios

de inflamagé&o

Soma de critérios

de inflamagé&o

Neovascularizagéo

Média/condicao

experimental

Média/condicéo

experimental

Média/condicéo

experimental

Média/condicéo

experimental

Média/condicéo

experimental

Meédia/condigao

Média/condicéo

Média/condicéo

Meédia/condicéo

Média/condicéo

Fibrose experimental experimental experimental experimental experimental

Subtotal Soma de critérios de Soma de critérios Soma de critérios Soma de critérios Soma de critérios
reparo de reparo de reparo de reparo de reparo

TOTAL Soma dos subtotais Soma dos subtotais | Soma dos subtotais | Soma dos subtotais | Soma dos subtotais

Calculo: Amostra teste — Controle Negativo; no caso de diferenca negativa, considera-se resultado como zero.

De acordo com este resultado, comparar a uma das faixas a seguir para determinar o ranking de irritacéo de cada produto.

Sob condigBes experimentais, a amostra teste sera considerada:

Em relacéo ao tecido quando comparada ao controle negativo.

- ndo irritante (0,0 — 2,9);
- pouco irritante (3,0 — 8,9);

- moderadamente irritante (9,0 — 15,0); ou

- severamente irritante (>15)

Fonte: Adaptado de 1ISO 10993-6, Anexo E (I1SO, 2007).

A norma I1SO 10993-6 (2007) preconiza a classificacdo de materiais-teste quanto a

sua biocompatibilidade em quatro categorias, a saber: ndo irritante, pouco irritante,

moderadamente irritante e severamente irritante.

padréo de inflamacéo (/,.) usando a equacdo (1).

=2(

Onde, L,= padrdo de inflamacdo; o subindice x corresponde aos grupos teste (t) ou

Y(N+L+M+C)

)

Para determinar as pontuacgdes de biocompatibilidade, foi determinado primeiro o

(1)

controle (c); N = mediana do score dos neutrofilos por animal; L = mediana do score dos
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linfécitos por animal; M = mediana do score dos macréfagos por animal; € = mediana do score
de células gigantes por animal, e n quantidade de animais por grupo.

Em seguida, foi determinado o padrdo de reparo (R,) usando a equacéo (2).

R, =210 @

n

Onde, R, representa o padrdo de reparo; o subindice x corresponde aos grupos teste
(t) ou controle (c); A = mediana do score de neovascularizagdo por animal; F = mediana do

score de fibrose por animal, e n quantidade de animal por grupo.
S=Uc+R)—Uc+Re) 3)

Onde, S= Score de irritacdo; I,= padrdo de inflamacédo dos grupos teste; R, = padréo
de reparo do grupo teste; I = padréo de inflamacdo do grupo controle; R, = padréo de reparo
do grupo controle.

Para cada imagem obtida, a analise semiquantitativa de biodegradabilidade das
laminas histologicas foi realizada com base na presenca de material encontrado em cada tempo
experimental, de acordo com as diferentes morfologias apresentadas pelos hidrogéis testados,
conforme demonstrado pela Figura 12.

Figura 12: Critérios histopatolégicos para analise de biodegradabilidade em subcutaneo de camundongos. =>:
Biomaterial (morfologia variavel, de camadas eosinofilicas no hidrogel de colageno-nanoqueratina, A a particulas
no hidrogel de colageno-biopatita, B). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Similar a gradagdo de biocompatibilidade preconizada pela norma 1SO 10993-6
(2007) e baseado em Souza (2018), foi proposto para avaliacdo semiquantitativa o sistema de

calculo da biodegradabilidade descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Tabela representativa dos critérios de avaliacdo dos efeitos biolégicos locais de integridade do enxerto
apos implantacdo em tecido subcutaneo de camundongos.

Integridade do Pontuag6es

enxerto 0 1 2 3 4
Presenca do (100% Minima Leve Moderada Quase total
Material degradado) (até 25%) (26-50%) (51-75%) (76-100%)

Nota: *pc: por campo (400x) Critério modificado pelos autores.
Fonte: SOUZA, 2018.

4.8 Analise estatistica

Todas as medianas obtidas de cada parametro por animal foram dispostas em
tabelas por meio do software Excel versdo 2016 para posterior analise estatistica por meio do
software GraphPad Instat versdo 3.0 (GraphPad Software, Inc., EUA).

Os dados ndo paramétricos foram calculados utilizando o teste de Kruskall-Walis e
pos-teste de Dunn. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi aplicado para todos os testes
estatisticos, incluindo comparagfes intragrupos (mesmo grupo experimental, semanas
experimentais diferentes) e intergrupos (grupos experimentais diferentes, mesma semana

experimental).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise descritiva

5.1.1 G1 (Coléageno 100%)

AFigura 13 (A, B e C) ilustra que G1 exibiu uma reducéo gradual do volume inicial
do hidrogel de colageno ao longo do periodo experimental, até seu desaparecimento em 9
semanas, notando-se a presenca de tecido de granulacdo em substituicdo ao biomaterial. No CN
(D, E e F), houve presenca inicial de tecido de granulacdo e abundante neovascularizagdo em 1
semana, substituido por tecido conjuntivo em 3 e 9 semanas.

