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RESUMO

A engenharia tecidual fundamenta-se na aplicacdo de conceitos da ciéncia dos
materiais e da medicina regenerativa no intuito de desenvolver substitutos biologicos
capazes de reconstruir ou regenerar tecidos danificados. Neste sentido, muitas
pesquisas com biomateriais tem sido desenvolvidas nos ultimos anos, e a quitosana
(QS) tem despertado grande interesse como biomaterial para regeneracao tecidual
por suas alegadas propriedades de biocompatibilidade, biodegradacéo e facilidade
de modificagdo de sua estrutura quimica. A QS € um polissacarideo de origem
natural, obtido a partir da quitina, uma fonte abundante e renovavel. Apresenta
grande variabilidade em suas principais caracteristicas quimicas como a massa
molar (MM) e o grau de desacetilacdo (GD), que podem influenciar suas
propriedades fisicas e biologicas. InUmeros estudos tem investigado seu uso como
material de arcaboucgo (scaffold) na regeneracdo de diversos tipos de tecido,
inclusive tecido 6sseo e periodontal. No entanto, poucos estudos se referem a
possivel influéncia da MM da QS sobre sua biocompatibilidade in vivo, sendo este
aspecto ainda néo elucidado. O presente trabalho tem como objetivo investigar a
biocompatibilidade e a bioatividade de membranas de QS de diferentes MMs quando
implantadas no tecido subcutdaneo de ratos. Membranas de QS de alto peso
molecular (QS-APM) e baixo peso molecular (QS-BPM) foram caracterizadas
guimicamente para determinar sua MM por cromatografia de permeacdo em gel
(GPC) e seu GD por titulagcdo potenciométrica. Em seguida, foram inseridas no
tecido conjuntivo subcutaneo do dorso de 24 animais e comparadas com um
controle positivo de carragenina-lambda (CGA) e um controle negativo. A
biocompatibilidade foi avaliada por analises histoldgicas do infiltrado inflamatorio
leucocitario, formacdo de tecido de granulacdo e formacdo de tecido conjuntivo
fiboroso apés 1, 7, 14 e 28 dias. A bioatividade foi avaliada por analises
imunohistoquimicas para identificar a expresséo do fator de transcricdo nuclear NF-
kKB e do fator de crescimento de fibroblastos FGF-2, que sdo proteinas envolvidas no
processo de inflamagcdo e reparo tecidual. Os resultados mostraram que as
membranas de quitosana induziram infiltrado leucocitario semelhante ao controle
apos 7, 14 e 28 dias e inferior ao controle positivo. A QS-BPM induziu maior
formacéao de tecido de granulacéo e tecido conjuntivo fibroso que a QS-APM aos 7 e

14 dias e que a CGA aos 7, 14 e 28 dias e mostrou atividade inibitoria sobre o NF-kB



aos 7 dias. A QS-BPM ainda demonstrou maior atividade estimulatéria sobre o FGF-
2 que a QS-APM no primeiro dia. Os resultados sugerem que a QS-BPM induziu
menor resposta inflamatoria e favoreceu uma regeneracdo mais rapida do tecido
conjuntivo que a QS-APM, embora ambas tenham se mostrado biocompativeis.
Pode-se concluir que a MM influenciou a biocompatibilidade e bioatividade da QS in
Vivo e essa caracteristica deve ser considerada ao se desenvolver e investigar
scaffolds a base de QS para regeneracao tecidual. As membranas de quitosana

avaliadas apresentam potencial de aplicacdo em regeneracao tecidual guiada.

Palavras-chave: Biomateriais, quitosana, engenharia tecidual, regeneracédo tecidual

guiada.



ABSTRACT

Tissue engineering is based on the application of concepts from materials science
and regenerative medicine with the aim of developing biological substitutes capable
of reconstructing or regenerating damaged tissue. In this context, a large number of
research studies have been conducted in recent years into the use of biomaterials for
tissue regeneration, and chitosan (CS) has aroused a great deal of interest as one
such biomaterial on account of its alleged properties of biocompatibility,
biodegradation and the ease with which its chemical structure may be modified. CS is
a naturally occurring polysaccharide obtained from chitin, an abundant and
renewable source. It demonstrates great variability in terms of its main chemical
characteristics, such as molar mass (MM) and the degree of deacetylation (DD),
which have an impact on its physical properties such as solubility and crystallinity,
and biological properties such as biodegradation. Numerous studies have
investigated its use as a scaffold material in the regeneration of various types of
tissue, including bone and periodontal tissues. However, few studies have related the
possible influence of the MM of CS on its biocompatibility in vivo; this aspect still has
not been clarified. The aim of the present study is to investigate the biocompatibility
and bioactivity of CS membranes of different MM when implanted in the
subcutaneous tissue of rats. CS membranes with a high molecular weight (HMW-CS)
and low molecular weight (LMW-CS) were chemically characterized to determine
their MM via gel permeation chromatography (GPC) and DD via potentiometric
titration. Next, they were inserted into the subcutaneous conjunctive tissue in the
backs of 24 animals and compared to a positive A-carrageenan(Cgi) control and a
negative control. Biocompatibility was evaluated through histological analyses of the
inflammatory leukocyte infiltrate, formation of granulation tissue and of fibrous
conjunctive tissue, after 1, 7, 14 and 28 days. Bioactivity was investigate through
immunohistochemical analyses carried out to identify the expression of the nuclear
transcription factor NF-kB and the fibroblast growth factor FGF-2, which are proteins
involved in the process of inflammation and tissue repair. The results showed that the
chitosan membranes induced leukocyte infiltrate similar to the control after 7, 14 and
28 days, but lower than in the positive control. The LMW-CS induced a greater
formation of granulation tissue and fibrous conjunctive tissue than HMW-CS, after 7

and 14 days, and than Cga after 7, 14 and 28 days, and showed inhibitory action on



NF-kB at day 7. LMW-CS also showed a greater stimulatory effect than HMW-CS at
day 1. The results suggest that LMW-CS induced a lower inflammatory response and
promoted a faster regeneration of conjunctive tissue than HMW-CS, though both
were found to be biocompatible. It may be concluded that MM influenced CS
biocompatibility in vivo and this characteristic should be taken into consideration
when developing and investigating CS-based scaffolds for tissue regeneration. The
evaluated CS membranes presents a potential application for guided tissue

regeneration.

Keywords: Biomaterials, chitosan, tissue engineering, guided tissue regeneration.
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1. INTRODUCAO
1.1. Biomateriais em Engenharia Tecidual

A engenharia tecidual € um emergente campo da pesquisa cientifica, de
natureza multidisciplinar, que abrange os principios fundamentais da engenharia dos
materiais e da medicina regenerativa no intuito de desenvolver substitutos biolégicos
para tecidos e 6rgdos danificados. Diferentemente das abordagens tradicionais de
tratamento de perdas teciduais, como transplantes, reconstru¢des cirlrgicas ou
implante de materiais bioinertes, em engenharia tecidual (ET) busca-se substitutos
biolégicos que interajam e induzam a formacdo de novos tecidos funcionais,
restaurando, mantendo ou mesmo melhorando a funcéo tecidual. Este processo de
regeneracdo baseia-se em trés pilares principais: a presenca de células vivas,
responsaveis pela sintese da matriz do novo tecido, biomoléculas sinalizadoras,
como peptideos e fatores de crescimento, que promovem a atividade celular, e um
biomaterial que propicie um ambiente favoravel para a ades&o, proliferacdo e
diferenciagao celular, atuando como um arcabouco para o novo tecido (LANGER e
VACANTI, 1993; SALGADO et al., 2004; LANZA et al., 2014).

O conceito de biomaterial ideal tem mudado dramaticamente nas ultimas
décadas. Os materiais de primeira geracdo, como 0S cimentos 0sseo0s, aco
inoxidavel, ndilons e poliésteres, eram considerados satisfatorios por serem
bioinertes, apresentarem resisténcia adequada e desempenho funcional compativel
com o tecido nativo. Atualmente, com o0 advento da engenharia tecidual, os
biomateriais considerados ideais devem apresentar propriedades bioativas ou
bioindutoras, ou seja, devem interagir com o0s tecidos onde sdo inseridos,
melhorando sua capacidade regenerativa (WILLIAMS, 2009; KEANE e BADYLAK,
2014).

Todo tecido € constituido basicamente de células, fluidos organicos e uma
matriz extracelular (MEC). Esta matriz € uma estrutura sintetizada pelas proprias
células, e composta de macromoléculas, como glicoproteinas, glicosaminoglicanas e
peptideos, entremeadas por fibras de colageno e elastina. A MEC prové o suporte
sobre o qual as células se fixam, interagem e se organizam, propiciando o
microambiente e a arquitetura especifica para o crescimento, a proliferacdo e a

diferenciagao celular. Além disso, a MEC funciona como um reservatorio de agua,
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nutrientes e fatores de crescimento, que séo essenciais as células (ZEINALI et al.,
2014; CHEN e THOUAS, 2015a). Nesse sentido, quando se deseja regenerar um
tecido, é necesséaria a presenca de uma estrutura que atue como uma matriz
temporéria para a proliferagéo celular e a deposi¢cédo de matriz extracelular, até que o
tecido seja regenerado. Assim, o0s biomateriais indicados como arcaboucos,
conhecidos na literatura pelo termo em inglés scaffolds, devem atuar como uma
MEC temporaria, desempenhando trés fung¢des principais: (1) provendo a infra-
estrutura tridimensional que permita a formacdo do novo tecido, inclusive
favorecendo sua vascularizacdo; (2) preenchendo o espaco do defeito tecidual,
impedindo assim a proliferacdo de outros tecidos enquanto ocorre a regeneragao
tecidual desejada e (3) liberando fatores de crescimento ou diferenciacdo presentes
em sua estrutura, participando ativamente do processo regenerativo (SALGADO et
al., 2004; DVIR et al., 2011). Para tanto, os scaffolds em ET devem apresentar uma
estrutura transitoria que sofra uma biodegradacdo gradativa, em um espaco de
tempo compativel com a velocidade de formacdo do novo tecido, permitindo que o
tecido regenerado o substitua. Assim, precisam apresentar algumas caracteristicas
essenciais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de formar
estruturas tridimensionais porosas e resisténcia mecéanica adequada. (KEANE e
BADYLAK, 2014; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015)

1.2. Biocompatibilidade

A Dbiocompatibilidade € considerada o principal requisito de um
biomaterial. Chen e Thouas (2015) afirmam que o conceito de biomaterial esta
diretamente relacionado com sua biocompatibilidade, sendo definido como qualquer
material compativel com um sistema vivo e que possa ser aplicado em intimo
contato com os tecidos. A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de
um material em desempenhar uma funcédo especifica em um organismo vivo, sem
induzir uma resposta no hospedeiro que cause algum dano mensuravel (CHEN e
THOUAS, 2015a). No campo da ET, a biocompatibilidade refere-se a capacidade de
um biomaterial (scaffold) em desempenhar a fungdo de um substrato que permita o

suporte apropriado para células e moléculas bioativas de forma a otimizar a
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regeneracao tecidual, sem induzir nenhuma resposta local ou sistémica indesejavel
no hospedeiro (WILLIAMS, 2008). A avaliacdo da biocompatibilidade de um
biomaterial pode ser feita in vitro em cultura de células (citocompatibilidade) ou in
vivo, em animais, e visa mensurar a resposta celular ou tecidual ao contato com o

material.

A insercdo de um biomaterial em um tecido vivo induz,
independentemente do tipo de material, uma resposta inflamatéria. A inflamacéo é
um processo complexo, induzido por estimulos exégenos e endbégenos, que se inicia
no tecido conjuntivo vascularizado e se caracteriza como uma resposta protetora do
organismo contra lesdes celulares e teciduais, visando eliminar, diluir ou isolar a
causa da lesao e iniciar o processo de reparo dos danos teciduais (KUMAR et al.,
2005a; ZEINALI et al., 2014). Quando se trata da aplicacdo de biomateriais, a
resposta inflamatéria pode ser consequéncia da lesdo tecidual pré-existente, do
procedimento cirdrgico de implantacdo e da presenca do préprio biomaterial em si.
Em decorréncia da lesdo vascular inicial, plaquetas séo ativadas e liberam fatores de
coagulacéo que iniciam a formagcao de um coagulo de fibrina provisorio, o qual prové
um substrato propicio para a migracdo e adesdo celular ao local da leséo tecidual.
Além das plaquetas, as células residentes do tecido conjuntivo, como macrofagos e
mastacitos, liberam moléculas sinalizadoras (citocinas e quimiocinas) que promovem
o0 recrutamento de células inflamatérias do sangue para o tecido lesionado,
sobretudo os neutroéfilos, que séo leucdcitos polimorfonucleares (PMN), as células
mais caracteristicas da inflamacéo aguda. Estes eventos se iniciam desde minutos
até horas apos a implantacdo do biomaterial. Os neutréfilos atuam fagocitando
fragmentos do biomaterial, bactérias ou restos celulares que possam estar
presentes, e também liberando citocinas que recrutam macréfagos para o local da
inflamacdo. Geralmente, a inflamag&o aguda se resolve nos primeiros cinco a sete
dias, sendo os neutréfilos gradativamente substituidos por macréfagos, que
predominam a partir de sete dias, juntamente com linfécitos, caracterizando a
inflamacéao crénica, e podem permanecer por semanas, dependendo da extensdo da
lesdo e da biocompatibilidade do biomaterial (ANDERSON, COOK, et al., 2004;
KUMAR et al., 2005a).

Os macroéfagos sédo consideradas as células efetoras por exceléncia do

processo inflamatério. Dentre suas multiplas atividades, os macréfagos atuam
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fagocitando e removendo os restos de neutrofilos que sofreram apoptose e liberando
citocinas e quimiocinas, como as interleucinas 1 e 8 (IL1 e IL8) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor-a), que induzem alteracoes
vasculares, recrutam mais leucécitos e modulam diversas vias do processo
inflamatorio, como a via do fator de transcricdo nuclear kappa-beta (NF-kB, do inglés
nuclear factor kappa-beta) (MESQUITA JR et al., 2008). O NF-kB é um importante
regulador da producao da maioria das citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias e de
moléculas de adesdo, tendo papel fundamental nas fases aguda e crbnica do
processo inflamatorio (BLANCO e NETO, 2003). A medida que a inflamac&o evolui
favoravelmente, macrdéfagos e linfécitos passam a liberar ou estimular a producéo
de fatores de crescimento, como por exemplo os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF, do inglés fibroblasts growth factors) que estimulam a fase
proliferativa da inflamacdo, a qual envolve a proliferagédo, a diferenciacdo e a
atividade de fibroblastos, a neoformacdo vascular (angiogénese), a deposicdo de
nova MEC e a formacao de tecido de granulacdo (DETILLIEUX et al., 2003). Este
ultimo, formado pela proliferagéo de fibroblastos e células endoteliais vasculares, &
considerado essencial no processo regenerativo. A fase regenerativa inicia-se apos
a deposicdo de significativa quantidade de nova MEC rica em colageno, que
favorece a adesdao e proliferacdo de células, como fibroblastos e células especificas
do tipo de tecido envolvido, resultando em reparo cicatricial (fibrose) ou regeneracéo
tecidual (BROWN e BADYLAK, 2014). Portanto, inflamacdo e reparo sé&o
consideradas fases distintas de um mesmo processo e a biocompatibilidade de um
material pode ser mensurada pela intensidade e duracdo de cada uma dessas fases.

Quanto mais se prolonga a permanéncia de neutrofilos, macrofagos e a
persisténcia da inflamacao crbnica, com agrupamento de macréfagos formando as
chamadas células gigantes multinucleadas, que caracterizam a reacdo de corpo
estranho, menos biocompativel sera o biomaterial. Por outro lado, quanto mais
precocemente se iniciam as fases proliferativa e regenerativa da inflamacéo, com
maior formacéo de tecido de granulacéo e fibrose, maior sera a biocompatibilidade
do material. Assim, a biocompatibilidade pode ser avaliada, ao nivel celular, pela
mensuracdo de parametros como infiltrado de células inflamatdrias, formacao de
tecido de granulagdo e formacao de tecido fibroso (WILLIAMS, 2008). O infiltrado
leucocitario esta relacionado com a biocompatibilidade, pois indica a intensidade e a

duracdo da resposta inflamatdria celular, nas suas fases aguda e crbnica. O tecido
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de granulacdo esté relacionado a fase proliferativa do processo inflamagéo-reparo,
sendo considerado um indicativo da proliferacéo de fibroblastos e células endoteliais
vasculares, estando diretamente associado a biocompatibilidade do material. O
tecido fibroso representa a fase regenerativa do processo inflamacao-reparo, com
deposicdo de MEC e fibras colagenas pelos fibroblastos, sendo também indicativo
da biocompatibilidade do material em tecido conjuntivo. Ao nivel molecular, a analise
da expresséao de NF-kB pode indicar a intensidade do processo inflamatorio agudo e
cronico desencadeado pelo biomaterial, enquanto a expressao de FGF seria um
indicativo das fases proliferativa e regenerativa do processo de reparo (ANDERSON,
COOK, et al., 2004; BROWN e BADYLAK, 2014; CHEN e THOUAS, 2015c).