A Figura 14 (A, B e C) ilustra que G1 exibiu presenca de infiltrado inflamatorio
misto (neutrdfilos e linfécitos) em 1 semana e de evidéncias de células gigantes e reparo
tecidual em 3 e 9 semanas, por meio de neovascularizacdo e tecido conjuntivo. A presenca de
fragmentos do biomaterial foi perceptivel até 3 semanas. No CN (D, E e F), observou-se tecido
de granulagdo em 1 semana e sua substituicao por tecido conjuntivo, com progressivo deposito

de colageno, em 3 e 9 semanas.
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Figura 13. Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 200um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G1 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio (*), célula gigante (») e vasos sanguineos (—). Coloragdo: Hematoxilina-
Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala: 20pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.2 G2 (Colageno 90% + Bioapatita 10%)

A Figura 15 (A, B e C) ilustra que G2 exibiu uma reducao gradual do volume inicial
do hidrogel de colageno + BA ao longo do periodo experimental, porém o mesmo ainda esteve
presente em 9 semanas, notando-se a presenca de tecido de granulagdo em substituicdo ao
biomaterial. No CN (D, E e F), houve presenca inicial de tecido de granulacdo em 1 semana,
substituido por tecido conjuntivo em 3 e 9 semanas.

A Figura 16 (A, B e C) ilustra que G2 exibiu presenca de infiltrado inflamatorio
misto (neutrofilos e linfécitos) em 1 semana e de evidéncias de tecido de granulacéo e
abundancia de células gigantes em 3 e 9 semanas. A presenca de fragmentos do biomaterial foi
perceptivel até 9 semanas. No CN (D, E e F), observou-se tecido de granulacdo e abundante
neovascularizacdo em 1 semana e sua substituicdo por tecido conjuntivo, com progressivo

depdsito de colageno, em 3 e 9 semanas.



52

Figura 15: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 200um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 16: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G2 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio (*), célula gigante (») e vasos sanguineos (—). Coloragdo: Hematoxilina-
Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala: 20pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.3 G3 (Colageno 90% + Nanoqueratina 10%)

A Figura 17 (A, B e C) ilustra que G3 exibiu uma reducao gradual do volume inicial
do hidrogel de coldgeno + NQ ao longo do periodo experimental, até seu desaparecimento em
9 semanas, notando-se a presenca de tecido de granulagdo em substituicdo ao biomaterial. No
CN (D, E e F), houve presenca inicial de tecido de granulacdo em 1 semana, substituido por
tecido conjuntivo em 3 e 9 semanas.

A Figura 18 (A, B e C) ilustra que G3 exibiu presenca de infiltrado inflamatorio
misto (neutrofilos e linfécitos) em 1 semana e presenca de tecido de granulagdo em 3 e 9
semanas. A presenca de fragmentos do biomaterial foi perceptivel até 3 semanas. No CN (D, E
e F), observou-se tecido de granulacdo e abundante neovascularizacdo em 1 semana e sua

substituicdo por tecido conjuntivo, com progressivo deposito de colageno, em 3 e 9 semanas.
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Figura 17: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulagéo, TC: tecido
conjuntivo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 200um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 18: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G3 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio (*) e vasos sanguineos (—). Colorac¢do: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x.

Barra de escala: 20pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.1.4 (Colageno 90% + Bioapatita 5% + Nanoqueratina 5%)

A Figura 19 (A, B e C) ilustra que G4 exibiu uma reducao gradual do volume inicial
do hidrogel de coladgeno + BA + NQ ao longo do periodo experimental, até seu desaparecimento
em 9 semanas, notando-se a presenca de tecido de granulacdo em substituicdo ao biomaterial.
No CN (D, E e F), houve presenca inicial de tecido de granulacdo em 1 semana, substituido por
tecido conjuntivo em 3 e 9 semanas.

A Figura 20 (A, B e C) ilustra que G4 exibiu presenca de infiltrado inflamatorio
misto (neutréfilos e linfécitos) em 1 semana e presenca de tecido de granulacdo e evidente
neovascularizacdo em 3 e 9 semanas. A presenca de fragmentos do biomaterial foi perceptivel
até 3 semanas, com raros resquicios em 9 semanas. No CN (D, E e F), observou-se tecido de
granulacdo e abundante neovascularizagdo em 1 semana e sua substituicdo por tecido

conjuntivo, com progressivo deposito de colageno, em 3 e 9 semanas.
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Figura 19: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G4 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 40x. Barra de escala: 200um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 20: Anélise histopatoldgica do tecido subcutaneo de camundongos de G4 (A, 1 semana, B, 3 semanas e C,
9 semanas) ou CN (D, 1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). M: material, TG: tecido de granulacéo, TC: tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio (*), célula gigante (») e vasos sanguineos (—). Coloragdo: Hematoxilina-
Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala: 20pum.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2. Andlise semiquantitativa da interacdo material/tecido

A Tabela 6 demonstra a mediana da contagem de neutréfilos para todos os grupos
(G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas pds-enxerto. Os grupos G1, G3
e G4 apresentaram aumento de neutréfilos significativos (P<0,001), comparados ao controle
negativo na primeira semana com enxerto. JA& com 3 semanas apés o implante, foi verificado
aumento comparado ao CN nos grupos G3 (P<0,001) e G4 (P<0,01). No tempo experimental

de 9 semanas, verificou-se auséncia dessas células.

Tabela 6: Andlise semiquantitativa da presenca de neutréfilos em tecido subcutdneo de camundongos nos
diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontuac¢des (valor minimo-valor
méaximo), 25 campos por condi¢ao.

NEUTROFILOS

Gl G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 1(0-3)* 1(0-2) 1 (0-4y: 1(0-3) 0 (0-1)"
3 SEMANAS 0(0-2) 0(0-2) 1(0-3)? 0 (0-2)2 0 (0-1)°
9 SEMANAS 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).
ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferencas entre os grupos-teste e o controle negativo.

A Tabela 7 demonstra a mediana da contagem de linfdcitos para todos 0s grupos
(G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas pos-enxerto. O grupo G3 foi o
gue mais apresentou aumento de linfocitos ao longo de todo o periodo experimental (P<0,01
em 1 semana e P<0,001 em 3 e 9 semanas), quando em comparacdo com CN. Além disso, o
grupo G4 apresentou aumento significativo das contagens de linfocitos na semana 3, com
P<0,001 e o grupo G2, em 9 semanas, com P<0,05. O G1 ndo apresentou diferenca significativa

com relagdo ao CN.
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Tabela 7: Anélise semiquantitativa da presenca de linfocitos em tecido subcutaneo de camundongos nos diferentes
grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontua¢des (valor minimo-valor maximo),
25 campos por condicéo.

LINFOCITOS
G1 G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 1(1-3) 1(0-2) 2 (0-3)° 1(0-3) 1(0-1)°
3 SEMANAS 1(0-2) 1(0-3) 2 (1-3)° 1(1-3) 1(0-1)°
9 SEMANAS 1(0-1) 1(0-2) 1(0-3) 1(0-3) 0 (0-1)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).
ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferengas entre os grupos-teste e o controle negativo.

A Tabela 8 demonstra a mediana da contagem de macro6fagos para todos 0s grupos
(G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas pds-enxerto. Embora possa-se
sugerir em G2, G3 e G4 um aumento da mediana na semana 3 ap0s a enxertia dos hidroggéis,
esses resultados ndo foram significativos, mantendo-se constante e discreta a presenga dessas

células.

Tabela 8: Andlise semiquantitativa da presenca de macrofagos em tecido subcutaneo de camundongos nos
diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontuagdes (valor minimo-valor
méaximo), 25 campos por condicéo.

MACROFAGOS
Gl G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 1(0-2) 0(0-2) 0(0-1) 0 (0-1) 0(0-2)
3 SEMANAS 0 (0-1) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0(0-1)
9 SEMANAS 0 (0-0) 0(0-1) 0(0-1) 0(0-2) 0(0-1)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).

A Tabela 9 demonstra a mediana da contagem de células gigantes do tipo corpo
estranho para todos os grupos (G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas
pos-enxerto. Na analise entre os grupos experimentais e o controle negativo, o0 G2 apresentou
maior indice de células gigantes em 3 semanas (p<0,01) quando comparado ao grupo controle.

Os demais grupos ndo apresentaram diferencas significativas com relacdo ao grupo controle.
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Tabela 9: Andlise semiquantitativa da presenca de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho em
tecido subcutaneo de camundongos nos diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental.
Mediana das pontuagdes (valor minimo-valor méaximo), 25 campos por condicao.

CELULAS GIGANTES DO TIPO CORPO ESTRANHO

Gl G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-2) 0 (0-1) 0(0-1)
3 SEMANAS 0(0-1) 0 (0-2)¢ 0(0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)°
9 SEMANAS 0(0-1) 0(0-2) 0 (0-1) 0(0-2) 0 (0-1)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).
ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferengas entre os grupos-teste e o controle negativo.

A Tabela 10 demonstra a mediana da quantificacdo da presenca de
neovascularizacdo para todos os grupos (G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9
semanas pos-enxerto. Na andlise entre 0s grupos testados e o controle negativo, verificou-se
que G1 e G3 apresentaram baixa neovascularizacdo em 1 semana (P<0,01 e P<O0,05,
respectivamente). Os demais grupos nos demais tempos experimentais apresentaram resultados
semelhantes ao controle negativo, convergindo com um aumento gradual da neovascularizacéo,

sem diferencas significativas intergrupos.

Tabela 10: Andlise semiquantitativa da presenca de neovascularizagdo em tecido subcutaneo de camundongos nos
diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontuacgdes (valor minimo-valor
méaximo), 25 campos por condi¢éo.

NEOVASCULARIZACAO

Gl G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 0 (0-1)° 0(0-2) 0 (0-2)" 0(0-2) 1(0-3)¢
3 SEMANAS 0(0-2) 1(0-3) 0 (0-3) 1(0-3) 1(0-2)
9 SEMANAS 1(0-3) 1(0-2) 1(0-3) 1(0-3) 1(0-2)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).
ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferengas entre os grupos-teste e o controle negativo.

A Tabela 11 demonstra a mediana da quantificacdo da presenca de tecido
conjuntivo para todos os grupos (G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas
pos-enxerto. Na analise entre 0s grupos experimentais e o controle negativo, verificou-se que

houve uma menor presenca de tecido conjuntivo em todos oS grupos-teste na semana 1
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(P<0,001). Nos demais tempos experimentais, 0s grupos apresentaram resultados semelhantes
ao controle negativo, convergindo com um aumento gradual do tecido conjuntivo, sem

diferencas significativas intergrupos.

Tabela 11: Anélise semiquantitativa da presenca de tecido conjuntivo em tecido subcutaneo de camundongos nos
diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontuacdes (valor minimo-valor
maximo), 25 campos por condi¢éo.

TECIDO CONJUNTIVO

G1 G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 1(0-1)° 1(0-2)° 0 (0-1)" 1(0-1)° 2 (1-2)°
3 SEMANAS 1(0-2) 1(0-2) 1(0-3) 1(0-2) 1(1-2)
9 SEMANAS 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 2 (1-3)

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% colageno: 10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina, Controle negativo (CN).
ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferengas entre os grupos-teste e o controle negativo.

A Tabela 12 apresenta a resposta da avaliagdo semiquantitativa da
biocompatibilidade de materiais implantados em tecido subcutaneo de camundongos para o
tempo experimental de 1 semana. A tabela elenca os critérios inflamatorios e reparatorios e
atribui scores a partir do calculo com os mesmos. Os dados foram baseados de acordo com o

anexo E da ISO 10993-6 (Anexo I11), a Tabela 4 e as equagdes 1, 2 e 3.



64

Tabela 12: Resposta da avaliacdo semiquantitativa da biocompatibilidade de materiais implantados em tecido
subcutdneo de camundongos para o tempo experimental de 1 semana.