O NF-kB é um fator regulador da transcricdo génica que esta envolvido na
producédo de diversas citocinas inflamatorias, sendo considerado como um dos mais
importantes reguladores da expressao de genes pro-inflamatorios. Ele est4 presente
no citoplasma da maioria das células animais em sua forma inativa, como um trimero
composto por duas proteinas, identificadas como p-50 (com PM de 50 kDa) e Rel-A
ou p-65 (com PM de 65 kDa), ligadas a uma proteina inibitéria denominada Inibidor
kappa-beta (IkB), que impede sua ativacdo. Mediante estimulos inflamatorios, como
uma lesédo ou agressao bacteriana, que desencadeiam a liberacdo de citocinas ou
lipopolissacarideos (LPS) da membrana de bactérias, o IkB é fosforilado pela enzima
IkB-quinase (IkK) e degradado, ativando o NF-kB que migra para o nucleo celular e
atua na transcricdo génica de diversas citocinas pro-inflamatérias como as
interleucinas 1, 2, 6, 8 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), e de moléculas de
adesdo como a E-selectina e a molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1, do inglés
intercellular adhesion molecule-1) que atuam no processo de migracao de leucdcitos
dos vasos para os tecidos (Figura 1) (BLANCO e NETO, 2003; WU e TSAI, 2007; LI
et al., 2014).
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Figura 1: Representacdo esquemdtica simplificada da via de sinalizacdo do NF-kB: a interagdo de
proteinas (citocinas IL1 e TNFa, e LPS bacterianos, com os receptores de membranas ativam a IkB-
quinase (IkK) que fosforilam o IkBa, levando a sua ubiquitinacéo e degradacdo. Assim, as proteinas
Rel-A e p50 interagem, manifestando as sequéncias de localizacdo nuclear que induzem sua
translocacdo para o nucleo, onde interage com o DNA nuclear, levando a transcricdo dos genes
responsaveis pela sintese de mediadores pré-inflamatérios, como IL1, IL2, IL6, IL8, ICAM1e GM-CSF.
(Adaptado de https://pt.wikipedia.org/wiki/NF-kB)

O FGF-2, também conhecido como FGF basico (FGF-b), € uma das
proteinas pertencentes a familia dos fatores de crescimento de fibroblastos, que
compreende no minimo 18 proteinas homélogas que se ligam aos receptores de
FGF (FGF-R). Dentre estes fatores, o FGF-2 é considerado um dos principais,
estando bem caracterizado, sendo inclusive disponivel comercialmente na industria
farmacéutica como FGF-2 humano recombinante (rh-FGF-2). O FGF-2 ¢é
reconhecido como um potente modulador da proliferacdo, mobilidade e
diferenciacdo de fibroblastos, estimulador da producdo de colageno e da
neoformacdo vascular (angiogénese), estando intimamente relacionado com a
formacdo de tecido de granulacdo e de tecido conjuntivo fibroso e, por
consequéncia, com as fases proliferativa e regenerativa do processo inflamacéo-
reparo (DETILLIEUX et al., 2003; MASUOKA et al.,, 2005; JEAN et al.,, 2009;
WOODBURY e IKEZU, 2014).
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1.3. Quitosana

Os materiais comumente utilizados em regeneracdo tecidual podem ser
divididos em trés grupos principais: as ceramicas reabsorviveis de célcio e fosfato,
como hidroxiapatita (HA) e o beta-tricalcio fosfato (B-TCP), utilizadas em
regeneracao 0ssea; 0s polimeros sintéticos, como o acido poliglicolico (PGA) e acido
poliglicélico-lactico (PGLA), e os polimeros biodegradaveis de origem natural, como
0 colageno, o acido hialurbnico, a gelatina e a quitosana (HUTMACHER, 2000;
LEONG et al., 2003; SALGADO et al., 2004; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

A guitosana é um polissacarideo com estrutura quimica composta por
mondmeros de [B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose. Apresenta cadeia polimérica linear composta por unidades de N-
acetil-D-glicosamina (m) e D-glicosamina (n) unidas por ligacdes glicosidicas (Figura
2). Ela é obtida a partir da quitina, por meio da reacdo de desacetilacdo em meio
alcalino. A quitina, por sua vez, é um polimero encontrado no exoesqueleto de
crustaceos, moluscos e insetos e na parede celular de fungos, sendo considerado o
segundo polimero mais abundante na natureza (DI MARTINO et al., 2005;
RINAUDO, 2006).

oo OH OH

OH
NH,

Figura 2 - Estrutura quimica da quitosana. Os indices n e m podem assumir diferentes
proporcdes (RODRIGUES et al., 2012)

A propor¢cdo de grupos D-glicosamina na cadeia polimérica, que
representa o grau de desacetilacdo, é variavel, sendo que a quitosana € considerada
como tal quando a desacetilacdo € superior a 50% (SHI et al., 2006; BALDRICK,
2010). A quitosana (QS) apresenta uma estrutura quimica semelhante ao acido

hialurbnico presente na matriz extra-celular. Nesta estrutura, existem trés
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grupamentos funcionais reativos: uma amina (NH,) e duas hidroxilas (OH). Estes
grupamentos, sobretudo a amina presente na unidade monomérica glicosamina,
conferem a QS uma natureza cationica devido a protonacdo da amina (NHsz+) em
meio acido (KIM, I. Y. et al.,, 2008). A QS é considerada o0 Unico polissacarideo
natural que atua como um polieletrélito catiébnico de alto peso molecular, enquanto
0s demais polissacarideos sdo neutros ou aniénicos (BELLICH et al., 2016). Esta
natureza peculiar propicia a QS uma grande afinidade por biomoléculas anidnicas
como o &cido sidlico, o acido sulfénico e as glicosaminoglicanas (GAGS), presentes
abundantemente nas secre¢fes mucosas e na MEC. Através de interacdes idnicas,
a QS apresenta a capacidade de se ligar aos tecidos mucosos, denominada muco-
adesividade (SOGIAS et al., 2008; BERNKOP-SCHNURCH e DUNNHAUPT, 2012).
Esta propriedade € de grande interesse em ET, pois a possibilidade de se utilizar um
scaffold que interaja com as GAGs e proteoglicanas dos tecidos pode facilitar a
incorporacdo de citocinas e fatores de crescimento teciduais uma vez que um
grande numero destes fatores estdo ligados as GAGs (MADIHALLY e MATTHEW,
1999; DI MARTINO et al., 2005). De fato, a quitosana tem demonstrado interagir
com fatores de crescimento como o FGF e fatores derivados de plaquetas, de forma
semelhante ao heparan sulfato, outra GAG presente na MEC do tecido conjuntivo
(WELTROWSKI et al., 2012; BUSILACCHI et al., 2013; KUMOREK et al., 2016)

A semelhanga quimica com o &cido hialurdnico e outros polissacarideos
constituintes das GAGs, como o sulfato de condroitina, conferem a QS uma
afinidade com a MEC, o que sugere uma bioatividade e a torna um material atrativo
para aplicacdo como scaffold em ET, podendo desempenhar um papel de anélogo
da MEC na regeneracao de tecidos (PENICHE et al., 2007; TANGSADTHAKUN et
al., 2007) (Figura 3). Esta semelhanca também favorece sua biodegradacao. Atraves
da acdo enzimatica da lisozima (presente nas superficies mucosas) e quitinases
(produzidas no intestino) a quitosana é facilmente decomposta em oligossacarideos
atoxicos, os chamados quito-oligossacarideos, que sao incorporados nas vias
metabolicas das GAGs e glicoproteinas, sendo considerados como unidades de
construcdo na sintese do hialuronato, que é essencial na adesdo e proliferacao
celular (MUZZARELLI, 2009; RODRIGUES et al., 2012).
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Figura 3: Unidades estruturais da quitosana (a), do hialuronato (b) e do sulfato de condroitina (c),

mostrando grandes similaridades entre si (PENICHE et al., 2007).

As caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas peculiares da QS tém
motivado inUmeros estudos que investigaram sua aplicacdo como scaffold em
regeneracao tecidual (LIAO et al., 2012; SEONWOO et al., 2013; JIA et al., 2014;
REVI et al., 2014; D'MELLO et al., 2015; DENOST et al., 2015). Biocompatibilidade,
biodegradabilidade, muco-adesividade, auséncia de toxicidade, capacidade de
formar estruturas tridimensionais porosas, facilidade de manipulacdo e baixo custo
sdo algumas das vantagens mencionadas pelos autores que apontam a QS como
um biomaterial adequado e de grande potencial de aplicacdo em ET. Somado a isso,
sua obtencdo a partir de fontes abundantes, renovaveis e que sdo descartadas
como subprodutos da industria alimenticia, faz com que a quitosana seja
considerada de grande potencial econémico e ambiental (RODRIGUEZ-VAZQUEZ
et al., 2015; YOUNES e RINAUDO, 2015; BELLICH et al., 2016).

A reatividade da QS e sua natureza polieletrolitica possibilita o seu
processamento em diversas formas, tais como hidrogéis, filmes, membranas,
nanofibrilas, esponjas e microesferas, e ainda permite a modificacdo de sua
estrutura quimica pela substituicdo de seus grupamentos funcionais, formando
copolimeros de QS com outros biomateriais sintéticos ou naturais, as chamadas
blendas poliméricas, ou com ceramicas de célcio e fosfato (RINAUDO, 2006; DE
FAVERE e HINZE, 2009; LEVENGOOD e ZHANG, 2014; WANG et al., 2016). Estas
modificacbes permitem modular as caracteristicas da QS, como solubilidade,
biodegradabilidade e resisténcia, conforme o tipo de tecido a se regenerar (LI et al.,
2012; BIAZAR e KESHEL, 2013; BRUN et al., 2014; LEVENGOOD e ZHANG, 2014;
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AHAMED et al., 2015).

O processamento da quitosana através da criodessecacao ou liofilizacédo
possibilita a obtencdo de membranas ou esponjas com porosidade variavel, boa
estabilidade e resisténcia mecanica. Este processo, muito utilizado na industria
alimenticia e farmacéutica, consiste no congelamento e desidratacdo sob condi¢cdes
de baixa temperatura e baixa pressdo, permitindo a eliminacdo da agua por
sublimacdo e preservando a microestrutura do material. Embora seja considerada
um processo simples, a liofilizacdo é bastante sensivel pois depende de diversas
varidveis como a taxa de congelamento, a taxa de sublimacdo, a temperatura, o
tempo e a pressdo. Esses parametros determinam as caracteristicas
microestruturais do material liofilizado, como, por exemplo, sua porosidade
(MADIHALLY e MATTHEW, 1999; ZHOU et al., 2014).

As membranas representam uma das formas mais largamente utilizadas
da quitosana nos estudos de regeneracdo tecidual em animais, tendo sido
empregadas com sucesso na regeneracdo de tecido 6sseo (JIANG et al., 2013;
CARIDADE et al., 2015; LAI et al., 2015), tecido cutaneo (SARKAR et al., 2013;
ZEINALI et al., 2014), tecido nervoso (SIMOES et al., 2011; LIAO et al., 2012) e
outros. Em Odontologia, as membranas reabsorviveis, sobretudo a base de
colageno, sdo amplamente utilizadas clinicamente na regeneracdo tecidual guiada
(RTG) e regeneracédo 0ssea guiada (ROG) em Periodontia e Implantodontia. Nestas
técnicas, a membrana deve atuar como uma barreira fisica a proliferacdo de células
do tecido epitelial, mantendo o espaco e o microambiente favoravel a proliferacao e
diferenciacdo de células progenitoras dos tecidos de interesse, como o ligamento
periodontal, o cemento e o 0sso alveolar(BOSSHARDT e SCHENK, 2010; BUSER,
2010; QASIM et al., 2017). Apesar de sua excelente biocompatibilidade, as
membranas de coladgeno apresentam rapida biodegradacdo e baixa resisténcia
mecanica, o que limita sua aplicabiidade (ARPORNMAEKLONG et al., 2008;
BORNSTEIN et al., 2010). Assim, membranas de QS, com seu potencial de
bioatividade e possibilidade de modulacédo de sua biodegradacao, representam uma
interessante alternativa de aplicacdo para RTC e ROG (TANGSADTHAKUN et al.,
2007; ARPORNMAEKLONG et al., 2008; MOTA et al., 2012; QASIM et al., 2017).
Alguns trabalhos demonstraram a efetividade de scaffolds a base de QS na

regeneracdo do ligamento periodontal e osso alveolar em animais (PANG et al.,
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2005; MIRANDA et al., 2011; LEE et al., 2016) e humanos (AKNCBAY et al., 2007).

A literatura demonstra, com uma grande quantidade de estudos nos
ultimos cinco anos, a versatilidade da quitosana como biomaterial para regeneragao
tecidual, sendo investigada como scaffold em varios estudos pré-clinicos de
bioengenharia de diversos tipos de tecido, principalmente em tecido 6sseo (KANG et
al., 1999; HOWLING et al., 2001; GUAY et al., 2004; YUAN et al., 2004; KIM, K. S. et
al., 2008; VIEIRA, 2008; CHEN, J. et al., 2011; MIRANDA et al., 2011; NIU et al.,
2011; COSTA-PINTO et al., 2012; GARG et al., 2012; HOU et al., 2012; MIRANDA
et al., 2012; ZHANG et al., 2012; FLORCZYK et al., 2013; JIANG et al., 2013; WHU
et al., 2013; HAN et al., 2014; JIA et al., 2014; JI et al., 2015; SHALUMON et al.,
2015; ZHANG et al., 2015), tecido cutaneo (GUO et al., 2011; SIMOES et al., 2011;
TCHEMTCHOUA et al., 2011; SUNDARAMURTHI et al., 2012; VELEIRINHO et al.,
2012; SARKAR et al., 2013; REVI et al., 2014; ZEINALI et al., 2014; AHAMED et al.,
2015; DENOST et al., 2015), tecido nervoso (CHEN, X. et al., 2011; WEI et al., 2011,
XUE et al.,, 2012; XIAO et al., 2013; WANG et al., 2016), tecido cartilaginoso
(ZHANG e NEAU, 2001; DENG et al., 2013; ZHANG et al., 2013; WU et al., 2014;
AHAMED et al., 2015; ZHANG et al., 2015), tecido periodontal (ZANG et al., 2014;
JIANG et al., 2015; LEE et al., 2016), tecido vascular (ZHOU et al., 2014), tecido
mamario (GUPTA et al., 2011), tecido colorretal (DENOST et al., 2015) e tecido da
membrana timpanica (SEONWOO et al.,, 2013). No entanto, hd uma grande
heterogeneidade na literatura quanto as caracteristicas fisico-quimicas das
quitosanas utilizadas nos estudos, sobretudo quanto ao grau de desacetilagdo e

massa molar.

O grau de desacetilacdo (GD) e a massa molar (MM) sao considerados os
dois principais parametros utilizados para caracterizacado da QS. O GD representa a
proporcéo, expressa em percentual, de grupos amino (-NH;), denominados unidades
de D-glicosamina, em relacdo ao tamanho total cadeia polimérica. A MM, também
conhecida como peso molecular (PM) de um polimero, refere-se a massa total de
uma cadeia polimérica, expressa em gramas/mol (g/mol), Daltons(Da) ou
quilodaltons (kDa) (EBEWELE, 2000). Estas duas propriedades dependem
fundamentalmente das condicbes empregadas nas etapas de obtencdo da QS,
desde o processamento da quitina até o seu preparo e purificagdo. Como a QS pode

ser obtida de diferentes origens, existe uma grande variabilidade nas suas
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caracteristicas fisico-quimicas. Nas formas de apresentacdo comercialmente
disponiveis, o GD pode variar de 40% a 98% enquanto a MM pode apresentar
valores desde 50 kDa até 2000 kDa (ILLUM, 1998; BALDRICK, 2010). Segundo a
classificagao proposta por Wong (2009), a QS pode apresentar baixo peso molecular
(MM menor que 150 kDa), médio peso molecular (MM de 150 kDa a 700 kDa) e alto
peso molecular (MM maior que 700 kDa) (WONG, 2009).

A MM e o GD tém influéncia determinante sobre outras caracteristicas da
QS. De acordo com Suphasiriroj et al (2009), todas as demais propriedades fisico-
guimicas da QS dependem fundamentalmente destes dois parametros. Assim,
caracteristicas essenciais como solubilidade, cristalinidade, absorcdo de agua,
resisténcia mecéanica e constante de ionizacdo (pKa) seriam afetadas pela MM da
QS (PRASHANTH et al, 2002; MUCHA et al., 2005; WANG et al.,, 2006;
RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015). Uma vez que algumas destas caracteristicas
afetariam também propriedades bioldgicas da QS, como susceptibilidade a
degradacdo enzimética, atividade anti-microbiana e biodegradacdo, alguns autores
sugerem que a MM teria influéncia sobre a biocompatibilidade da quitosana (DI
MARTINO et al., 2005; AMARAL et al., 2006; LI et al., 2012; WANG et al., 2016).
Estudos na literatura apontam para uma relacdo inversa entre a velocidade de
degradacéo da QS in vitro e os valores de MM e GD (ZHANG e NEAU, 2001; LI et
al.,, 2007; TANGSADTHAKUN et al., 2007), embora outros autores tenham
observado resultados divergentes, com aumento da taxa de biodegradacdo em
funcdo do aumento no peso molecular (HSU et al., 2004).