Pontuacdes por tempo experimental

Critérios
G1 G2 G3 G4 C-
Neutréfilos 1111 0j0f1]|1 1(0]1 21110 0|0
Linfdcitos 11111 111/10(1 1111 1111 01
Macréfagos 1111 1(1|0]0 0({0]|0 1(0]1 1/0
Células gigantes de ololo olololo ololo ololo olo
corpo estranho
Subtotal (x2) 7,2 3,6 5,2 6,4 2,8
Neovascularizagdo 0(0]0 1({0|1]0 0({0]|0 0(0]|0 111
Fibrose 0|11 11111 0[{0]|0 0[{1|0 2|2
Subtotal 0,6 1,2 0,4 0,6 3,0
Total 7,8 4,8 5,6 7,0 58
2 0* 0* 1,2

Padréo de Irritacdo

Na&o irritante

Na&o irritante

Na&o irritante

Nao irritante

* Padrdo de irritacdo negativo pontuado como zero, como recomenda a Norma 1SO 10993-6 (2007).

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dessa tabela, pode-se inferir que em 1 semana, todos os grupos de hidrogéis

testados apresentaram um padrdo de biocompatibilidade classificado como néo irritante pela

norma 1SO 10993-6, com scores de 2 para G1, 0 para G2 e G3, e 1,2 para G4, quando subtraidas

com o controle negativo.

A Tabela 13 apresenta a

resposta da avaliagdo semiquantitativa da

biocompatibilidade de materiais implantados em tecido subcutaneo de camundongos para o

tempo experimental de 3 semanas. A tabela elenca os critérios inflamatdrios e reparatorios e

atribui scores a partir do calculo com os mesmos. Os dados foram baseados de acordo com o
anexo E da I1SO 10993-6 (Anexo I11), a Tabela 4 e as equagdes 1, 2 e 3.
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Tabela 13: Resposta da avaliacdo semiquantitativa da biocompatibilidade de materiais implantados em tecido
subcutdneo de camundongos para o tempo experimental de 3 semanas.

Pontuacdes por tempo experimental

Critérios
G1 G2 G3 G4 C-
Neutrofilos 0|00 1{1/0 1{2|10(1|2|0f1|1]|1 00
Linfdcitos 1(1|0 21111 1(2(1(2(2|1|1|1]|2 00
Macrdéfagos 0(0]|o0 11111 1010|212 |0f1]1]|1 0o
Células gigantes de 0/0]|0 0/0]1 o|lojofo|o|1]|1]|0|0]|0O 0|0
corpo estranho
Subtotal (x2) 1,6 438 6,8 6,4 1,6
Neovascularizagéo 0O(11]0 011 0j0|j1(2(0|0j0]|0]1 111
Fibrose 1111 1(11]1 1(1(1(1|0|2|1|1(11 1(1
Subtotal 1,4 1,8 1,4 1,4 2,4
Total 3,0 6,6 8,2 7.8 4.0
0* 2,6 4,2 3,8

Padrao de Irritacdo

Na&o irritante

Na&o irritante

Pouco irritante

Pouco irritante

* Padrdo de irritacdo negativo pontuado como zero, como recomenda a Norma 1SO 10993-6 (2007).
Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dessa tabela, pode-se inferir que, em 3 semanas, 0s grupos de hidrogéis

testados a base de coladgeno (G1) e a base de colageno + HA (G2) apresentaram um padrdo de

biocompatibilidade classificado como né&o irritante pela norma 1SO 10993-6, com scores de 0

e 2,6, respectivamente. Ja os grupos G3 e G4, com scores mais altos, se classificam em pouco

irritantes, com pontuagfes de 4,2 e 3,8, respectivamente, quando subtraidas com o controle

negativo.

A Tabela 14 apresenta a

resposta da avaliagdo semiquantitativa da

biocompatibilidade de materiais implantados em tecido subcutaneo de camundongos para o

tempo experimental de 9 semanas. A tabela elenca os critérios inflamatorios e reparatorios e
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atribui scores a partir do calculo com os mesmos. Os dados foram baseados de acordo com o
anexo E da ISO 10993-6 (Anexo I11), a Tabela 4 e as equacgdes 1, 2 e 3.

Tabela 14: Resposta da avaliagdo semiquantitativa da biocompatibilidade de materiais implantados em tecido
subcutdneo de camundongos para o tempo experimental de 9 semanas.

Pontuacdes por tempo experimental
Critérios
G1 G2 G3 G4 C-
Neutrofilos 0(0]|o0 0(0]0 0(0]0 0(0]0 0
Linfdcitos 11110 11111 1131 21112 0
Macrofagos 0(0]|o0 0|01 0(1]|0 0({0]|0 0
Células gigantes de ololo ol1l1 ololo ololo 0
corpo estranho
Subtotal (x2) 1,2 3,2 3,2 3,6 1,2
Neovascularizagdo 1111 1(1]1 1122 2111 1
Fibrose 1111 11111 11111 21211 2
Subtotal 18 2,2 2,6 2,8 2,8
Total 3,0 54 5,8 6,4 4,0
: 0* 1,4 18 2,4
Padrdo de Irritacdo L . . . -
Nao irritante Nao irritante Nao irritante Nao irritante

* Padrdo de irritacdo negativo pontuado como zero, como recomenda a Norma 1SO 10993-6 (2007).
Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dessa tabela, pode-se inferir que em 9 semanas, todos 0s grupos de
hidrogéis testados apresentaram um padrdo de biocompatibilidade, classificado como néo
irritante pela norma ISO 10993-6, com scores de 0 para G1, 1,4 para G2, 1,8 para G3 e 2,4 para
G4, quando subtraidas do controle negativo.