No que diz respeito a influéncia da MM sobre a biocompatibilidade da
QS, existem poucos estudos na literatura sobre o assunto, com resultados
inconclusivos. Enquanto alguns autores demonstram haver um aumento na
citocompatibilidade in vitro de scaffolds de QS com menor massa molar (HSU et al.,
2004; TANGSADTHAKUN et al., 2007), outros sugerem néo haver influéncia da MM
sobre a biocompatibilidade (SUPHASIRIROJ et al., 2009) ou ainda mostram
resultados exatamente opostos (MECWAN et al., 2011). Alguns trabalhos sugerem
uma atividade biolégica estimulatoria de QS de baixa MM sobre macrofagos in vitro,
embora este efeito ndo tenha sido avaliado com QS de alta MM (LIU et al., 2010;
WU et al., 2015; ZHENG et al., 2016).
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Dada a importancia da massa molar da QS sobre suas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas, o fato de que esse parametro ndo seja sequer
mencionado em varios estudos (YUAN et al., 2004; KIM, K. S. et al., 2008; WONG,
2009; GUPTA et al., 2011; COSTA-PINTO et al., 2012; LIAO et al., 2012; DENG et
al., 2013; HAN et al., 2014) ou ndo considerado na analise e interpretacdo de
resultados em outros (KANG et al., 1999; HOWLING et al., 2001; GUAY et al., 2004;
AMARAL et al., 2006; DANILCHENKO et al., 2011; WEI et al., 2011; SARKAR et al.,
2013; WHU et al., 2013; ZEINALI et al., 2014) dificulta, ou mesmo inviabiliza a
reprodutibilidade dos resultados obtidos nos diversos trabalhos e o estabelecimento
de correlacao entre eles. Além disso, os estudos que avaliaram o efeito da MM sobre
a biocompatibilidade da QS sdo escassos e controversos, e ndo esclarecem

satisfatoriamente os mecanismos que explicariam este efeito.



28

2. JUSTIFICATIVA

Considerando os resultados promissores observados na literatura com o
uso da quitosana como biomaterial em engenharia tecidual, sua versatilidade de
aplicacdes nos estudos em medicina regenerativa e em odontologia, com a
regeneracdo de tecido Osseo, tecido periodontal e diversos tipos de tecidos em
estudos pré-clinicos, é de suma importancia que os resultados destes estudos
possam ser reproduzidos, comparados e correlacionados com suas diversas
variaveis, permitindo assim se estabelecer uma metodologia que produza resultados
mais confidveis e conclusivos. No entanto, existe uma divergéncia muito grande na
literatura quanto as caracteristicas da QS utilizada nos estudos, sobretudo quanto
aos parametros de grau de desacetilacdo e massa molar. Além disso, os trabalhos
gue investigam a influéncia da massa molar sobre a biocompatibilidade da QS sé&o
escassos e inconclusivos, limitando-se a avaliagdes de citocompatibilidade in vitro.

Parece evidente, a partir da andlise da literatura, que a influéncia da
massa molar e seus possiveis mecanismos de acdo sobre a biocompatibilidade da
QS ainda ndo estdo esclarecidos. Assim, o presente trabalho se propde a
caracterizar amostras comerciais de QS de diferentes massas molares,
determinando seu GD e massa molar, e investigar in vivo o efeito da MM sobre a
biocompatibilidade e possivel bioatividade de membranas de QS produzidas no
Grupo de Pesquisas em Separacfes por Adsorcdo (GPSA), do Departamento de
Engenharia Quimica da UFC.

Dessa forma, pretende-se contribuir com o conhecimento da influéncia da
massa molar sobre a biocompatibilidade da QS, possibilitando, em futuros estudos, a
utilizacdo deste pardmetro como uma variavel a ser considerada na sele¢cdo da
quitosana e no desenvolvimento de membranas para aplicagdo em regeneracao

tecidual guiada.
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3. HIPOTESE

As membranas de quitosana sdo biocompativeis quando implantadas em
tecido subcutdneo de ratos. A massa molar da QS influencia em sua
biocompatibilidade de tal forma que a quitosana de baixo peso molecular induz
menor resposta inflamatoria que a de alto peso molecular, sendo mais
biocompativel.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da massa molar sobre a biocompatibilidade de

membranas de QS produzidas pelo Grupo de Pesquisas em Separacdo por

Adsorcao (GPSA) da UFC, e implantadas no tecido subcutaneo de ratos;

4.2.

Objetivos especificos

Determinar quimicamente a massa molar e o grau de desacetilacdo de
diferentes amostras comerciais de QS;

Definir a massa molar de membranas de QS produzidas pelo GPSA a
partir das amostras comerciais;

Avaliar ao nivel celular a intensidade e a duracdo da inflamacao tecidual e
do processo de reparo desencadeados pelas membranas de QS de
diferentes massas molares e GD semelhantes, através da analise do
infiltrado inflamatério leucocitério, da formacédo de tecido de granulacéo e
de tecido conjuntivo fibroso, comparando-as com controles positivo e
negativo;

Investigar a bioatividade das membranas de QS sobre a imunoexpresséo
de NFkB e FGF-2 em funcdo de suas massas molares, comparando-as
com controle negativo, de forma a compreender e propor possiveis
mecanismos que justifiquem a influéncia da MM no processo de

inflamacéao e reparo tecidual..
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Caracterizacédo da quitosana

Foram adquiridas amostras de quitosana de alto grau de pureza (P.A.) na
forma de pd, provenientes da Sigma Aldrich (St Louis, EUA), conforme
especificacdes a seguir:

e Quitosana de baixo peso molecular (QS-BPM), com grau de desacetilacéo
de 75 a 85% e peso molecular de 50kDa a 190 kDa, conforme
especificacdes do fabricante (codigo de produto 448869);

e Quitosana de alto peso molecular (QS-APM), com grau de desacetilacao
maior que 75% e peso molecular de 310 kDa a 375 kDa, conforme

especificacdes do fabricante (cédigo do produto 419419).

5.1.1. Determinacado do grau médio de desacetilagcédo (GD)

Uma importante propriedade na caracterizacdo da QS € seu grau medio
de desacetilacdo. Esta caracteristica representa o percentual de grupos amino
(% NH,) na cadeia polimérica da QS, o qual, em ultima instancia, indica seu grau de
reatividade. O GD interfere diretamente nas propriedades fisico-quimicas da QS e
sua determinacdo € fundamental quando se utiliza este material para fins biolégicos
(BALDRICK, 2010).

As amostras de QS de baixo e alto peso molecular foram analisadas por
titulacdo potenciométrica para determinacdo de seus graus meédios de desacetilacao.
Aproximadamente 0,2 g de QS-APM e 0,5 g de QS-BPM foram dissolvidos em 40
mL de &cido cloridrico (HCI) 0,05M e permaneceram em contato com o acido por 24
horas para permitir a completa protonacdo dos grupamentos amino da QS. Em
seguida, a solucdo de QS-APM foi titulada com solucdo de hidroxido de sddio
(NaOH) 0,10M enquanto a solugcdo de QS-BPM foi titulada com NaOH 0,15M.
Enquanto a solucdo de NaOH foi adicionada, o potencial elétrico decorrente dos
grupos amino protonados foi gradualmente reduzido, sendo registrado em pHmetro
digital DM-22 (Digimed, MS, Brasil). O volume de NaOH utilizado para desprotonar a
QS foi registrado e o GD, expresso em percentual de grupos amino (% NH,), foi

calculado pela seguinte formula:
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%NH, = M NaoH X (Vz — Vl) X 161 X 100

m

onde M naon € a molaridade da solucdo de NaOH (mols/L), V1 e V2 sao
respectivamente os volumes (L) da solucdo de NaOH utilizados para neutralizar o
excesso de HCI e os grupos amino protonados, 161 € a massa molecular da unidade
monomérica da QS e m , é a massa da amostra (g) no estado seco, utilizada para
titulagcdo (TOLAIMATE et al., 2000; VIEIRA, 2008).

5.1.2. Determinacdo da massa molar (MM)

A massa molar representa o tamanho médio das cadeias poliméricas de
QS. Esta propriedade influencia significativamente as caracteristicas fisico-quimicas
da QS, o que pode também afetar sua atividade biolégica, sendo, portanto, de
fundamental importancia na sua caracterizagdo (EBEWELE, 2000; SUPHASIRIROJ,
20009).

A MM das amostras de QS foi avaliada por Cromatografia de permeacao
em gel (GPC, do inglés gel permeation chromatography). A técnica de GPC é uma
das mais largamente utilizadas para determinacdo da massa molar em polimeros
naturais e sintéticos. Este método consiste na separagdo das moléculas em fungéo
de seu raio hidrodinamico. Uma solucdo do polimero que se deseja analisar
atravessa uma coluna revestida por um gel microporoso acoplada a um detector.
Dessa forma, moléculas menores, que conseguem permear os poros do gel, ficam
retidas por mais tempo na coluna, ocupando um volume maior (raio hidrodinamico)
gue moléculas maiores, que ndo conseguem penetrar nos poros do gel e eluem mais
rapidamente pela coluna. Assim, as moléculas sdo separadas, em funcdo de seus
tamanhos, e mensuradas pelo detector. Este método € também conhecido como
Cromatografia de exclusdo por tamanho. A massa molar € calculada através de uma
relacéo entre o tamanho das moléculas e a massa molar de um polimero conhecido,
utilizado como padrédo de calibracdo (VIEIRA, 2008). Neste trabalho, utilizou-se um
cromatografo multidetector Viscotek GPC Max (Malvern, Reino Unido) (Figura 4)
equipado com uma coluna SB806M HQ (Shodex, Japéo) e detectores de indice de

refracdo e de espalhamento de luz.
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Figura 4 - Cromatografo de permeagdo em gel do laboratério do Nuacleo de Pesquisas em
Lubrificantes (NPL) da UFC.

As amostras de QS foram preparadas utilizando-se aproximadamente 2
mg dissolvidos em 1 mL de solu¢do tampdo aquosa de &cido acético 0,33 M e
hidréxido de sédio 0,1 M. As solugdes ficaram em repouso por 24h e foram filtradas
em filtro de 0,22 pum (Millipore, Alemanha) antes de serem injetadas no
cromatografo. As analises foram realizadas a 40 °C com uma vazdo de 0,8
mL/minuto, sendo feitas em duplicata. Os resultados foram expressos em massa
molar numérica (M), massa molar ponderal (M,,) e indice de polidispersividade (IP).
O IP é expresso pela razdo M,/M, e reflete a distribuicdo dos diferentes tamanhos
de cadeia polimérica existentes em uma determinada massa de um polimero.
Quanto maior o valor de IP, maior a heterogeneidade de MM do polimero
(EBEWELE, 2000; VIEIRA, 2008).

5.2. Obtenc&o das membranas
As membranas foram produzidas a partir das amostras comerciais de

quitosana especificadas, no Grupo de Pesquisas em Separagdo por Adsorcao

(GPSA) da UFC. Para tanto, uma massa de 2,0 gramas de cada uma das QS de
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diferentes MM foi solubilizada em 100 mL de uma solug¢do de &cido acético a 3%
(volume/volume) sob agitacdo mecanica (2.000 rpm) por 24 horas, obtendo-se
solucbes de QS a 2% (peso/volume) . As solucdes foram entdo distribuidas em
placas de Petri (20 mL por placa) e colocadas em estufa a 60 °C por quatro horas.
ApOs esse periodo, as placas foram imersas em banho ultrassénico com solucao de
NaOH a uma concentracdo de 2 M durante 24 horas a fim de neutralizar o acido
acético residual. As quitosanas foram entdo lavadas com agua destilada e
submetidas ao processo de criodessecacdo em liofilizador L-101(Liobras, S&o
Carlos, SP). O processo de liofilizagdo compreendeu um congelamento a - 40°C por
10 minutos (vacuo de 6.4 mbar) e secagem a temperatura ambiente por trés dias
(vacuo de 0,98 mbar). A liofilizacdo permite a sublimagcdo controlada do contetudo
aquoso das solucbes de QS, resultando em membranas cuja porosidade é
decorrente dos parametros utilizados durante a secagem (KANG et al., 1999).

Ao final desse processo, foram obtidas membranas de QS com espessura
de aproximadamente 1,0 mm. As membranas foram recortadas em discos com
diametro de aproximadamente 50 mm com a utilizacdo de um bisturi circular
(Microplant, Sdo Paulo, SP) e embaladas em envelopes de papel grau cirtrgico
(Figura 5).

Figura 5 - Membranas de QS acondicionadas para esterilizacao
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Em seguida, as membranas foram submetidas a esterilizacdo por
radiacdo ultravioleta (UV). Em capela de fluxo laminar, foram expostas a radiacao
UV emitida por lampada de vapor de mercurio de comprimento de onda de 254 nm,
por 30 minutos em cada face, a uma distancia de 10 cm, antes de serem utilizadas
nos animais (MIRANDA et al., 2016).

Adicionalmente, foram obtidas membranas de carragenina lambda tipo IV
(CgA) para serem utilizadas como controle pro-inflamatério. Em 100 mL de uma
solucéo de cloreto de potéassio (KCI) 0,5 M foram adicionados 2 gramas de Cgi PA
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA). A solucao foi mantida sob agitacdo magnética a
1000rpm durante uma hora. Em seguida, a solucéao foi vertida em placas de Petri (20
mL por placa) e submetida & secagem em estufa a 60 °C por 24h. As membranas
obtidas foram recortadas da mesma forma que as membranas de QS e submetidas

ao mesmo processo de esterilizagao.

5.3. Avaliacao da biocompatibilidade

A metodologia de avaliagcdo da biocompatibilidade deve ser selecionada
de forma a simular a possivel aplicacdo a qual o biomaterial se destina,
considerando-se fatores como o tipo de tecido, a espécie animal, o tipo de contato
do material e a duragao deste contato. Assim, as membranas de QS foram avaliadas
em um contexto de regeneracdo de tecido conjuntivo subcutdneo de ratos,
utilizando-se um modelo de implantacdo com curso temporal variando de 1 a 30
dias, o que é considerado um contato prolongado (ANDERSON, BIANCO, et al.,
2004). Para esta finalidade, foram avaliados parametros macroscépicos, por
observacgéo visual direta, e microscopicos, por histologia e imunohistoquimica, de

forma a caracterizar a resposta bioldgica dos tecidos ao contato com o biomaterial.

5.3.1. Animais

Os animais, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia (UFC), foram mantidos sob condi¢cdes de temperatura
ambiente e ciclos claro-escuros controlados durante os experimentos. Foram
utilizados 24 ratos da espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, machos,

com massa corpérea variando entre 200 e 250g. Estes foram alojados em gaiolas
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apropriadas, em numero de seis animais em cada uma delas, com alimentagcéo
balanceada a base de racdo. A agua foi disponibilizada a vontade. Todos os
esforgos foram realizados no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados, a
dor, o sofrimento e o estresse dos mesmos. Os protocolos experimentais foram
executados de acordo com as diretrizes estabelecidas pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, estando em concordancia com os principios éticos
na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado sob protocolo 68/2013 (anexo A).

Em todos os animais, foram implantadas uma membrana de QS de cada
peso molecular e uma membrana de carragenina lambda tipo IV (Cg\) utilizada
como controle positivo (pré-inflamatério). A Cgih € um polimero extraido de algas
marinhas e utilizado largamente na literatura como indutor de inflamagéo, edema e
hiperalgesia em ratos, atuando na quimiotaxia de neutréfilos (GUAY et al., 2004). Em
um dos sitios ndo foi implantado nenhum material (controle negativo). Os grupos
foram assim denominados:

1. GRUPO QS-BPM: Foram inseridas membranas de quitosana de baixo
peso molecular.

2. GRUPO QS-APM: Foram inseridas membranas de quitosana de alto peso
molecular.

3. GRUPO CGA: Foram inseridas membranas de CgA utilizadas como
controle pré-inflamatério.

4. GRUPO CONTROLE: Foi realizado procedimento cirdrgico idéntico aos

grupos experimentais, porém sem insercao de qualquer biomaterial.

A figura 6 ilustra esquematicamente a sequéncia de procedimentos da

avaliacao da biocompatibilidade.
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Figura 6 - Representacdo esquematica dos procedimentos de analise da biocompatibilidade

5.3.2. Procedimento cirargico

Os ratos foram anestesiados pela injecdo intraperitoneal de uma solucéo
combinada de xilazina e quetamina (20 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente). O
protocolo cirdrgico foi adaptado a partir da metodologia utilizada na literatura para
avaliacao de biocompatibilidade de membranas (ZHAO et al., 2000).

ApOGs a anestesia, procedeu-se a tricotomia na regido dorsal escapular e
pélvica, seguida pela antissepsia com solugdo alcodlica de iodo a 1%. Foram feitas
incisbes horizontais de aproximadamente 1,5 cm em quatro regides da superficie
dorsal no sentido latero-lateral, com distancia minima de 2,0 cm entre si. Em cada
rato foi implantada uma membrana de cada grupo experimental e uma membrana de
Cg\ como controle positivo. Adicionalmente, uma incisdo foi feita como controle

negativo, onde néo foi implantado nenhum material (Figura 7).
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Figura 7 - llustracdo da distribuicdo das membranas no dorso dos ratos. Em cada animal, foi inserida
uma membrana de QS-BPM, QS-APM e CgA, além de uma incisdo controle, onde n&o foi inserido

nenhum material.

O tecido subcutaneo foi divulsionado com uma tesoura de ponta romba,
penetrando através da incisdo no sentido caudal, o suficiente para posicionar as
membranas de aproximadamente 5,0 mm de diametro. As incisdes foram suturadas
com fio de nylon 5.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil) (Figura 8).

Os animais foram mantidos sob observacdo em gaiolas unitarias por 24
horas, para evitar que se machucassem.

Apos periodos de 1, 7, 14 e 28 dias 0s animais foram eutanasiados com
overdose de xilazina e quetamina (60 e 300 mg/kg, respectivamente) por injecéo
intraperitoneal. A pele e o tecido subcutaneo do dorso foram incisados, removidos e
analisados macroscopicamente por observagdo visual e fotogréfica. Em seguida,
cada sitio cirargico foi excisado, juntamente com uma porcao de tecido adjacente,

para posterior analise microscopica (Figura 9).
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Figura 8 - Sequéncia fotografica dos procedimentos cirdrgicos: tricotomia e assepsia do dorso (A);
incisdes (B); insercao das membranas (C) e sutura (D).

Figura 9 — Aspecto do tecido subcutaneo excisado para observacdo macroscopica.
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5.3.3. Aspecto macroscépico

Apds a eutanasia dos animais nos periodos de tempo definidos para cada
grupo, a pele e o tecido subcutaneo do dorso foram excisados e removidos para
analise macroscopica através da observacédo visual e fotografica utilizando camera
digital Sony DSC-H1. Foram avaliados 0s seguintes parametros:

e Presenca ou auséncia da membrana nos sitios de implantacéo;
e Presenca ou auséncia de sinais clinicos de inflamacdo, como hiperemia e

edema na area adjacente a membrana.

5.3.4. Analises histologicas

Em todos os animais, as membranas foram removidas com uma margem
de aproximadamente 2,0 mm de tecido circunjacente. Estes espécimes foram
acondicionados em cassetes previamente identificados e imersos em solugéo
tamponada de formol a 10% para fixagdo. Apos a fixacdo, os fragmentos foram
analisados macroscopicamente e submetidos a desidratacdo em série alcodlica
crescente com etanol 80%, 90%, 95% e etanol absoluto. Em seguida, foram
diafanizados em solucéao de xilol e embebidos em parafina a 65°C em processador
automatico de tecidos modelo PT09 (Luptec®, Sdo Carlos, Brasil), formando blocos
de parafina a temperatura ambiente. Estes foram seccionados longitudinalmente
obtendo-se cortes de 4 um de espessura utilizando microtomo rotativo semi-
automético modelo RM 2125 (Leica®, Alemanha), sendo dispostos em laminas de
vidro com borda fosca para realizagao de coloracéo por hematoxilina-eosina.

Os cortes foram desparafinizados em estufa a 65°C por uma hora e em
trés banhos de cinco minutos em xilol e reidratados em banhos de trés minutos de
solucdes alcodlicas 100%, 90% e 70%. ApOs lavagem em agua corrente por trés
minutos para retirada do excesso de &lcool as mesmas foram coradas com
hematoxicilina e eosina (HE), sendo imersas em hematoxilina de Harris 7% por trés
minutos e novamente lavadas para retirada do excesso de corante. As laminas
foram entdo contra-coradas em solucéo alcodlica de eosina 5% por dez segundos,

lavadas rapidamente em agua corrente e desidratadas em banhos de trés minutos
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de alcool 70%, 90% e 100%. Apods diafanizacdo em xilol procedeu-se a montagem
com laminula e Enthellan®.

As laminas histologicas foram analisadas de forma cega por um
patologista oral independente em microscopio 6ptico convencional modelo DM2000
(Leica®, Alemanha) acoplado a camera digital para fotomicrografias modelo DFC
295 (Leica®) utilizando reticulo de 1x1 mm dividido em quadrantes de 0,25 mmz2 de
area. Foram selecionados cinco campos microscopicos em um aumento de 400x ao
longo da interface entre a membrana e o tecido adjacente. Os seguintes parametros
foram avaliados: infiltrado inflamatério leucocitario, formacdo de tecido de
granulacdo e formagédo de tecido conjuntivo fibroso. Estes parametros foram
ranqueados a depender do percentual de area dentro do reticulo que contivesse
cada parametro, sendo atribuidos escores conforme o quadro 1 (AGUIAR JUNIOR,
2015).

Descrigao

0 Auséncia do parametro histoldgico na area total do reticulo

1 Presenga do parametro histoldgico ocupando uma area
menor que 25% do reticulo

2 Presencado parametro histolégico ocupando uma area
maior que 25% e menor que 75% do reticulo

3 Presenga do parametro histoldgico ocupando uma area
maior que 75% do reticulo

Quadro 1 - Critérios de avaliagdo semi-quantitativa dos parametros histoldgicos

A mediana dos cinco campos escolhidos na éarea de interesse foi
considerada como unidade amostral de cada parametro em cada animal para
realizacdo de andlise estatistica. As caracteristicas histologicas foram analisadas em
cada fase do processo de cicatrizagcdo e associadas ao aspecto macroscopico

anteriormente analisado.
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5.3.5. Analise Imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica (IHQ) foi planejada neste estudo para
complementar as andlises histolégicas, de forma a compreender melhor as
interacbes entre a QS e os tecidos investigando-se a presenca de moléculas
especificas do processo inflamatoério. Neste sentido, buscou-se identificar a presenca
de duas proteinas importantes nos mecanismos da inflamacao: o fator de transcricao
nuclear kappa-beta (NF-kB, do inglés nuclear factor kappa-B) e o fator de
crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2, do inglés fibroblast growth factor-2).

A IHQ foi realizada utilizando-se os mesmos blocos de parafina em que
os tecidos foram fixados para analise histologica. Procedeu-se novos cortes seriados
(4pm) em laminas com poli L-lisina (Probe on Plus®) adequadas para a técnica de
IHQ. Em seguida, os cortes foram desparafinizados em estufa a 60 °C por 2 a 3
horas, sendo a parafina residual removida com xilol. Procedeu-se a re-hidratacéo
com banhos de cinco minutos em solu¢des de etanol absoluto, etanol 95%, etanol a
70% e agua destilada. Em seguida, as laminas foram imersas em tampédo de
citrato 0,1 M (pH 6,0) sob aquecimento a 60-100 °C em banho-maria por 30
minutos. Apds o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos,
foram feitas lavagens com solucdo tampéo fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate
buffered saline), intercaladas pelos bloqueios da peroxidase enddégena, com solucéao
de peréxido de hidrogénio (H.0,) a 3%, e de proteina, com albumina do soro bovino
(BSA, do inglés bovine serum albumin) a 5%. A seguir, procedeu-se a incubacao
com cada um dos anticorpos primarios:

e anti-NF-kB (p50; sc-114G - Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), obtido
de cabra, sendo reativo para ratos;

e anti-FGF béasico (F3393 - Sigma-Aldrich, St Louis, EUA, ), obtido de
coelho, sendo reativo para ratos

O anticorpo (Ac) para NF-kB (p50), fornecido pelo fabricante em solucéo,
foi diluido na proporcdo de 1:300 (volume/volume) em diluente para anticorpos
(Dako Cytomation, Carpinteria, EUA) sob refrigeracdo. O Ac para FGF-b foi
fornecido pelo fabricante na forma de po liofilizado. Este foi solubilizado em 100 pL
de agua esterilizada e diluido na proporcéo de 1: 300 (volume/volume) no mesmo
diluente. A incubacé&o de ambos foi feita overnight. No dia seguinte, procedeu-se a

lavagem em PBS seguida da incubacdo com Ac secundério biotinilado anti-
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IgG (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) por 30 minutos. Durante esse periodo, 0
complexo avidina biotina (ABC) foi preparado. Apdés a incubacdo secundaria, as
laminas foram novamente lavadas com solucdo PBS e incubadas com o ABC por 30
minutos, conforme instrucdes do fabricante (Dako Cytomation, Carpinteria, EUA).
Ap6s nova lavagem com PBS, foi feita a coloracio com o cromoégeno 3,3-
diaminobenzidine (DAB) /perdxido durante 1 minuto, seguida pela contra coloracéo
com hematoxilina de Harry também por 1 minuto. Os controles negativos foram
processados simultaneamente como descritos acima, sendo que 0 primeiro
anticorpo foi substituido por PBS-BSA 5%. Por fim, foi realizada a desidratacdo em
uma série de concentracdes de alcoois, e clareamento em xilol das amostras e
finalmente, as respectivas montagens das laminas e laminulas. Dois cortes dos
grupos QS-BPM, QS-APM e controle dos dias 1, 7 e 14 foram selecionados de forma
cega, por patologista independente, para imunomarcacdo com cada anticorpo. As
laminas foram analisadas também de forma cega em microscopio 6ptico
convencional modelo DM2000 (Leica®, Alemanha) acoplado a camera digital para
fotomicrografias modelo DFC 295 (Leica®). Foram selecionados cinco campos
microscopicos em aumento de 400x ao longo da interface entre a membrana e o
tecido adjacente. A imunomarcacédo para NF-kB foi quantificada pela contagem
percentual de células marcadas no citoplasma e no ndcleo em cada campo,
enquanto a quantificacdo da imunomarcacédo para FGF-b foi feita por contagem
percentual de células marcadas em cada campo, sendo 0s valores expressos em

percentual médio obtido a partir de todos os campos para cada corte.
5.4. Analise Estatistica

Todos os dados foram tabulados para o software GraphPad Prism versao
6 licenciada (GraphPad Software®, San Diego, CA, USA) no qual todas as anélises
foram realizadas considerando o nivel de significancia de p<0,05.

Os dados nao-paramétricos das analises histologicas foram expressos em
forma de mediana (minima — maxima) e submetidos a comparacéo entre grupos (no
mesmo dia experimental) ou intragrupos (cada grupo nos diferentes dias
experimentais) por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Mann-
Whitney U.
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Os dados paramétricos das analises imunohistoquimicas foram expressos
na forma de média e erro padrdo da média (EPM) e submetidos a comparacéao entre
grupos (no mesmo dia experimental) e intragrupos (cada grupo nos diferentes dias
experimentais) por meio de andlise de variancia de dois critérios (2-way ANOVA)

seguida do teste de Bonferroni.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo das membranas

6.1.1. Grau médio de desacetilagdo (GD)

Neste trabalho, foi utilizado o método da titulacdo potenciométrica para
avaliacdo deste parametro. A analise foi feita em duplicata para cada uma das
amostras de quitosana. O GD foi calculado em fungdo do volume da solucdo de
NaOH, de concentracdo conhecida, necessario para neutralizar os grupos NHz+ da
solucdo de QS em HCI 0,05 M. A medida que o hidroxido de sédio foi adicionado a
solucdo acida, observou-se, nas curvas de titulacdo, uma reducdo do potencial
elétrico da solucao ocasionada pela neutralizacdo das cargas positivas. Na curva da
derivada primeira, foram observadas duas inflexdes bem definidas. A primeira
inflexdo indica o volume de NaOH que foi necessério para neutralizar os prétons do
excesso de acido cloridrico, enquanto a segunda refere-se ao término da
desprotonacado dos grupamentos amino. A diferenca entre o volume observado entre
a segunda e a primeira inflexdo (V2 - V1) na curva de titulagdo e sua primeira
derivada representa o volume de NaOH necessario para desprotonar 0S grupos
NHs3+ que indica, segundo a férmula utilizada, o percentual de grupos amino da
cadeia de quitosana.

As amostras de QS-APM mostraram valores de 78,06 % e 80,0 % de
grupos amino, resultando em um valor médio de 79,03% (+ 0,97) de GD. As
amostras de QS-BPM mostraram valores de 81,7% e 81,91% de grupos amino,
resultando em um valor médio de 81,8 % (+ 0,1) de GD. Os resultados estédo
apresentados na Tabela 1. As curvas de titulacdo potenciométrica e sua primeira

derivada estédo apresentadas nas figuras 10 e 11.
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Tabela 1 — Resultados de %NH, e GD das amostras de quitosana
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Volume de NaOH 0,10M

Amostra Massa (g) %NH; GD (%)
QS-APM 0,2064 78,06 79,03 (= 0,97)
0,2002 80,00
QS-BPM 0,5025 81,70 81,80 (x0,1)
0,5012 81,91
B
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Figura 10 - Curva de titulagédo potenciométrica(A) e sua derivada primeira (B) para QS de alto peso
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Figura 11 - Curvas de titulacdo potenciométrica (A) e sua derivada primeira (B) para QS de baixo
peso molecular.
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6.1.2. Determinagdo da massa molar (MM)

As massas molares das quitosanas comerciais foram determinadas por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) com detectores de indice de refracéo e
de espalhamento de luz de angulo direito. A dextrana 65K (Malvern) foi utilizada
como padrdo de calibracdo. Todas as andlises foram feitas em duplicata. Os
resultados foram expressos como massa molar numérica (M,), massa molar
ponderal (M,,) e indice de polidispersividade (IP) das amostras originais de QS em
pé e das membranas de quitosana. O IP foi obtido pela relagcdo entre M,/M, e
representa a distribuicdo dos tamanhos de cadeia polimérica nas amostras, sendo
fortemente influenciado pelas condicGes da reacdo de desacetilacdo impostas para
obtencdo da QS. Quanto mais préximo de 1,0 menor a heterogeneidade de MM da
amostra.

A QS-APM na forma de p6 mostrou M, de 398,0 kDa e M,, de 467,21 kDa,
com IP de 1,16. ApOs processamento para obtencdo das membranas e esterilizacao
por UV, a QS-APM apresentou M, de 174,68 kDa e M,, de 221,71 kDa, com IP de
1,27. Os resultados de MM para a QS-BPM na forma de p6é mostraram M, de
110,66 kDa e M,, de 157,83 kDa, com IP de 1,70. Apés o processamento das
membranas e esterilizacdo por UV, os valores de MM foram de 110,26 kDa (M) e
174,46 kDa (My), com IP de 1,58. Os dados estdo expressos na tabela 2. As curvas
cromatograficas das quitosanas e do padrdo de dextrana estdo apresentadas nas
figuras 12 e 13.
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Tabela 2 - Massas molares médias obtidas por cromatografia de permeacgédo em gel (GPC).

Amostra M, (kDa) Mw(kDa) P
QS-APM 398,00 467,21 1,16
(em po)

QS-APM 174,68 221,71 1,27
(membrana)

QS-BPM 110,66 157,83 1,70
(em po)

QS-BPM 110,26 174,46 1,58
(membrana)

M, = massa molar média numérica; M, = massa molar média ponderal; IP = indice de
polidispersividade

s
£
= S
% 2 £ 2007 70005
— - 2 +6,6002
¢ 110 70008 § 5 z
< o {6,000 3
g 80 63002 & s
F=R — S £ 100 2
> = ¢ 5,400,
2 40 56005 3 3
E ........................................ =4 £ 504 4,800
S 00 5,000 =
B ! ! ! I ! ! I I o T T T T T T T 41000
560 72 81 90 99 108 117 1350 s60 72 76 80 84 88 o2 o6 1040
Retention Volume (mL) A Retention Volume (mL) B
Figura 12 — Curvas cromatograficas da QS (em preto) e padrdo de dextrana (em vermelho) da
amostra de QS-APM em po (A) e na forma de membrana (B)
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Figura 13 - Curvas cromatograficas da QS (em preto) e padrao de dextrana (em vermelho) da QS-
BPM em p6 (A) e na forma de membrana (B).
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6.2. Avaliacédo da biocompatibilidade

6.2.1. Aspecto Macroscopico

Os grupos de animais foram eutanasiados apés 1, 7, 14 ou 28 dias da
insercdo das membranas e, em cada periodo, o dorso excisado de cada animal foi
observado visualmente e fotografado. No primeiro dia, o grupo controle negativo
apresentava pontos de hiperemia, sem presenca de edema. Os sitios onde foram
implantadas as membranas de QS-BPM e QS-APM apresentavam discreto edema e
areas de hiperemia, indicando focos hemorragicos no tecido adjacente as
membranas, as quais encontravam-se integras, sem sinais de reabsorcdo. Nos
sitios onde foram implantadas as membranas de Cg\ (controle positivo), observou-
se a presenca de edema de maior volume na area circunjacente a membrana.

No sétimo dia, os sitios do controle negativo ndo mais apresentavam
sinais de inflamacédo. Nos sitios QS-BPM e QS-APM as membranas apresentavam-
se visualmente intactas, sem sinais de degradacdo. POde-se observar leve
hiperemia adjacente as bordas das membranas, sem presenca de edema. Os sitios
da Cg\ ainda apresentavam edema, ndo sendo possivel identificar os limites da
membrana.

Ap6s 14 dias dos procedimentos cirdrgicos, o grupo controle nao
apresentava sinais de inflamacéo na area da intervencgdo cirargica. Nos grupos QS-
BPM e QS-APM as membranas estavam presentes, sem sinais de degradacao, e o
tecido adjacente as membranas apresentava auséncia de sinais de inflamacéo,
semelhante ao controle. Nos sitios de CgA, era possivel observar ainda a presenca
de edema, mais circunscrito a area das membranas, que ndo estavam mais visiveis.

Aos 28 dias, as membranas de quitosana permaneciam visiveis, com
alguns sinais de reabsorcéo. Os tecidos adjacentes apresentavam-se com aspecto
de normalidade, sem sinais de inflamacdo, semelhante ao controle negativo. Os
sitios de Cg\ ainda apresentavam edema circunscrito. Imagens representativas de

cada grupo estao ilustradas na figura 14.
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D1 D7 D14 D28

Qs-APM QS-BPM CONTROLE

CGA

Figura 14: Aspecto macroscopico dos tecidos na regido da implantacdo das membranas de QS-BPM,
QS-APM, Cgi e nos sitios controle apés 1, 7, 14 e 28 dias. Observar areas de discreta reabsor¢éo

das membranas (setas).
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6.2.2. Analises Histoldgicas

e Infiltrado inflamatério leucocitéario

No primeiro dia pés-operatdrio, 0 grupo controle, em que se realizou 0
procedimento cirdrgico, porém sem implantacdo de biomaterial, apresentou leve
infiltrado leucocitario [Md=0,5 (0-1)], predominantemente composto por células
polimorfonucleares (neutréfilos), com discreta hemorragia. O grupo QS-BPM
mostrou um intenso infiltrado inflamatério de neutréfilos [Md=3 (2-3)],
estatisticamente superior ao controle (p< 0,05), observando-se hemorragia disposta
ao redor das membranas. O grupo QS-APM mostrou também intenso infiltrado
inflamatério leucocitario [Md=3 (2-3)], predominantemente polimorfonuclear, superior
ao controle (p< 0,05). O grupo CGA apresentou intenso infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear no primeiro dia, com densa hemorragia [Md= 2 (1-3), mostrando
diferenca estatistica em relagdo ao controle (p< 0,05), porém apresentando
semelhanca estatistica em relacdo aos grupos QS-BPM e QS-APM (p > 0,05).