A Tabela 15 demonstra a mediana da quantificacdo da presenca de material
enxertado para todos os grupos (G1 a G4 e CN) nos tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas
pos-enxerto. Na andlise entre os grupos testados e o controle negativo, verificou-se que todos

0S grupos experimentais em 1 e 3 semanas apresentaram quantidades significativas de



67

biomaterial (P<0,001) em relacdo ao controle. Em uma analise entre as semanas experimentais,
onde se avaliou a degradacdo do biomaterial em um dado grupo ao longo das condicdes
experimentais, constatou-se que nos grupos G1, G2, G3 e G4 mantiveram presenca parcial do
hidrogel nas semanas 1 e 3, e que apenas em G2 foi verificado a presenca significativa do
biomaterial mesmo apo6s as 9 semanas de experimento (P<0,001), embora em quantidade

reduzida.

Tabela 15: Andlise semiquantitativa da presenca de material enxertado em tecido subcutdneo de camundongos
nos diferentes grupos versus controle ao longo do periodo experimental. Mediana das pontuacdes (valor minimo-
valor méximo), 25 campos por condi¢&o.

PRESENCA DE MATERIAL ENXERTADO

G1 G2 G3 G4 CN
1 SEMANA 3 (1-4)*2 2 (0-3)? 2 (13 2(1-3)A 0 (0-0)°
3 SEMANAS 2 (0-3)A? 2 (1-3)° 2 (0-3)"*  2(0-3)*2 0 (0-0)°
9 SEMANAS 0 (0-1)B 1 (0-3)? 1 (0-1)8 0 (0-2)® 0 (0-0)°

Legenda: 100% colageno avicola (G1), 90% colageno:10% bioapatita (G2), 90% coladgeno:10% nanoqueratina
(G3), 90% colageno:5% bioapatita:5% nanoqueratina. Controle negativo (sem tratamento) para 0s grupos
experimentais.

AB Sobrescritos mailisculos referem-se as diferencas entre as semanas dentro de cada grupo testado

ab Sobrescritos minusculos referem-se as diferengas entre os grupos-teste e o controle negativo.
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6 DISCUSSAO

A literatura cientifica mostra diferentes classes de biomateriais testados em tecido
subcutaneo para determinacdo de sua biocompatibilidade e, em alguns casos, sua
biodegradabilidade: biomateriais ceramicos (BARROS et al., 2012; BITTENCOURT et al.,
2014; GIORNO et al., 2014; SHIMIZU et al., 2014), poliméricos (AL-MAAWI et al., 2018;
ANDRADE et al., 2011; CORRADETTI et al., 2017; DOLOFF et al., 2017; GASQUE et al.,
2008; GASQUE et al.,, 2011; HOORNAERT et al.,, 2016; JARDELINO et al., 2012;
KORZINSKAS et al., 2018; WANG et al., 2017), metais e biovidros (LIMA et al., 2011).

O presente estudo converge com a fenomenologia bioldgica pds-enxerto encontrada
nos estudos tematicos, que em geral apontam que biomateriais podem elicitar respostas
inflamatdrias em modelo murino de intensidade moderada entre 1 semana (AL-MAAWI et al.,
2018; ANDRADE et al., 2011; CORRADETTI et al., 2017; GASQUE et al., 2011; LIMA et
al., 2011; SENA et al., 2014; WANG et al., 2017) e 3 semanas (CESTARI et al., 2010;
GASQUE et al., 2011; GIORNO et al., 2014; JARDELINO et al., 2012; KORZINSKAS et al.,
2018; LIMA et al., 2010a), praticamente desaparecendo depois desse periodo (AL-MAAWI et
al., 2018; CORRADETTI et al., 2017; FERNANDES et al., 2010; JARDELINO et al., 2010;
LIMA etal., 2011; MINOTTI et al., 2015; SENA et al., 2014; SICCA et al., 2000; ZAMBUZZI
et al., 2006a).

A presenca dos neutrofilos foi mais significativa durante a primeira semana nos
grupos G1, G3 e G4 neste estudo. Isso justifica-se, pois 0s neutrdfilos sdo células presentes na
inflamacdo aguda, que apos injdria e extravasamento dos vasos, migram do sangue para o local
da implantagéo e séo considerados a primeira linha de defesa do organismo (FRANZ et al.,
2011).

Interessantemente, a persisténcia de indices elevados de neutrofilos em G3 e G4 em
3 semanas no presente estudo poderia estar relacionada a nanogueratina, pois a literatura aponta
gue em materiais poliméricos esse tipo de resposta inflamatdria aguda pode ser mais acentuada
(ANDRADE et al., 2011; BRITO et al., 2009; GASQUE et al., 2008; JANUNE et al., 2006;
JARDELINO et al., 2012; LIMA et al., 2010a; SANTANA et al., 2009).

Necrose é um achado negativo em termos de biocompatibilidade, encontrada em
agregado triéxido mineral (MORETTON et al., 2000) ou pasta de hidroxido de célcio
(SHIMIZU et al., 2014). Esses achados destoam dos resultados obtidos nessa pesquisa, pois
morte celular extensiva ndo foi encontrada em nenhuma das condi¢cfes experimentais testadas.

Por este motivo, ndo foi contabilizado nesse estudo, embora seja um dos critérios presentes no
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sistema de avaliacdo semiquantitativo de biocompatibilidade, descrito na ISO 10993-6 (Anexo
).

A presenca de linfdcitos esta associada a inflamacéo cronica, sendo fundamentais
na ativacdo de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, sdo células que diferenciam em
plasmdcitos capazes de liberarem anticorpos e agir diretamente sobre um corpo estranho
(VISHWAKARMA et al., 2016). Os achados do experimento demonstram que os linfdcitos
estiveram aumentados em todos os tempos experimentais em G3. Além disso, houve aumento
significativo de linfocitos em G4 em 3 semanas € G2 em 9 semanas.