A partir do sétimo dia, o grupo controle mostrou discreto infiltrado
leucocitario com presenca de leucécitos mononucleares (macréfagos ou linfocitos),
bem como a presenca de mastocitos perivasculares. Apesar de discreto aumento do
dia 1 para o dia 7 [Md=1(0-2)], ndo houve diferenca significante na variacdo dos
escores (p > 0,05). Nos grupos QS-BPM e QS-APM, observou-se uma reducédo
estatisticamente significativa (p< 0,05) dos escores de infiltrado inflamatorio
leucocitario em relacdo ao primeiro dia ((Md= 1 (0-2)] e [Md= 1 (0-1)]
respectivamente), demonstrando semelhangca com o controle negativo (p > 0,05).
Em ambos os grupos, observou-se a presenca de poucas células mononucleares
dispostas ao redor do material e mastoécitos perivasculares. O grupo CGA mostrou
um aumento dos escores de infiltrado leucocitario em relacdo ao primeiro dia,
apresentando intenso infiltrado inflamatério [Md= 3 (3-3)], estatisticamente superior
aos demais grupos (p< 0,05), com grande quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares e mononucleares, apresentando ainda uma extensa faixa de
necrose de coagulacao.

Ao 14° dia, o grupo controle manteve discreto infiltrado inflamatério,

proximo ao valor basal [Md=0 (0-2)]. Os grupos QS-BPM e QS-APM mantiveram um
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leve infiltrado inflamatério ((Md= 1 (1-2)] e [Md= 1 (0-1)] respectivamente), sem
diferencas estatisticas entre si ou entre os valores apresentados no dia 7 (p > 0,05).
No entanto, os escores do grupo QS-BPM mostraram-se superiores ao controle (p<
0,05). O grupo CGA apresentou reducdo estatistica nos escores de infiltrado
leucocitario em relagcdo ao sétimo dia (p< 0,05), mantendo, porém, um infiltrado
leucocitario mononuclear moderado [Md=1,5 (1-2)], estatisticamente superior ao
controle (p< 0,05), com persisténcia de algumas células polimorfonucleares.

Ao final de 28 dias, o grupo controle mostrou escores de infiltrado
leucocitario proximos ao valor basal [Md = 1 (0-2)], assim como 0s grupos QS-BPM
[Md= 1 (1-1)] e QS-APM [Md= 1 (0-1)], que apresentavam células inflamatorias
esparsas, com semelhanca estatistica ao controle (p > 0,05). O grupo CGA
apresentou infiltrado leucocitario leve [Md= 1 (1-2)], sem diferenca estatistica em
relacdo aos demais grupos (p > 0,05). No entanto, observou-se neste grupo a
presenca de focos de degeneracdo mixoide, 0 que ndo ocorreu nos demais grupos.
Os resultados de infiltrado leucocitario estao representados graficamente na figura
15.
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Figura 15: Curso temporal de infiltragdo leucocitaria em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos nos
grupos controle, QS-BPM, QS-APM e Cg A apds 1, 7, 14 ou 28 dias. As barras representam escores
que variaram, conforme a intensidade de infiltrado, de O (ausente) a 3 (>75%) por 5 campos.
*diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo ao controle no mesmo dia; s diferenca estatistica (p<0,05)
em relacdo a Cg A no mesmo dia; L diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo a Cg A 7d. Testes
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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e Tecido de granulacao

No primeiro dia poés-operatério nenhum animal dos grupos experimentais
avaliados apresentou tecido de granulacdo [Md= 0 (0-0)]. Apés sete dias, houve
aumento significativo do tecido de granulagéo nos grupos controle [Md= 1 (0-1)], QS-
BPM [Md=2(1-3)] e QS-APM [Md= 1,5 (1-2)] (p< 0,05). O grupo QS-BPM
apresentou o maior valor de formacdo de tecido de granulagdo entre todos os
grupos no sétimo dia, sendo estatisticamente superior ao controle (p < 0,05), porém,
sem diferenca estatistica em relagdo a QS-APM (p > 0,05). O grupo CGA manteve
auséncia de tecido de granulagdo no sétimo dia.

Ao final de 14 dias, o grupo QS-BPM ainda mostrava maiores escores de area
preenchida por tecido de granulacdo entre todos os grupos [1,5 (0-2)], com diferenca
estatistica somente em relacdo ao controle [Md= 0 (0-1)] (p < 0,05). O grupo QS-
APM apresentou valores superiores ao controle [Md= 1 (0-2)], mas sem diferenca
estatistica (p > 0,05). Ao longo do periodo de observacdo, no grupo QS-BPM, o
tecido de granulacdo mostrava-se associado ao perimetro da membrana, enquanto
no grupo QS-APM o tecido de granulacdo apresentava-se disperso, com pouca
associacdo ao material enxertado. A presenca de tecido de granulagcdo no grupo
CGL somente foi observada a partir do dia 14 [Md= 1 (1-2)], com aumento
significante apenas no dia 28 [Md= 2 (2-3)] (p < 0,05). O tecido de granulacdo
apresentava-se de forma concentrada, substituindo o infiltrado inflamatério
mononuclear, especialmente na zona onde previamente havia sido notada necrose
de coagulacgao.

No 28° dia, apenas o grupo CGA ainda apresentava tecido de granulacao,
enguanto nos demais grupos o tecido de granulagéo voltara aos valores basais [Md=
0 (0-0)]. Os dados da formacédo de tecido de granulagdo estdo representados

graficamente na figura 16.



54

'S
1
1

A

1d 7d 14d 28 d
o i
&3 x| -3
g - 9
5 27 -2
i t
o 14 -1
ﬁ - .
x ¥ § §
0 0

T T T T T T T 1 T T 1 T T T
Controle CgA BPM APM Controle CgA BPM APM Controle CgA BPM APM Controle CA BPM APM

Figura 16 - Curso temporal da formacéo de tecido de granulagdo em tecido conjuntivo subcutdneo do
de ratos nos grupos controle, QS-BPM, QS-APM e Cg A apos 1, 7, 14 ou 28 dias. As barras
representam escores que variaram, conforme a &area ocupada por tecido de granulacdo, de O
(ausente) a 3 (>75%) por 5 campos. *diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo ao controle no mesmo

dia; ® diferencga estatistica (p<0,05) em relagdo a Cg A no mesmo dia; 'diferenca estatistica (p<0,05)
em relagdo ao controle 1d; ** diferenca estatistica (p<0,05) em relagcdo ao BPM 1 d; f diferenca

estatistica (p<0,05) em relagdo a Cg A 7d; I diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo a Cg A 1d; '
diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle 7d. Testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.

e Tecido conjuntivo fibroso (fibrose)

No primeiro dia pés-operatério nenhum animal dos grupos experimentais
avaliados apresentou fibrose [Md = 0 (0-0)]. Ao final do sétimo dia, os grupos
controle [Md = 1,5 (0-2)], QS-BPM [Md = 2 (1-3)] e QS-APM [Md = 1 (1-3)] ja
apresentavam formacéo de tecido fibroso significativamente maior que no primeiro
dia (p < 0,05), enquanto o grupo CGA manteve os valores basais. A QS-BPM
mostrou os maiores escores de formagéo de tecido fibroso entre todos os demais
grupos no sétimo dia. No entanto, observou-se diferenca estatistica somente em
relacdo ao grupo CGA (p < 0,05).

Apos 14 dias, o grupo QS-BPM exibiu extensa formagéao de tecido fibroso
aos 14 dias, [Md = 3 (2-3)], superior estatisticamente ao grupo QS-APM [Md = 1,5 (0-
3)] e CGA [Md =1 (1-1)] (p < 0,05) e semelhante ao controle [Md = 3 (3-3)] (p >
0,05). O grupo QS-APM mostrou formacdo leve a moderada de tecido fibroso,
diferindo estatisticamente dos grupos QS-BPM e controle (p < 0,05), com
semelhanca estatistica em relagdo ao grupo CGA (p > 0,05). O grupo CGA
apresentou leve formacéo de tecido fibroso, sendo estatisticamente superior ao dia 7
(p < 0,05).
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Aos 28 dias os grupos QS-BPM [Md = 3 (2-3)], QS-APM [Md = 3 (2-3)] e
controle [Md = 3 (3-3)] apresentaram formacéo de tecido fibroso em grau intenso,
com preenchimento quase completo dos campos com tecido conjuntivo fibroso
intimamente associado as membranas, e sem diferencas estatisticas entre si (p >
0,05). O grupo CGA apresentou leve formacdo de tecido fibroso, com escore
estatisticamente inferior a todos os demais grupos [1 (0-1)] (p < 0,05).

A representacao grafica dos resultados de formacéao de tecido fibroso esta

apresentada na figura 17.
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Figura 17 - Curso temporal de presenca de tecido fibroso (fibrose) no conjuntivo subcutaneo de ratos
dos grupos controle, QS-BPM, QS-APM e Cg A ap6s 1, 7, 14 ou 28 dias. As barras representam
escores que variaram, conforme a &rea ocupada por tecido fibroso, de 0 (ausente) a 3 (>75%) por 5
campos. *diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle no mesmo dia; 8 diferenca estatistica

(p<0,05) em relagédo a Cg A no mesmo dia; Tdiferenga estatistica (p<0,05) em relacao ao controle 1d;
** diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao BPM 1 d; : diferenca estatistica (p<0,05) em relacéo ao
controle 7d; L diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo a Cg A 7d; I diferenca estatistica (p<0,05) em

relacdo a Cg A 1d; # diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao BPM no mesmo dia. Testes Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney.

Os dados dos escores de todos os parametros histoldégicos de avaliagdo da
biocompatibilidade estdo expressos na tabela 3, no apéndice A. As fotomicrografias
representativas de cada grupo ao longo dos 28 dias estdo apresentadas nas figuras
18 a 21.
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Figura 18 - Fotomicrografias do grupo controle (coloracéo por HE; aumento de 400x); observa-se leve
infiltrado leucocitario nos dias 1 e 7, presencga de fibroblastos de tecido de granulagdo nos dias 7 e 14
e abundante tecido conjuntivo fibroso nos dias 14 e 28. PMN: leucécitos polimorfonucleares; MN:
leucdcitos mononucleares; FB: fibroblastos; FC: fibrécitos; TCF: tecido conjuntivo fibroso
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Figura 19 - Fotomicrografias do grupo QS-BPM (coloracéo por HE; aumento de 400x); dia 1: observa-
se intenso infiltrado de leucécitos PMN; dia 7: leve infiltrado leucocitario, com muitos fibroblastos de
tecido de granulacdo nas proximidades da membrana; presenga de tecido conjuntivo fibroso
abundante nos dias 14 e 28, com fibrdcitos e esparsos leucocitos MN. Observa-se intimo contato do
tecido fibroso com a superficie do biomaterial.

PMN: leucdcitos polimorfonucleares; MN: leucdcitos mononucleares; QS: membrana de quitosana;
FB: fibroblastos; FC: fibrécitos; MF: macrofagos; TCF: tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 20 - Fotomicrografias do grupo QS-APM (coloragéo por HE; aumento de 400x); dia 1: observa-
se intenso infiltrado de PMN ao redor dos fragmentos da membrana; dia 7: infiltrado leucocitéario leve,
com fibroblastos de tecido de granulacéo dispersos; presenca de tecido conjuntivo fibroso no dias 14,
com fibroblastos e fibrécitos, sendo abundante no dia 28. Observa-se intimo contato do tecido fibroso
com a superficie do biomaterial.

PMN: leucécitos polimorfonucleares; MN: leucdcitos mononucleares; QS: membrana de quitosana;
FB: fibroblastos; FC: fibrécitos; MF: macrofagos; TCF: tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 21 - Fotomicrografias do grupo CGA (coloragéo por HE; aumento de 400x); dia 1: observa-se o
campo repleto de PMN sobre fragmentos da membrana; dia 7: intenso infiltrado leucocitario, ainda
com predominancia de PMN e presenca de areas de necrose; dia 14: permanéncia de infiltrado
inflamatério de PMN e MN, com fibroblastos de tecido de granulacdo dispersos; fragmentos de
membrana nao visualizados; dia 28: ainda é possivel se observar leucécitos PMN e MN, fibroblastos
e algumas &reas de tecido conjuntivo fibroso; presenca de areas de degeneracdo mixoide.

M: fragmentos de membrana; PMN: leucécitos polimorfonucleares; MN: leucécitos mononucleares; N:
area de necrose; FB: fibroblastos; DM: areas de degeneragéo mixoide.
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6.2.3. Analises Imunohistoquimicas

e Imunomarcacao para NFkB

A avaliagdo imunohistoquimica para NFkB foi realizada pelo
monitoramento da ativacao e translocagéo nuclear da proteina p50.

O percentual de células mostrando imunomarcacéo citoplasmatica para
NF-kB apresentou valores semelhantes para 0s grupos com quitosana e controle,
nao mostrando diferenca significante entre os trés grupos de estudo ao longo dos
dias 1, 7 e 14 (p=0,084). Tanto os grupos controle (1d: 5,0+2,3; 7d: 55,0+0,6; 14d:
8,0+3,5), QS-BPM (1d: 9,7+1,6; 7d: 62,0+9,2; 14d: 16,5+1,4) e QS-APM (1d:
5,5+0,3; 7d: 42,0+3,5; 14d: 15,7+4,8) mostraram perfis semelhantes, com aumento

do dia 1 para o dia 7 e redug&o no dia 14 (figura 22).
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Figura 22: Curso temporal da imunomarcacéo citoplasmatica de NFkB (p50) nos grupos controle, QS-
BPM e QS-APM ap6s 1, 7 ou 14 dias; as barras representam a média percentual de células

marcadas; *p<0,05 versus controle 1d; Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).

No entanto, o percentual de células mostrando marcacdo nuclear para
NFkB mostrou comportamento distinto considerando os trés grupos experimentais
(p=0,012). No dia 1, os grupos QS-BPM (8,2£1,3) e QS-APM (8,1+1,1) mostraram
um percentual significantemente maior de células com marcacao nuclear para NFkB
gue o grupo controle (1,8+0,7) (p < 0,05).

Aos sete dias, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos QS-APM (11,2+2,2) e o grupo controle (12,0+3,5). No
entanto, o grupo QS-BPM (5,0+0,6) mostrou um percentual estatisticamente menor
de células com marcacédo nuclear para NF-kB em relacdo aos grupos controle e QS-
APM (p < 0,05).
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Apébs 14 dias, os grupos controle (1,7+0,4), QS-BPM (2,7+0,8) e QS-APM
(6,9+2,4) apresentaram uma reducdo no percentual de células imunomarcadas,
mostrando valores estatisticamente semelhantes (p> 0,05) e préximos aos valores

basais. Os resultados estdo apresentados graficamente na figura 23.
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Figura 23: Curso temporal da imunomarcacgéo nuclear de NFkB (p50) nos grupos controle, QS-BPM e
QS-APM ap6s 1, 7 ou 14 dias; as barras representam a média percentual de células marcadas;

* p<0,05 versus controle 1d; Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).

A relacdo entre a imunomarcag¢do nuclear e a citoplasmatica indica a
atividade de transcricdo nuclear do NF-kB. A figura 24 mostra esta relagdo para os
trés grupos analisados, ao longo dos dias 1, 7 e 14. No dia 1, o grupo QS-BPM
mostrou uma relacdo proxima a um (1,0 £0,3), sendo estatisticamente semelhante

ao controle (0,5+0,1).
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Figura 24: Relagdo entre imunomarcacdo nuclear/citoplasmatica para NFkB (p50) nos grupos
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controle, QS-BPM e QS-APM ao longo do curso temporal p<0,05 em relagdo a controle, BPM

e APM 1d, respectivamente. Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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O grupo QS-APM apresentou uma relagcdo maior que um (1,5+0,1), sendo

estatisticamente superior ao controle (p = 0,005). Nos dias 7 e 14, a relacdo de

imunomarcacao nucleo/citoplasma ndo mostrou diferenca significante entre os
grupos controle (7d: 0,2+0,1; 14d: 0,6+0,3), QS-BPM (7d: 0,1+0,1; 14d: 0,2+0,1) e
QS-APM (7d: 0,3+0,2; 14d: 0,4+0,1) (p>0,05). As fotomicrografias das andlises de

IHQ para NF-kB estéo ilustradas nas figuras 25 a 27.

Figura 25: Fotomicrografias de campos representativos do grupo controle para imunomarcacdo de
NF-kB (p-50) ao longo dos dias 1, 7 e 14; setas amarelas: imunomarcacgédo citoplasmética; setas
brancas: imunomarcagdo nuclear; setas vermelhas: imunomarcacdo citoplasmatica e nuclear

(coloracao por DAB/Hematoxilina; aumento 400x).
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Figura 26: Fotomicrografias de campos representativos do grupo QS-BPM para imunomarcacéo de
NF-kB (p-50) ao longo dos dias 1, 7 e 14; setas amarelas: imunomarcacado citoplasmaética; setas
brancas: imunomarcagdo nuclear; setas vermelhas: imunomarcacdo citoplasmatica e nuclear
(coloracdo por DAB/Hematoxilina; aumento 400x).
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Figura 27: Fotomicrografias de campos representativos do grupo QS-APM para imunomarcacéo de
NF-kB (p-50) ao longo dos dias 1, 7 e 14; setas amarelas: imunomarcacado citoplasmatica; setas
brancas: imunomarcagdo nuclear; setas vermelhas: imunomarcacdo citoplasmatica e nuclear

(coloracao por DAB/Hematoxilina; aumento 400x).
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e Imunomarcacao para FGF-b

A quantidade de células apresentando imunoexpressdo positiva para
FGF-2 mostrou diferenca estatisticamente significativa no primeiro dia, com o grupo
QS-BPM apresentando percentual médio (21,8+0,3) de células marcadas
significantemente maior que o grupo QS-APM (4,2+0,2) e o grupo controle (6,4+1,5)
(p<0,001).

Ao sétimo dia, ambos os grupos com quitosana apresentaram valores
percentuais de células imunomarcadas superiores estatisticamente ao controle
(19,2+1,2) (p<0,001), sendo que o0s grupos QS-BPM (64,5t£3,2) e QS-APM
(59,5+7,8) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05).

No 14° dia, a diferenca entre 0s grupos com quitosana e 0 controle,
guanto ao percentual de imunoexpressdo para FGF-2, se manteve estatisticamente
significante (p<0,001). O grupo controle apresentou um valor préximo ao basal
(2,910,3), enquanto os grupos QS-BPM (27,5t6,1) e QS-APM (35,518,4)
mantiveram valores significativamente maiores, mas sem diferencas estatisticas
entre si (p>0,05). Os resultados estdo apresentados graficamente na figura 28. As
fotomicrografias das analises de IHQ para FGF-2 estéo ilustradas na figura 29.

Os dados de todos os valores percentuais de imunomarcacdo para
escores de todos os parametros histolégicos de avaliacdo da biocompatibilidade

para NFkB e FGF-2 estdo expressos na tabela 4 do apéndice B.
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Figura 28: Curso temporal da imunomarcacdo para FGF-2 nos grupos controle, QS-BPM e QS-APM
apds 1, 7 ou 14 dias; as barras representam a média percentual de células marcadas; * * 8 p<0,05

versus controle, BPM e APM 1d, respectivamente; Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni (MédiatEPM).
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Controle

Figura 29: Fotomicrografias de campos representativos de imunomarcacédo para FGF-2 nos grupos
controle, QS-BPM e QS-APM ao longo dos dias 1, 7 e 14; setas amarelas: imunomarcacao

citoplasmatica (coloracdo por DAB/Hematoxilina; aumento 400x).
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7. DISCUSSAO

Os avancos obtidos em engenharia tecidual e medicina regenerativa
devem-se, em grande parte, ao imenso volume de pesquisas com biomateriais para
a regeneracdo de tecidos. A quitosana (QS), um polissacarideo de origem natural,
tem sido objeto de inUmeros estudos, desde ha mais de duas décadas até o
presente, sobre seu potencial de aplicacdo como scaffold para regeneracao tecidual
(MUZZARELLI et al., 1993; WANG et al., 2016). A reatividade quimica da quitosana
possibilita sua modificacdo estrutural através da combinacdo com diversas outras
moléculas e polimeros. Ao mesmo tempo em que esta caracteristica amplia o leque
de possibilidades de aplicacdo da QS, também dificulta o estabelecimento de
correlagdes entre os estudos e protocolos consensuais, tamanha a variabilidade de
caracteristicas das quitosanas utilizadas nos trabalhos.

A obtencédo da QS é feita a partir da reacdo de desacetilacdo da quitina,
gue por sua vez pode ser proveniente de diversas fontes, como o exoesqueleto de
crustaceos, insetos e parede celular de diversos fungos. A procedéncia da quitina e
as condicdes empregadas na sua desacetilacdo (tempo e temperatura de reacao,
concentracdo de reagentes e tamanho de particulas da quitina) afetam as
caracteristicas fisico-quimicas da QS, o que explica a grande variabilidade de seus
principais parametros, como a massa molar (MM) e o grau de desacetilacdo (GD),
nas formulacdes disponiveis comercialmente (DI MARTINO et al., 2005). De fato,
esta variabilidade pode ser constatada nos estudos revisados neste trabalho, com a
MM variando desde 22 kDa (CHEN, X. et al., 2011) até 1800 kDa (WEI et al., 2011).
Devido a grande variacdo de MM, a QS é usualmente classificada como de baixo
PM (até 150 kDa), médio PM (de 150 a 700 kDa) ou alto PM (acima de 700 kDa)
(WONG, 2009). No presente trabalho, foram utilizadas amostras comerciais de QS
especificadas pelo fabricante como de baixo peso molecular (BPM) e alto peso
molecular (APM), com MM variando de 50 kDa a 190 kDa (BPM) e de 310 kDa a 375
kDa, e GD na faixa de 75 a 85%. Os resultados de determinacdo da MM por GPC
mostram que a QS-APM apresentou valor médio de massa molar ponderada (M,,) de
467,21 kDa, enquanto a QS-BPM apresentou valor de M,, de 157,83 kDa, ambas na
forma de p6. Tomando como referéncia a classificacdo de Wong, tanto a QS-APM
como a QS-BPM mostraram valores discrepantes, estando a primeira abaixo de 700

kDa e a segunda acima de 150 kDa. Considerando as especificacdes do fabricante,
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a amostra QS-APM apresentou valores de MM superiores ao especificado, enquanto
a amostra de QS-BPM encontrava-se dentro da faixa estabelecida. Dessa forma,
ambas as amostras podem ser consideradas de médio peso molecular, levando em
conta a terminologia descrita na literatura, o que revela a divergéncia entre as
nomenclaturas utilizadas (BPM e APM) e os valores de MM. Quanto ao GD, as
amostras apresentaram valores dentro da faixa declarada pelo fabricante (75 a 85%)
e com minima variacdo entre as amostras (< 3,0%). Levando-se em conta a
variabilidade de GD das quitosanas disponiveis na literatura, da ordem de 30% a
95% (RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015), os valores de GD obtidos no presente
estudo podem ser considerados homogéneos. Assim, a analise da influéncia da MM
sobre a biocompatibilidade pode ser considerada mais representativa quando se
utiliza amostras de QS com valores praticamente constantes de GD, 0 que esta em
concordancia com o estudo de Mecwan et al (2011).

A selecéo de quitosanas com valores extremos de MM neste estudo teve
como objetivo avaliar amostras as mais divergentes possiveis quanto a MM, sem
variagdes significativas no GD. Dessa forma, seria mais provavel a deteccdo de
possiveis diferencas no comportamento biolégico das quitosanas em funcdo da
varidvel MM. No entanto, as andlises de determinacdo de MM revelaram que as
amostras tinham valores de MM relativamente préximos, considerando a variacéo
existente na literatura, o que poderia implicar em uma maior dificuldade na
identificacdo de diferencas atribuidas a MM. Importante observar que, apdés o
processamento da quitosana para obtencdo das membranas e a esterilizagdo por
ultravioleta (UV), os valores de MM ficaram ainda mais préximos, com a membrana
de QS-APM apresentando M,, de 221,71 kDa e a QS-BPM com M,, de 174,46 kDa.
Enquanto a QS-APM sofreu uma consideravel reducdo de MM apds o
processamento e a esterilizagdo, observou-se um discreto aumento de MM na QS-
BPM. A reducdo da MM pode ser atribuida a fatores fisicos que ocasionariam a
degradacdo da cadeia polimérica, como as variacbes de temperatura durante
manuseio e armazenamento, o processo de liofilizacdo e, sobretudo, os métodos
utilizados para sua esterilizacdo (HARDING, 2010; MECWAN et al., 2011).

A esterilizacdo de biomateriais é indispenséavel para sua implantacdo em
animais, de forma a prevenir a ocorréncia de infeccbes. Os métodos mais
comumente empregados para esterilizacdo de biomateriais a base de quitosana séo

a irradiacao por raios gama e por UV, pois consistem em métodos simples e que néo
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utilizam agentes quimicos ou altas temperaturas, que poderiam introduzir
contaminantes ou causar a degradacdo térmica de sua cadeia polimérica (LIM et al.,
1998; WASIKIEWICZ et al., 2005). Neste trabalho, a radiacdo UV foi o0 método de
escolha por sua simplicidade e eficacia, por ndo alterar significativamente as
propriedades fisico-quimicas de scaffolds poliméricos (FISCHBACH et al., 2001) e
por ndo afetar a morfologia, as caracteristicas quimicas ou a citocompatibilidade da
guitosana (MIRANDA et al., 2016). No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre
0 método ideal de esterilizagao.

Enquanto os resultados do trabalho de Miranda et al (2016) mostraram
gue a esterilizacdo por UV ou raios gama nao alteraram propriedades fisico-
guimicas da QS, Wasikiewicz et al (2005) demonstraram que tanto a irradiacdo por
UV como por raios gama causaram fotodegradacdo da QS, reduzindo drasticamente
sua MM em 98,5%. Esta degradacdo quase completa observada naquele estudo
pode ser atribuida a utilizacdo da QS em solucdo de acido acético e com alto grau
de desacetilacdo (100%). Quitosanas altamente desacetiladas seriam muito reativas,
em virtude da quantidade de grupos amino, 0 que as tornariam mais instaveis e
susceptiveis a degradacdo (COSTA SILVA et al., 2006; KIM, 1. Y. et al., 2008;
YOUNES e RINAUDO, 2015). No presente trabalho, os resultados mostraram
também uma reducdo da MM apdés irradiacdo por UV, mas em menor magnitude, da
ordem de 52,5% para a QS-APM. Em contrapartida, na amostra de QS-BPM néao se
observou qualquer reducédo da MM. Na verdade, houve um aumento, provavelmente
sem significancia estatistica, de cerca de 10% no valor de MM dessa amostra apés a
fabricacdo e esterilizacdo da membrana. Nao foram encontrados relatos na literatura
em que tenha sido observado aumento da MM de polimeros apos irradiacéo por UV.
Este acréscimo no valor de MM observado no presente estudo pode representar, na
verdade, uma variagcdo dentro da faixa de massas molares das diferentes cadeias
poliméricas existentes nas amostras de QS-BPM. Os indices maiores de
polidispersividade (IP) dessas amostras (1,70 e 1,58), em relacdo a QS-APM (1,16 e
1,27), indicam sua maior heterogeneidade, o que poderia explicar o aumento
numeérico da M,, observado na QS-BPM apds a irradiacao por UV (EBEWELE, 2000;
VIEIRA, 2008). A propria especificagdo do fabricante sugere uma faixa mais ampla
de MM nessa amostra, com uma possivel variacdo superior a 73%, enquanto na
QS-APM a faixa de variacdo de MM é bem mais estreita, na ordem de 17%. De toda

forma, os resultados deste estudo sugerem que a QS de maior MM parece ter sido
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mais susceptivel & degradacdo polimérica por UV que a de menor MM, o que
corrobora alguns trabalhos na literatura que indicam que polimeros de cadeias
maiores sofrem fotodegradacdo mais acentuada que polimeros de cadeias menores
(REBOLLAR et al., 2006; SUN et al., 2008; YOUSIF e HADDAD, 2013).

A biocompatibilidade de um material estd4 intimamente relacionada as
suas interacdes com células e tecidos e a resposta induzida nestes pelo contato com
o material. A QS tem sido considerada na literatura como biocompativel. Quase
todos os trabalhos que a abordam como biomaterial referem-se ao polimero como
um material atoxico e biologicamente compativel. No entanto, muitas vezes a
biocompatibilidade é assumida com base apenas na sua baixa toxicidade sistémica,
avaliada em testes de toxicidade oral, ou em avaliagcdes de citotoxicidade in vitro
(BALDRICK, 2010; LI et al., 2012). Em outras situacfes, biomateriais a base de
quitosana sao implantados em animais assumindo-se sua biocompatibilidade sem
maiores avaliacdes, baseando-se apenas em revisdes de literatura (DANILCHENKO
et al., 2011; ZHANG et al.,, 2012; ZHANG et al., 2015) ou, segundo afirmam
Rodrigues et al (2012), na aprovacéao por agéncias regulatérias, como por exemplo a
americana FDA (do inglés Food and Drug Administration). Nos Estados Unidos, a
guitosana € aprovada para uso como biomaterial somente como bandagens para
lesbes de pele (RODRIGUES et al.,, 2012; BELLICH et al., 2016). Todavia, a
biocompatibilidade deve ser entendida como um conceito tecido-dependente, o que
significa que um biomaterial pode ser biocompativel em um determinado tecido e
ndo biocompativel em outro (WILLIAMS, 2008; CHEN e THOUAS, 2015a). Por esta
razdo, as agéncias regulatérias ndo concedem aprovacdo de um biomaterial de
forma genérica, mas para uma aplicacdo especifica, em funcdo das condicdes
avaliadas nas diversas fases da validacdo. No caso da quitosana, a questdo da
biocompatibilidade torna-se mais complexa devido a enorme heterogeneidade
existente entre as formas comercialmente disponiveis ou investigadas nos estudos.
Além da grande variabilidade das caracteristicas intrinsecas da QS, como o GD e
MM, esta diversidade aumenta exponencialmente devido as inUmeras modificacbes
guimicas e associacdes da QS com outros compostos ou biomateriais que séo
avaliadas na literatura.

A massa molar da quitosana é um parametro que define diversas outras
propriedades, estando bem estabelecida sua influéncia sobre a cristalinidade,
solubilidade e biodegradacédo da QS (RINAUDO, 2006; LI et al., 2007; KIM, I. Y. et
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al., 2008). Quanto maior a MM da cadeia polimérica, maior sua cristalinidade e
menor sua solubilidade. Em relacdo a biodegradacdo, parece haver uma relacéo
inversa entre a MM e a velocidade de degradacdo, embora Hsu et al tenham obtido
resultados indicando um aumento da biodegradacé&o in vitro com QS de maior MM
(HSU et al., 2004). Os parametros mencionados, cristalinidade, solubilidade e
biodegradacéo, sao considerados essenciais na atividade bioldgica de biomateriais,
e, por consequéncia, podem afetar sua biocompatibilidade (WILLIAMS, 2008; CHEN
e THOUAS, 2015a). No entanto, poucos estudos investigando a influéncia da MM da
QS em sua biocompatibilidade foram encontrados, e nenhum deles avaliou esta
influéncia in vivo (CHEN et al., 2002; HSU et al., 2004; LI et al., 2007;
TANGSADTHAKUN et al., 2007; MECWAN et al., 2011).

Estudos in vivo sdo considerados essenciais para a determinacdo da
biocompatibilidade de qualquer material. Ainda que os estudos in vitro procurem
simular de forma mais fidedigna possivel os sistemas vivos, selecionando células
especificas e muitas vezes adicionando fatores de crescimento na cultura, muitas
variaveis ndo podem ser reproduzidas em culturas de células, como por exemplo as
diversas vias de sinalizacdo, interdependentes, que ocorrem entre as células e as
interagbes complexas existentes entre células e MEC em um organismo Vivo
(RODRIGUES et al., 2012; BELLICH et al., 2016). Assim, estudos in vivo como este
sdo importantes para se investigar o0 possivel efeito da MM sobre a
biocompatibilidade da QS, e objetivam preencher lacunas existentes na literatura
sobre esta questdo, cuja relevancia é enfatizada em recentes trabalhos (FELICE et
al., 2015; BELLICH et al., 2016). De fato, em um trabalho de revisédo sistematica da
literatura elaborado pelo autor, constatou-se que 47,5% dos estudos com
biomateriais a base de QS utilizados em regeneracéo tecidual in vivo nos ultimos
cinco anos sequer mencionaram os valores de MM da QS, e apenas 3,3% dos
estudos consideraram a variacdo de MM na analise e interpretacdo dos resultados
(dados néo publicados). A constatacdo de que existe um certo desconhecimento
sobre a relacéo entre as propriedades intrinsecas da QS e os seus efeitos biolégicos
como biomaterial € corroborada por Bellich et al (2016). Parece evidente, portanto,
gue a importancia da MM sobre os efeitos biolégicos da QS ainda ndo é bem
compreendida e os autores ndo tem dado a devida importancia a este parametro. No
presente trabalho, os resultados histolégicos mostraram semelhancas e diferencas

no comportamento biolégico das quitosanas de diferentes massas molares.
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No que diz respeito ao infiltrado inflamatério leucocitario, tanto a QS-BPM
como a QS-APM apresentaram perfis semelhantes, ndo diferindo estatisticamente
entre si. Ambas induziram intenso infiltrado de PMN no primeiro dia, diminuindo
significantemente no sétimo dia para um grau leve de infiltrado, o que denota uma
boa resolucdo do processo inflamatério, que assim se manteve até o 28° dia,
semelhante ao controle. Quando comparadas ao controle proé-inflamatério de
carragenina-lambda (CGA), as membranas de quitosana nao diferiram
estatisticamente no primeiro dia, mas apresentaram escores significativamente
inferiores no sétimo dia, e se mantiveram menores no 14° e 28° dias, embora sem
diferenca estatistica. No entanto, a evolucdo do processo inflamatorio mostrou
diferencas marcantes entre 0s grupos com quitosana e com Cgi. Neste ultimo, os
escores de infiltrado inflamatério permaneceram elevados no sétimo dia, com
extensas areas de necrose, enquanto 0S grupos com quitosana mostraram escores
semelhantes ao controle desde o dia sete até o dia 28, sem presenca de areas de
necrose.