O perfil linfocitario ou inflamatério crénico é mais prevalente apds os primeiros
dias de enxertia (AL-MAAWI et al., 2018; BRITO et al., 2009; JARDELINO et al., 2012;
LIMA et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Porém, ¢é possivel
encontrar linfocitos mesmo apds o intervalo de 3 semanas (BRITO et al., 2009; JARDELINO
et al., 2009; JARDELINO et al., 2012; LIMA et al., 2010a) e 9 semanas (JARDELINO et al.,
2009; JARDELINO et al., 2012). Esses achados confirmam com os dados do presente estudo,
onde se notou a presenca discreta de linfocitos ainda em 9 semanas. A auséncia de perfil
leucocitério é rara e mais associada a presenca de bioceramicas (CESTARI et al., 2010;
BITTENCOURT et al., 2014).

Os macréfagos sdo encontrados, principalmente, em materiais da classe dos
polimeros (AL-MAAWI et al., 2018; CORRADETTI et al., 2017; DOLOFF et al., 2017;
GASQUE et al., 2008; GASQUE et al., 2011; HOORNAERT et al., 2016; JARDELINO et al.,
2010; KORZINSKAS et al., 2018), mas podem também ser encontrados nos materiais da classe
das ceramicas (GIORNO et al., 2014; LOMELINO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 1993).
Embora os dados desse estudo ndo tenham apontado diferenca significativa intergrupos em
relacdo aos macréfagos, houve prevaléncia dessas células na semana 3, nos grupos G2, G3 e
G4. Esses dados convergem com outros estudos envolvendo biocompatibilidade e
biodegradabilidade, que demonstram serem os macrofagos, células ricas em lissossomos e com
capacidade de fagocitar corpos estranhos, bem como liberar citocinas e fatores de crescimento
envolvidos com regeneracdo tecidual, o que explicaria o gradativo desaparecimento de
biomateriais implantados (FRANZ et al., 2011; GIORNO et al., 2014; JARDELINO et al.,
2010; LIMA et al., 2010a; ZAMBUZZI et al., 2016a).

Dependendo do agente causador da inflamacdo, o grau de fagocitose dos
macrofagos ndo € o suficiente. Desta forma, estes podem, eventualmente, fundir-se e formar o

que se chama de células gigantes do tipo corpo estranho, com maior capacidade fagocitaria.
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Essas células sdo particularmente importantes, pois, além disso, estdo associadas ao reparo
tecidual (AL-MAAWI et al., 2017).

As células gigantes do tipo corpo estranho sdo mais encontradas em resposta a
materiais ceramicos de grandes dimensfes (BITTENCOURT et al., 2014; FERNANDES et al.,
2010; JARDELINO et al., 2009; LIMA et al., 2010b; LOMELINO et al., 2011; MINOTTI et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 1993; ZAMBUZZI et al., 2009), embora também seja possivel
observar sua presenca nos materiais poliméricos (AL-MAAWI et al., 2018; HOORNAERT et
al., 2016) e biovidros (LIMA et al., 2011). Os achados dessa pesquisa apontaram um aumento
significativo de células gigantes para G2 em 3 semanas, quando comparado ao CN, dessa forma
apresentando a bioapatita avicola resposta similar as bioceramicas encontradas na literatura.

A neovascularizacao € etapa fundamental no reparo, pois 0s novos vasos formados
vao garantir o aporte de nutrientes e oxigénio aos tecidos. Sua regulacdo é baseada em
numerosos fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, componentes da matriz extracelular,
moléculas de adesdo celular e fatores vasoativos. Uma angiogénese inadequada, limita
transporte de sangue entre a microvasculatura e os biomateriais implantados que podera resultar
em isquemia local e potencialmente levar a uma necrose (MODULEVSKY; CUERRIER,;
PELLING, 2016; RICKERT et al., 2003). O presente estudo apontou que apenas no tempo
experimental de 1 semana houve baixa quantidade de vasos sanguineos em relacdo ao CN, ou
seja, nos demais tempos de experimento, nas semanas 3 e 9, a quantidade de vasos sanguineos
foi semelhante ao controle negativo. Esses dados poderiam inferir um potencial pro-
angiogénico dos hidrogéis testados e sugerir a explicacdo do porqué de néo ter sido observada
necrose dos tecidos ao longo do periodo experimental.

A formacdo de vasos sanguineos € aparente em diversos biomateriais em tempos de
implantacdo semelhantes (ANDRADE et al., 2011; CORRADETTI et al., 2017; FERNANDES
et al., 2010; JANUNE et al., 2006; JARDELINO et al., 2012; KORZINSKAS et al., 2018;
LIMA et al., 2011; MINOTTI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006;
SICCA et al.,, 2000; WANG et al.,, 2017). Dessa forma, os presentes resultados de
neovascularizagdo em todos os grupos de hidrogéis convergem com a literatura.

Um bom resultado de biocompatibilidade ap6s a aplicacdo biomédica de
biomateriais depende de uma cicatrizagdo bem-sucedida de feridas. A cicatrizacdo € um
processo altamente complexo, composto por varias fases sobrepostas, que incluem inflamacéo,
angiogénese e deposi¢do de matriz (RICKERT et al., 2003). O tecido de granulac&o formado é

uma fase mista de inflamacéo e reparo, que pode estar mais persistente nos materiais do tipo
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ceramicas (GIORNO et al., 2014; SHIMIZU et al., 2014; ZAMBUZZI et al. 2006a) e polimeros
(BRITO et al., 2009; HOORNAERT et al., 2016; JARDELINO et al., 2010).