Apesar de ndo mostrar diferenca estatistica em relacdo ao controle e as
quitosanas ao final do experimento, o contato do tecido com CGA resultou em areas
de degeneracdo mixoide, que nao foram observadas nos grupos com QS. Portanto,
os resultados da analise de infiltrado inflamatorio leucocitario mostram que as
amostras de quitosana apresentaram biocompatibilidade, induzindo uma resposta
inflamatoéria minima e semelhante ao controle apds sete dias. A inflamacédo aguda
observada no primeiro dia pode ser considerada uma resposta normal ao contato
inicial do tecido com um material estranho, o que ndo ocorreu com 0 grupo controle,
no qual nenhum material foi implantado (BROWN e BADYLAK, 2014; CHEN e
THOUAS, 2015c). Resultados semelhantes foram observados por Miranda et al
(2011) e Han et al (2014), que relataram intenso infiltrado inflamatério de leucécitos
PMN na implantacdo de scaffolds a base de QS no osso alveolar de ratos
(MIRANDA et al., 2011) e no tecido cutaneo de coelhos (HAN et al., 2014), mesmo
apos cinco dias. Todavia, houve uma resolucdo quase completa do processo
inflamatério ap6s 15 e 2ldias naqueles estudos, de forma semelhante aos
resultados observados neste trabalho.

Segundo Anderson et al (2004) o que caracteriza a biocompatibilidade de

um material é, mais que a intensidade do processo de inflamacgéo, a duracdo dos
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eventos da resposta inflamatoria e a rapidez de sua resolucdo. Contudo, ndo se
observou, no presente trabalho, influéncia da MM sobre a biocompatibilidade da QS,
guanto ao infiltrado leucocitario. Os resultados histoloégicos foram compativeis com o
aspecto macroscopico observado nos tecidos ao longo dos 28 dias.

A andlise histoldgica do tecido de granulacao evidenciou que nenhum dos
grupos experimentais ou controles apresentou formacdo desse tecido no primeiro
dia. Este achado esta de acordo com a literatura, que indica que o tecido de
granulacéo inicia sua formag&@o no minimo apos trés dias da leséo inicial (KUMAR et
al., 2005a). De fato, no sétimo dia, observou-se no grupo controle uma discreta
formacdo de tecido de granulacdo, enquanto no grupo CGA, cujo estimulo
inflamatorio determinara uma maior ocorréncia de infiltrado leucocitario, ndo houve
gualquer formacédo desse tecido. Esses dados também estdo de acordo com a
literatura, uma vez que uma resposta inflamatoria intensa e aguda tem seu processo
de cronificacéo e reparo postergados quando comparados a estimulos leves, como é
0 caso do grupo controle, em que apenas a ferida cirargica foi realizada, sem
implantacdo de biomaterial, o que caracteriza a cicatrizagdo por primeira intencao
(KUMAR et al., 2005b). Por outro lado, ambas as quitosanas implantadas causaram
uma proliferacdo de fibroblastos nas proximidades das membranas, em intima
associacdo com sua superficie, indicando a formacéo de tecido de granulacdo em
grau leve a moderado. O grupo QS-BPM mostrou uma formagéo moderada de tecido
de granulacao, diferindo estatisticamente do controle e mais ainda da Cgi. Esse
dado sugere que a QS-BPM parece ter induzido uma formagdo mais precoce e
intensa de tecido de granulacdo que os controles, o que poderia indicar alguma
atividade deste material sobre a proliferagdo de fibroblastos, sugerida por alguns
autores (UENO et al., 2001; TANGSADTHAKUN et al., 2007). Embora nao tenham
sido observadas diferencas estatisticas entre as quitosanas de diferentes MM, a QS-
APM ndo demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao controle, o que pode
denotar uma menor intensidade de inducdo desse material sobre a formacédo de
tecido de granulagdo. Em comparacdo a CgA, cujo potencial inflamatorio é
considerado intenso, ambas as quitosanas mostraram uma diferenca significativa,
evidenciando o comportamento biocompativel das membranas.

Prosseguindo no curso temporal, no 14° dia observa-se que o tecido de
granulagcdo no grupo controle praticamente desaparece, enquanto 0 grupos de
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guitosana mostram uma tendéncia a reducdo. A QS-BPM mostra ainda significativa
diferenca em relacdo ao controle, o que ndo ocorre com a QS-APM. Em
contrapartida, o grupo CGA mostra um aumento significativo de tecido de granulacao
em relagcdo ao sétimo dia, confirmando o retardamento do processo inflamatorio
nesse grupo. Apos 28 dias, os escores de tecido de granulagdo dos grupos com
guitosana e o controle retornaram ao valor basal, enquanto o grupo CGA mostrou um
aumento significativo, com formagdo moderada a intensa de tecido de granulagao,
coerente com o seu perfil inflamatario.

De fato, segundo Anderson et al (2004), o tecido de granulacdo
representa uma marca registrada da fase de reparo do processo inflamatério,
caracterizando-se por intensa proliferacédo de fibroblastos jovens, sintese de MEC e
neovascularizagdo. Assim, o inicio precoce da formacdo de tecido de granulacéo
indica uma resolucdo mais rapida da inflamacao aguda, favorecendo o reparo da
lesdo tecidual. A QS-BPM apresentou grande proliferacdo de fibroblastos ja no
sétimo dia, superior ao controle e a Cgk, sugerindo que este material promoveu
maior proliferacdo de fibroblastos no tecido conjuntivo, que se manteve até o 14° dia.
Estes resultados indicam que a quitosana, sobretudo a de menor massa molar,
favoreceu a proliferacdo de fibroblastos e a aceleracdo da regeneracdo de tecido
conjuntivo, estando em concordancia com alguns estudos na literatura, que
observaram maior proliferacdo de fibroblastos e sintese de MEC in vitro com
quitosanas de baixo PM (UENO et al., 2001; CHEN et al., 2002; TANGSADTHAKUN
et al., 2007). H& que se destacar que nestes trabalhos, os melhores resultados foram
obtidos utilizando-se quitosanas de massas molares variando de 3,2 a 74 kDa, bem
inferiores, portanto, a QS de 174 kDa utilizada no presente estudo. Em contrapartida,
Hsu et al (2004) ndo observaram qualquer efeito estimulador de filmes de quitosana
de MM variando de 180 a 340 kDa sobre a adesé&o e proliferacdo de fibroblastos in
vitro, concluindo que a MM néo influenciaria na biocompatibilidade da QS. No
entanto, as diferencas entre as metodologias sdo muito significativas. Os estudos
mencionados foram realizados in vitro, utilizando QS associada a outros materiais,
como o alginato e o colageno, na forma de filmes ou em solucdo, o que torna a
comparacao entre os resultados dificil e ndo conclusiva.

A avaliagéo histologica da formacédo de tecido fibroso mostrou resultados

semelhantes ao tecido de granulacdo, no que diz respeito a comparacao entre QS-
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BPM e QS-APM, com auséncia total no primeiro dia. A partir do sétimo dia,
observou-se um significativo aumento de tecido fibroso nos grupos controle e com
membranas de QS, mas sem diferencas estatisticas entre eles, ao contrario do
grupo CGA, onde a formacao de tecido fibroso ainda nédo houvera iniciado em virtude
da intensidade e longevidade da resposta inflamatoria inicial, o que condiz com a
auséncia de tecido de granulacdo observada no sétimo dia. Contudo, no 14° dia, a
QS-BPM mostrou formacdo de tecido fibroso em grau intenso, significantemente
maior que a QS-APM e CGA e semelhante ao controle, indicando uma regeneracao
mais precoce do tecido conjuntivo. Somente no dia 28, os escores de tecido fibroso
das duas membranas de QS atingiram valores semelhantes, juntamente com o
controle.

Esses dados sugerem que a membrana de QS-BPM favoreceu uma
regeneracdo mais rapida do tecido conjuntivo, indicando sua maior
biocompatibilidade, o que seria esperado a partir dos resultados observados na
formacdo de tecido de granulacdo, uma vez que o tecido fibroso é produzido
exatamente pelos fibroblastos que sintetizam a MEC, inicialmente rica em
proteoglicanos e posteriormente em fibras colagenas. Assim, os resultados de
formacéao de tecido fibroso confirmam a maior proliferacdo de fibroblastos observada
com a QS-BPM. Este possivel efeito estimulador da QS de baixo PM sobre a sintese
de MEC e fibras colagenas é relatado na literatura (UENO et al., 1999; SHI et al.,
2006; MUZZARELLI, 2009), embora nao tenham sido feitas, nesses estudos,
comparacdes com quitosanas de maior massa molar.

E importante destacar que no modelo animal utilizado neste estudo, com
implantagdo de biomateriais em tecido subcutaneo, que é um tecido conjuntivo
propriamente dito, a formagdo de tecido fibroso representa exatamente a
regeneracao tecidual, com a re-estruturacdo da arquitetura original do tecido com
fibras colagenas, predominantemente dos tipos | e Ill. Este processo € diferente de
um reparo cicatricial por fibrose, onde ocorre a substituicio de um tecido
especializado (por exemplo epitélio ou tecido muscular) por tecido conjuntivo fibroso
apos uma lesdo, ocasionando perda ou limitacdo da fungdo (CHEN e THOUAS,
2015c; b). Portanto, os resultados obtidos pela analise histoldégica da formacédo de
tecido fibroso sugerem que a QS-BPM apresentou maior biocompatibilidade e
pareceu induzir mais precocemente a regeneracao do tecido conjuntivo que a QS-
APM. Este efeito ndo pode ser interpretado de maneira anédloga para outros tecidos,
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onde a fibrose indicaria um reparo cicatricial com perda de funcdo, o que néo seria
desejavel para um biomaterial com aplicacdo em regeneracéao tecidual.

Os resultados aqui apresentados, no que concerne a formacao de tecido
fibroso, divergem de outros estudos, em que nao se constatou influéncia da MM
sobre adeséo e proliferacdo celular in vitro (SUPHASIRIROJ et al., 2009), ou que
relataram melhor desempenho de quitosanas de APM (ALSARRA, 2009; MECWAN
et al., 2011; FELICE et al., 2015). Entretanto, Suphasiriroj et al (2009) avaliaram a
QS associada ao colageno quanto a adesao e proliferacao celular in vitro, em cultura
de células osteoblasticas. Os mecanismos de interacao célula-biomaterial sdo muito
diversos entre osteoblastos e fibroblastos, e as diferencas metodolégicas com o
presente estudo sdo significativas, o que ndo permite estabelecer comparacao entre
os resultados. Ainda assim, houve diferenca estatistica em um dos grupos, com a
QS-BPM apresentando maior proliferacdo celular que a QS-APM. Quanto ao estudo
de Alsarra (2009), a QS foi utilizada na forma de gel de uso tépico sobre lesbes de
pele, com variacdes significativas de GD, o que pode ter influenciado nos resultados,
uma vez que a MM néo foi a Unica variavel avaliada. No trabalho de Felice et al
(2015), avaliou-se um derivado quaternério de amoénio da quitosana em um modelo
de cultura de fibroblastos. As amostras de QS utilizadas naquele estudo também
apresentavam variacdes significativas de GD, o que pode ter influenciado nos
resultados. No presente trabalho, as avaliacbes foram feitas in vivo, utilizando
guitosanas naturais, sem modificacfes quimicas, e com minimas variacdes de GD.
Mecwan et al (2011) utilizaram amostras de quitosana que foram submetidas a
esterilizagdo por micro-ondas e avaliadas in vitro quanto & adeséao e proliferacdo de
células de osteosarcoma em cultura. O tratamento com micro-ondas causou uma
degradacao térmica do polimero, reduzindo sua MM. A despolimerizagdo por micro-
ondas pode ter resultado em subprodutos atipicos da quitosana, o que explicaria a
menor citocompatibilidade das amostras de menor MM em comparagdo a amostra
de maior MM, que néao foi submetida ao tratamento com micro-ondas.

Os mecanismos que explicariam a influéncia da MM sobre a
biocompatibilidade da QS e seu efeito estimulatério sobre a regeneracdo do tecido
conjuntivo ndo estdo ainda esclarecidos. Existe uma caréncia de estudos que
tenham investigado a correlagao entre MM e biocompatibilidade buscando propor ou
elucidar os mecanismos celulares ou biomoleculares envolvidos. Ueno et al (1999),

em um estudo pioneiro que avaliou in vivo a regeneracao epitelial em cades com
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quitosana de BPM (30 a 80 kDa), propuseram que a QS atuaria estimulando
macrofagos a liberar citocinas, como a IL-1, que, além de apresentar atividade pro-
inflamatdria, teria uma acéo indutora sobre a producéo de fibroblastos e a sintese de
colageno. O mesmo grupo de autores confirmaram, em um estudo in vitro, a
hip6tese de que a QS nado atuaria diretamente sobre os fibroblastos, e sim
estimulando macrofagos a liberarem, além da IL-1, fatores de crescimento, como o
fator transformador de crescimento TGF-B (do inglés transforming growth factor),
gue atuaria na proliferacao de fibroblastos e sintese de MEC e colageno, acelerando
a regeneracao tecidual (UENO et al., 2001). No entanto, nestes estudos, a MM da
guitosana utilizada ndo foi analisada, reproduzindo-se somente a informacéao
especificada pelo fabricante. Além disso, néo foi utilizada quitosana de APM para
comparacdo, 0 que nao permitiu avaliar a influéncia da varihAvel MM na
biocompatibilidade.

De forma a compreender melhor os mecanismos biomoleculares
envolvidos na interacéo entre a QS e os tecidos e sua possivel relacdo com a MM, o
presente estudo investigou por analises imunohistoquimicas a presenca de dois
mediadores quimicos importantes envolvidos no processo inflamacéo-reparo: o NF-
KB, representativo das fases aguda e crénica do processo inflamatério, e o FGF-2,
gue estéa relacionado as fases proliferativa e regenerativa do reparo.

Os resultados de IHQ para NF-kB mostraram que os grupos QS-BPM e
QS-APM apresentaram maior expresséo nuclear de NF-kB que o controle, no dia 1,
denotando uma resposta inflamatoria inicial mais intensa uma vez que este fator de
transcricdo nuclear regula a liberacdo de varias citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias como as interleucinas 1, 2, 6, 8, o TNFa, além de moléculas de adeséo
(BLANCO e NETO, 2003). Estes resultados estdo coerentes com aqueles da
avaliacé@o histolégica de infiltrado inflamatério leucocitario, que mostraram maiores
escores de infiltragdo de leucécitos PMN no primeiro dia para os grupos com QS em
relacdo ao controle, ja que as citocinas pro-inflamatdrias e moléculas de adeséo
reguladas pela ativacdo nuclear do NF-kB atuam estimulando a migracdo de
neutrofilos. No entanto, quando se analisa a relagdo entre a imunomarcacao
nuclear/citoplasmética, observa-se que o grupo QS-BPM apresentou uma relagéo
proxima ao valor 1, indicando expressdes de NF-kB equivalentes no nudcleo e

citoplasma, ndo diferindo estatisticamente do controle. Em contrapartida, o grupo
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QS-APM mostrou uma relagao estatisticamente superior ao controle, indicando que
a expressao de NF-kB nuclear foi maior que a citoplasméatica naquele grupo.

A relacdo da imunomarcacao nudcleo/citoplasma para o NF-kB indica a
atividade mitotica deste fator, sendo que uma relagdo maior que 1,0 sugere uma
maior translocagcdo nuclear e atividade transcricional do NF-kB o que implica em
maior producédo de citocinas pro-inflamatorias e, por consequéncia, maior inflamacéao
(LIU et al., 2010). Assim, os resultados do primeiro dia sugerem que a QS-BPM
induziu menor inflamagé&o que a QS-APM.

Aos 7 dias, observou-se uma reducéo significativa da marcagao nuclear
de NF-kB no grupo de QS-BPM, confirmando que esta quitosana inibiu a
translocacao do NF-kB do citoplasma para o nucleo e que este efeito foi dependente
da MM da QS. Somente aos 14 dias, a imunomarcacao de NFkB nuclear dos grupos
QS-BPM e QS-APM apresentaram valores semelhantes ao controle e préximos ao
valor basal. Estes resultados sugerem que a QS-BPM inibiu a ativagcdo e/ou a
translocacdo nuclear do NFKB aos 7 dias, o que indicaria uma atividade anti-
inflamatoria dessa amostra. Este efeito estd de acordo com os resultados dos
estudos de Wu et al (2007), Wu et al (2015) e Zheng et al (2016) que demonstraram
in vitro que quitosanas de baixo PM (20kDa e 50 kDa) inibiram a ativacado de NF-kB
e sua translocacao para o nucleo em cultura de macréfagos. No entanto, esse efeito
nao foi observado com quito-oligossacarideos (PM < 1 kDa) e QS de PM
extremamente baixo (3 kDa), onde houve, ao contrario, estimulacdo da ativacao de
NF-kB (WU e TSAI, 2007; WU et al., 2015; ZHENG et al., 2016). Ja os trabalhos de
Liu et al (2010) e Li et al (2014) demonstraram que também o0s quito-
oligossacarideos apresentaram efeito anti-inflamatorio em cultura de células do
corddo umbilical humano e células endoteliais suinas pela inibicdo da ativacdo do
NF-kB e das citocinas e moléculas de adeséao por ele reguladas (LIU et al., 2010; LI
et al., 2014).