A nova colagenizacdo e vascularizacdo do tecido pos-enxerto sdo fundamentais
para garantir o reparo do tecido conjuntivo lesionado e foram observados em diversas pesquisas
(AL-MAAWI et al.,, 2018; CORRADETTI et al.,, 2017; FERNANDES et al., 2010;
JARDELINO etal., 2012; KORZINSKAS et al., 2018; LIMA et al., 2010a; LIMA et al., 2010b;
LIMA etal., 2011; MINOTTI et al., 2015; WANG et al., 2017).

A presente pesquisa apontou que apenas no tempo experimental de 1 semana houve
baixa presenca de tecido conjuntivo em relacdo ao controle negativo, isto é, nos tempos
experimentais de 3 e 9 semanas, a quantidade da presenca de tecido conjuntivo se assemelha ao
CN. Esses dados demonstram que no decorrer do periodo experimental, houve incremento
gradual de tecido conjuntivo, possivelmente devido a biodegradacdo observada para cada
biomaterial testado.

A biodegradabilidade de um biomaterial pode variar de acordo com diferentes
parametros: classe do biomaterial, tamanho, processamento ou tratamento durante sua
formulagdo, constituicdo quimica, entre outros (SONI et al., 2010). Em relagdo a classe, as
ceramicas exibem menor degradabilidade do material em relagdo ao tempo (BARROS et al.,
2012; BITTENCOURT et al., 2014; CESTARI et al., 2010; GIORNO et al., 2014,
JARDELINO et al., 2009; LIMA et al., 2010b; LOMELINO et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
1993; ZAMBUZZI et al. 2009), ja os materiais poliméricos sofrem maior biodegradacdo ao
longo do periodo experimental (CORRADETTI et al., 2017; GASQUE et al., 2008; GASQUE
et al., 2011; JARDELINO et al., 2010; JARDELINO et al., 2012; SANTANA et al., 2009;
WANG et al., 2017).

Hé& poucos relatos de biomateriais poliméricos que mantém por 9 semanas ou mais
tempo sua integridade em tecido subcutaneo murino (AL-MAAWI et al., 2018; BRITO et al.,
2009; HOORNAERT etal., 2016; KORZINSKAS et al., 2018), embora o padrao de degradacéo
parcial ou total ocorra em 3 semanas (CORRADETTI et al., 2017; GASQUE et al., 2008;
GASQUE et al., 2011; JARDELINO et al., 2010; SANTANA et al., 2009) ou até mesmo em 1
semana (LIMA et al., 2010a; WANG et al., 2017).

Os dados da presente pesquisa apontam que todos os hidrogéis testados, nos tempos
experimentais de 1 e 3 semanas apresentaram quantidades significativas de biomaterial em
relacdo ao controle. Quando avaliou-se a presenca dos hidrogéis na semana 9, apenas o G2
apresentou nameros significativos em relacdo ao CN. Dentro desse cenario, os achados dessa

pesquisa convergem que, embora todos os materiais tenham sido biocompativeis, 0 material



72

que mais apresentaria perfil de desenvolvimento como membrana é o G2, dada sua mais
prolongada permanéncia.

Na ISO 10993-6, em seu anexo E, também cita-se a infiltracdo gordurosa como um
dos critérios sugeridos para a avaliagdo semiquantitativa de biocompatibilidade. Este
parametro, assim como a presenca de necrose, ndo foi utilizado na presente pesquisa e se
justifica pelo fato do tecido subcutaneo ser um ambiente in situ ja apropriadamente rico em
células adiposas de hipoderme e por ser critério infrequente de andlise na literatura tematica de

biomateriais, conforme demostram as referéncias teméticas consultadas para este estudo.
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7 CONCLUSAO

A maioria dos hidrogéis testados, a base de subprodutos provenientes da industria
avicola, apresentaram biocompatibilidade ou ndo irritacdo segundo a norma ISO 10993-6 em
todos os tempos experimentais. Os grupos G3 e G4 apresentaram grau de irritacdo leve apenas
na semana 3, sugerindo associacdo deste fendmeno a presenca de nanoqueratina.

Todos os hidrogéis testados apresentaram biodegradacdo ao longo do periodo
experimental, onde a presenca do biomaterial foi decrescendo ao longo das semanas, sendo
ausente em G1, G3 e G4 e ainda presente em G2 em 9 semanas, sugerindo associacdo deste
ultimo fenémeno a presenca de bioapatita.

A resposta bioldgica apresentada em G2, incluindo biocompatibilidade satisfatoria
e biodegradabilidade moderada, apontam esse grupo como o biomaterial com potencial
biotecnolégico promissor para futuras aplicagdes como membranas para terapias de

regeneracdo 0ssea guiada.
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ANEXO Il11
Norma 10993-6 — anexo E

1SO 10993-6:2007(E)

Annex E
(informative)

Examples of evaluation of local biological effects after implantation

Examples of quantitative scoring systems are given in the Bibliography (see References [16], [17], [25] and
[26].

For each histological characteristic evaluated, such as capsule formation, inflammation, presence of
polymorphonuclear cells, giant cells, plasma cells and/or degradation of material, the semi-quantitative scoring
system used should be described in the evaluation report.

Some examples of such semi-quantitative scoring systems are described below and in the Bibliography (see
References [25], [26], [31], [40] and [41]). The evaluation system as described in Tables E.1 and E.2, may be
converted to an implant evaluation system as described in Table E. 3.

For examples of scoring systems used for biological evaluation of degradable materials, see Reference [19].

Table E.1 — Examples of a histological evaluation system — Cell type/response

Cell type/response Score
0 1 2 3 4
Polymorphonuclear cells 0 Rare, 1-5/phf2 5-10/phf Heavy infiltrate Packed
Lymphocytes 0 Rare, 1-5/phf 5-10/phf Heavy infiltrate Packed
Plasma cells 0 Rare, 1-5/phf 5-10/phf Heavy infiltrate Packed
Macrophages 0 Rare, 1-5/phf 5-10/phf Heavy infiltrate Packed
Giant cells 0 Rare, 1-2/phf 3-5/phf Heavy infiltrate Sheets
MNecrosis 0 Minimal Mild Moderate Severe
a phf = per high powered (400 x) field.
Table E.2 — Examples of a histological evaluation system — Response
Score
Response
0 1 2 3 4
Groups of 4-7 Extensive band of
Minimal capillary | capillaries with Broad band of capillaries with
- . . ; capillanes with -
Neovasculansation proliferation, focal, supporting . supporting
; supporting ;
1-3 buds fibroblastic fibroblastic
structures
structures structures
Fibrosis Narrow band MOdegﬁg thick Thick band Extensive band
Minimal qmount_of Several layers of broEalgna?:actEriL?Ig?ion Ec):g?;i;:elf;n
Fatly infiltrate fat assouat_e d with fat and fibrosis of fat cells about surrounding the
fibrosis h : -
the implant site implant

Copyrignt International Organization for Standardization .’_.]htS reserved
Proviged by IHS under license with 130
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Table E.3 — Example of a semi-quantitative evaluation system

Test sample: Implantation interval:

Test sample Control sample

Animal number:

Inflammation

Polymorphonuclear

Lymphocytes

Plasma cells

Macrophages

Giant cells

Necrosis

SUB-TOTAL (x 2)

Neovascularisation

Fibrosis

Fatty infiltrate

SUB-TOTAL

TOTAL

GROUP TOTAL

AVERAGE @ TEST (=) CONTROL =

Traumatic necrosis

Foreign debris

No. sites examined

a

Used to determine imritant ranking shown below as the conclusion. A negative difference is recorded as zero.

Conclusion: Under the conditions of this study, the test sample was considered a
— non4rritant (0,0 up to 2,9)

— slight irritant (3,0 up to 8,9)

— moderate irritant (9,0 up to 15,0)

— severe Irritant (= 15)

to the tissue as compared to the negative control sample.

A0 -
Copyright International Crganization for Standardization © 150 2007 - Al I'IghlS reserved
Proviged by IHS unger license with 150
Mo reproducion or networking pemitted without license from IHS Mot for Resale
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ANEXO IV
Instrucdes para Avaliadores da Defesa de Disserta¢do (Regimento Interno do PPGB)

Art. 42°, A avaliacéo do exame de qualificacdo verificard os seguintes critérios:

I - Apresentacdo do tema, revisdo ampla, atualizada e critica da literatura e delimitacdo do problema; Il -
Argumentacdo quanto a justificativa denotando a relevancia tedrica e préatica da proposta;

111 - Redacéo clara e precisa dos objetivos e sua coeréncia com o problema da pesquisa;

IV - Coeréncia metodoldgica relativamente aos objetivos de pesquisa, € uso apropriado dos materiais e métodos,
na organizacdo e na analise de dados;

V - Uso da linguagem consoante a norma culta da lingua e o estilo de redacéo cientifica;

VI - Habilidade de sintese, coeréncia e coesdo logica do texto (ligacdo entre capitulos/seces/frases/paragrafos);
VII - Viabilidade do cronograma do projeto tendo em vista o prazo de conclusdo do curso de mestrado (24 meses).

Art. 55°. A Comissdo Examinadora que julgara a dissertacdo sera constituida de especialistas credenciados com
titulo de doutor ou equivalente, aprovada pelo Colegiado do Programa e designada pelo Coordenador, sendo
composta de no minimo 3 (trés) membros, sendo um externo ao Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia.

Paragrafo Unico - Poderdo participar da Comissdo Examinadora professores ativos e aposentados do Programa
ou de outros Programas de Pds-Graduacao afins, além de profissionais com titulacdo pertinente.

Art. 56°. O trabalho de dissertacdo deve seguir as normas da ABNT e as Normas Técnicas para Trabalhos
Cientificos da UFC, apresentando: introducéo, objetivos, referencial teérico, metodologia, resultados e concluséo.

8§ 1°. O trabalho de dissertacdo também podera constar de um artigo em inglés, precedido de introduc&o, objetivos
e referencial tedrico em portugués e de acordo com as normas da ABNT e as Normas Técnicas para Trabalhos
Cientificos da UFC.

§ 2°. A apresentacdo oral da defesa de dissertagdo deveré ser realizada no idioma portugués e o aluno terd 45
minutos para apresentar seu trabalho em secéo publica.

§ 3°. A avaliacdo da defesa de dissertagao verificara os mesmos critérios constantes no Art. 42°, com excecao do
item VII.

Art. 57°. A Comissdo Examinadora indicard a aprovacdo ou ndo da dissertacdo baseando-se na avaliagdo do
trabalho entregue e na sua apresentacao publica, atribuindo ao candidato uma das seguintes mengdes: aprovado ou
reprovado.

§ 1°. Ser4 considerado aprovado ou reprovado o aluno que receber esta men¢do pela maioria dos membros da
comissao julgadora;

§ 2°. O aluno que recebeu a mengdao reprovado é cancelado de imediato do programa;

§ 3°. No caso de modificacdo sugerida na dissertacdo ou na tese, a ocorréncia é registrada na ata de defesa e 0
aluno deve efetuar a modificagdo dentro do prazo maximo de 90 (noventa) dias para reapresentacdo do referido
trabalho, através de parecer fundamentado.

8§ 4°. Ap0s a aprovacdo final o aluno entregard & Secretaria do Programa um exemplar da dissertacdo em meio
digital (CD ROM), no formato word e pdf, que deverd estar de acordo com as normas vigentes para apresentacao
de dissertagdes.