Um possivel mecanismo de atuacdo, sugerido por Liu et al (2010) e
Zheng et al (2016), seria o bloqueio da degradacdo da proteina inibitoria kB, que
impede a ativacdo e a migracdo do NFkB para o ndcleo. Este efeito seria
dependente do tamanho da molécula de QS, sendo mais acentuado com as cadeias
menores nas quais 0s grupos amino e hidroxilas estariam mais disponiveis as
interacdes moleculares, embora tenha sido observado um efeito contrario com QS

de cadeias muito pequenas, com MM de 3 kDa. Possivelmente, exista uma faixa de
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MM em que a QS teria um efeito mais pronunciado sobre a inibicdo da ativacao do
NFkB. Este mecanismo poderia explicar a ocorréncia de imunomarcacao
citoplasmatica elevada, mas com marcacao nuclear baixa, no grupo QS-BPM no dia
7, sugerindo que a presenca da proteina IkB ndo degradada impediu a migracdo do
NFkB para o ndcleo nesse grupo. No entanto, este mecanismo ndo esta ainda
esclarecido e seria necessaria uma analise especifica da expressao de IkB para
confirmar esta hipétese no presente experimento. E importante destacar que todos
os estudos citados sobre a influéncia da QS na via do NFkB foram feitos em cultura
de células e ndo avaliaram QS de cadeias maiores. O presente estudo parece ser 0
primeiro a avaliar o efeito in vivo de membranas de QS de diferentes MMs sobre a
ativacao de NFkB.

Quanto aos resultados de IHQ para FGF-2, observou-se que o0 grupo QS-
BPM mostrou uma imunoexpressao significativamente maior que os grupos QS-APM
e controle no primeiro dia. Este dado sugere que a quitosana de menor massa molar
promoveu a expressao precoce de FGF-2 no tecido. Uma vez que o FGF-2 atua na
modulacdo de diversos processos envolvidos no reparo tecidual, como adeséo,
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e motilidade de fibroblastos, producdo de
diversos componentes da MEC, angiogénese e remodelacdo vascular (DETILLIEUX
et al.,, 2003; PRESTA et al., 2009), é licito supor que a QS-BPM favoreceu uma
aceleracdo do processo de reparo mediado pelo FGF-2. Este achado esta coerente
com os resultados histolégicos de formacdo de tecido de granulacdo e de tecido
conjuntivo fibroso, em que o grupo QS-BPM mostrou maiores escores destes
parametros nos dias 7 e 14. A expressao de FGF-2 nos grupos com quitosana
manteve-se alta em relacdo ao controle nos dias 7 e 14. Embora ndo tenha sido
detectada diferenca estatistica entre as quitosanas nesses dias, observa-se uma
tendéncia de maior expressado de FGF-2 no grupo QS-BPM, sobretudo no dia 7.
Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Ueno et al (1999; 2001), que
demonstraram uma relacdo entre quitosana de baixo peso molecular (30 a 80 kDa) e
a estimulacdo de fibroblastos através da imunoexpressdo de colageno e outros
fatores de crescimento, como o TGF-B. Segundo estes autores, a QS n&o atuaria
diretamente sobre os fibroblastos, mas estimulando macréfagos a liberarem
citocinas e fatores de crescimento que estimulariam os fibroblastos, o que também é
corroborado por outros estudos (LIU et al., 2010; WU et al., 2015; ZHENG et al.,

2016). No entanto, em nenhum destes trabalhos foi avaliada a imunoexpressao de
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FGF-2. De fato, este parece ser o primeiro trabalho que demonstra a existéncia de
uma regulacdo positiva do FGF-2 in vivo pela quitosana na forma de membranas,
em funcéo de sua MM.

Este achado pode abrir novas possibilidades de pesquisa em
regeneracao tecidual guiada com este material, uma vez que o FGF-2 é reconhecido
na literatura como um importante promotor da regeneracdo do tecido periodontal e
do osso alveolar em estudos com animais e humanos (KITAMURA et al., 2008;
NAGAYASU-TANAKA et al., 2015; COCHRAN et al., 2016; MOMOSE et al., 2016).
No entanto, nestes trabalhos, os autores utilizaram FGF-2 recombinante aplicados
topicamente ou associado a veiculos como hidrogéis de colageno, hidroxi-propil-
celulose ou a B-TCP. A utilizacdo de membranas de quitosana representaria uma
nova abordagem, uma vez que o préprio biomaterial induziria a liberacdo de FGF.
Além disso, o FGF-2 recombinante poderia ser incorporado & membrana acentuando
seu potencial regenerativo, uma vez que a quitosana possui a propriedade de reter e
liberar gradativamente FGF-2 exdgeno adicionado a sua superficie, atuando como
um veiculo de liberacdo lenta, o que estd demonstrado em alguns estudos
(NAKAMURA et al., 2008; WELTROWSKI et al., 2012; BUSILACCHI et al., 2013;
KUMOREK et al., 2016).

A possibilidade de se desenvolver uma membrana bioativa para RTG,
gue apresente uma atividade indutora sobre a producédo endogena de FGF-2 seria
de consideravel relevancia clinica, uma vez que as abordagens tradicionais em ROG
envolvem membranas que atuam simplesmente como barreiras fisicas, ndo agindo
efetivamente no processo regenerativo, mas somente prevenindo a proliferacdo de
células epiteliais para o defeito periodontal antes que ocorra a regeneracao 0ssea e
do ligamento periodontal (BUSER, 2010). Embora a utilizagdo de membranas de
guitosana tenha sido investigada na literatura para regeneracdo periodontal e de
0sso alveolar em estudos in vitro (MOTA et al.,, 2012; QASIM et al., 2017) e em
animais (YEO et al., 2005; LEE et al., 2016; LOTFI et al., 2016), nestes trabalhos, as
guitosanas foram utilizadas em associagdo com particulas de vidro bioativo (MOTA
et al., 2012), com oxido de polietileno (QASIM et al., 2017) ou com colageno (LOTFI
et al., 2016), ou ainda com farmacos (LEE et al., 2016). Seus resultados, apesar de
terem mostrado um efeito positivo sobre a regeneracédo, ndo podem ser atribuidos
especificamente a quitosana uma vez que esta nao foi avaliada isoladamente. Além

disso, a massas molares das quitosanas utilizadas ndo foram analisadas nem
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consideradas nos resultados, o que dificulta a comparagdo com o presente trabalho,
no qual a quitosana foi utiizada em sua forma natural, sem associacoes,
comparando-se apenas seu efeito em funcédo de suas massas molares. A membrana
de QS-BPM avaliada neste estudo sugere um potencial de aplicacdo para RTG,
uma vez que demonstrou tanto uma atividade inibitéria sobre o NF-kB como
promoveu a expressao de FGF-2.

O mecanismo de acdo da quitosana sobre o FGF-2 ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Uma hipétese proposta na literatura se baseia na atuacéo da
QS como um analogo das GAGs, uma vez que estas sao polissacarideos com
estrutura semelhante a QS, que compartilham os mesmos grupamentos N-acetil-
glicosamina. Algumas GAGs, como o0 heparan sulfato, participam da via de
sinalizacdo do FGF-2, ligando-se quimicamente a este e facilitando sua interacao
com os receptores celulares do FGF (FGF-R) presentes nas células endoteliais e de
diversos tecidos, ao mesmo tempo que o protegem da degradacdo quimica
(PRESTA et al., 2005; PRESTA et al., 2009). A QS poderia mimetizar o heparan
sulfato, facilitando sua ativacao pelos FGF-R. Este efeito seria maior com as cadeias
de menor tamanho, de massas molares mais proximas do heparan sulfato (da ordem
de 50 kDa). (TANGSADTHAKUN et al., 2007; DREYFUSS et al., 2009; ZEINALI et
al., 2014; MENEGHETTI et al., 2015). Além disso, Masuoka et al demonstraram que
a QS interage com o FGF-2 protegendo-o da inativacdo quimica e potencializando
seu efeito (MASUOKA et al., 2005). Portanto, os resultados do presente trabalho
guanto ao efeito da quitosana sobre o FGF-2 corroboram a hipdtese de que ela
atuaria ligando-se a este fator, como um analogo do heparan sulfato, de uma forma
dependente da massa molar. No entanto, a confirmacdo deste mecanismo
requereria uma investigacdo especifica da interacdo molecular entre quitosana e
FGF-2.

E possivel que as diferencas observadas na atividade biolégica das
guitosanas de diferentes massas molares sobre NFkB e FGF-2 tenha relagcdo com a
cristalinidade da QS, ja que esta tem uma relacdo direta com o tamanho da cadeia
polimérica. O aumento da cristalinidade resulta em maior resisténcia mecéanica
devido as interacfes intermoleculares mais fortes. Em contrapartida, QS com
cadeias poliméricas menores possuem interagbes mais brandas entre suas
moléculas, o que as tornam mais sollUveis, mais permeaveis e mais susceptiveis a

interagbes com proteinas, como enzimas por exemplo, sendo assim mais facilmente
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biodegradaveis. Os grupamentos funcionais da QS de cadeias menores estariam
mais disponiveis as interacfes idnicas ou covalentes, deixando-as mais reativas
(CHEN e HWA, 1996; KIM, 1. Y. et al., 2008; MECWAN et al., 2011; RODRIGUEZ-
VAZQUEZ et al., 2015). Esta hipbtese explicaria a atividade mais pronunciada da
QS-BPM, que teria menor cristalinidade, sobre o NFKB e o0 FGF-2, pois ela teria, em
tese, maior interagcdo com as proteinas IkB e FGF-2. Novamente, trata-se de uma
hipotese que carece de confirmacdo, sendo necessarios novos estudos que
permitam avaliar a relagdo entre cristalinidade e as interagdes moleculares entre QS
e as proteinas de interesse. Ainda que alguns estudos recentes tenham indicado
gue as QS-BPM e os quito-oligossacarideos apresentam grande bioatividade sobre
macrofagos in vitro (WU et al., 2015; ZHENG et al., 2016) e também in vivo (WANG
et al., 2016), ndo ha consenso sobre os mecanismos moleculares envolvidos.
Contudo, a aplicabilidade dos quito-oligossacarideos como scaffolds € questionavel,
devido a sua baixa resisténcia e alta solubilidade (SUPHASIRIRQOJ et al., 2009).

A despeito da tendéncia na literatura em se estabelecer uma relagcéo
inversa entre a MM da quitosana e sua bioatividade, corroborada pelo presente
estudo, ndo é possivel comprovar, de forma inequivoca, esta relacdo. A caréncia de
estudos in vivo e a enorme variabilidade dos biomateriais a base de quitosana
avaliados na literatura dificultam o estabelecimento de um consenso sobre esta
guestdo. Na verdade, a natureza quimica "modulavel" da quitosana, ao mesmo
tempo em que lhe confere uma grande versatilidade como biomaterial, representa
também um grande empecilho para a padronizacdo de suas aplicacdes. A
simplicidade de modificacdo da estrutura quimica da quitosana permite sua
utilizacdo como copolimero associando-a com inUmeros outros materiais, o que faz
da quitosana um vasto campo de experimentacdo. Por esta razdo, a quantidade de
estudos com aplicacbes da quitosana publicados na literatura é notavel,
ultrapassando 23 mil publicagcbes somente entre 2001 e 2010 (BELLICH et al.,
2016). E possivel que tamanha variabilidade seja uma das razées porque a enorme
potencialidade da quitosana como biomaterial para regeneracdo tecidual,
demonstrada pelo imenso niamero de pesquisas, ainda ndo tenha se traduzido no
desenvolvimento de biomateriais que possam ser aplicados em estudos clinicos ou
aprovados, de forma mais ampla, pelas agéncias regulatérias. Outro argumento
mencionado na literatura seria que o potencial demonstrado pela quitosana nas

pesquisas nao receberia a atencdo e importancia que deveriam porque a industria
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nao teria interesse em desenvolver novos materiais que competiriam com seus
produtos comerciais e que poderiam reduzir sua lucratividade (BUSILACCHI et al.,
2013).

Os resultados do presente estudo in vivo suportam a ideia de que, de fato,
a massa molar, um parametro basico intrinseco da quitosana, influencia em sua
biocompatibilidade e em sua bioatividade. Nao obstante a limitada significancia
estatistica observada nos resultados das analises histolégicas, os resultados de
imunohistoquimica sugerem, com significAncia estatistica, que as membranas de
guitosana avaliadas foram biocompativeis e bioativas em tecido conjuntivo,
exercendo uma dupla atividade biolégica, com acéo inibitéria sobre a ativacdo do
NFkB e uma acdo estimulatoria sobre o FGF-2, com uma maior bioatividade da
membrana de menor MM. E preciso se levar em conta que, mesmo comparando-se
amostras de QS que néo apresentaram diferencas tdo grandes de MM, foi possivel
demonstrar o melhor comportamento biolégico da amostra de menor MM. O
conhecimento deste parametro e de como ele pode modular as demais propriedades
da quitosana pode contribuir para a busca de uma padronizacdo de seu uso nos
estudos. A MM deve ser considerada em qualquer estudo que envolva a utilizacao
da quitosana, combinada ou ndo com outros biomateriais, em regeneracgéao tecidual.
A bioatividade das membranas de quitosana, sobretudo quanto a regulacao positiva
do FGF-2 demonstrada pela primeira vez em um estudo in vivo, abre a perspectiva
de se desenvolver novas pesquisas que avaliem a aplicabilidade deste material
como membrana bioativa para regeneracdo tecidual guiada com potencial para

aceleracao do processo de regeneracéo do tecido periodontal e osso alveolar.
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8. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

e As massas molares das amostras comerciais de quitosana utilizadas,
identificadas como de baixo peso molecular e alto peso molecular,
apresentaram valores divergentes dos especificados pelo fabricante,
devendo ser consideradas, de acordo com a literatura, como de médio
peso molecular;

e O grau de desacetilacdo das amostras de quitosana mostrou-se
compativel com os valores especificados pelo fabricante;

e As membranas de quitosana produzidas pelo GPSA e utilizadas neste
estudo apresentaram biocompatibilidade adequada em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos, induzindo infiltrado leucocitario semelhante ao
controle negativo e inferior ao controle positivo;

e A membrana de quitosana de menor massa molar promoveu formagao de
tecido conjuntivo fibroso mais precoce que a quitosana de maior massa
molar, indicando uma regeneracao tecidual mais rapida.

e As membranas de quitosana investigadas apresentaram bioatividade
sobre a imunoexpressdao de NFkB e FGF-2, sendo que a amostra de
menor massa molar mostrou acao inibitdria sobre a expressao nuclear de
NFkB e estimulatéria sobre a expressédo de FGF-2 superiores a amostra
de maior massa molar.

A hipétese proposta, portanto, deve ser aceita, uma vez que a
biocompatibilidade das membranas de quitosana foi influenciada pela variagcdo de
suas massas molares. A quitosana de menor massa molar induziu menor resposta

inflamatéria que a de maior massa molar, mostrando-se mais biocompativel.
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APENDICE A - TABELA DE RESULTADOS DOS PARAMETROS HISTOLOGICOS

Tabela 3 - Par@metros inflamatérios resultantes da implantacdo de membranas de quitosana
em tecido conjuntivo subcutaneo do dorso de ratos.

Dia
1 7 14 28

Infiltrado leucocitério

Controle 0,5 (0-1) 1(0-2) 0 (0-2) 0 (0-2)

Cg A 2 (1-3)* 3(3-3)* 1,5(1-2)* 1(1-2)"

QS-BPM 3 (2-3)* 1(1-1)° 1 (1-2)* 1 (1-1)

QS-APM 3 (2-3)* 1(0-1)° 1 (0-1) 1 (0-1)
Tecido de granulacao

Controle 0 (0-0) 1 (0-1)f 0 (0-1) 0 (0-0)*

Cg A 0 (0-0) 0 (0-0)* 1 (1-2)*" 2 (2-3)41

QS-BPM 0 (0-0) 2 (1-3)* 1,5 (0-2)* 0 (0-0)®

QS-APM 0 (0-0) 1,5 (1-2)° 1 (0-2) 0 (0-0)8
Fibrose

Controle 0(0-0) 15(-2)7 3@E-3)" 3 (3-3)™

Cg A 0 (0-0) 0 (0-0)* 1 (1-1)*I" 1 (0-1)*

QS-BPM 0 (0-0) 2 (1-3%" 3(2-3)% 3(3-3)%"

QS-APM 0 (0-0) 1(1-3° 1,5(0-3)* 3(2-3)®

Os implantes de QS-BPM e QS-APM foram mantidos por 1, 7, 14 ou 28 dias nos dorsos dos animais,
guando entéo foram processados para HE e comparados aos tecidos controle ou com implante de
Cg\. Os valores representam mediana dos escores (valores minimo e maximo) que variaram de 0
(ausente) a 3 (>75%) por 5 campos. *P<0,05 vs Controle mesmo dia; 'P<0,05 vs Controle 1d; *P<0,05
vs Controle 7d; ®P<0,05 vs Cgi mesmo dia; IP<0,05 vs Cgx 1d; 'P<0,05 vs Cgr 7d; *P<0,05 vs BPM mesmo
dia; **P<0,05 vs BPM 1d. Kruskal-Wallis; Mann-Whitney.
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APENDICE B - TABELA DE RESULTADOS DAS ANALISES
IMUNOHISTOQUIMICAS

Tabela 4 - Valores percentuais de imunomarcacgao celular para NFkB e FGF-2 resultantes
da implantacdo de membranas de quitosana no tecido subcutaneo do dorso de ratos.

Dia
1 7 14 p-Valor
NFkB citoplasmatico
Controle 50+2,3 55,0+0,6 8,0+3,5 0,084
QS-BPM 9,7+1,6 62,0+9,2 16,5+1,4
QS-APM 55+0,3 42,0+3,5 15,7+4,8
NFkB Nuclear
Controle 1,8+0,7 12,0£3,5 1,7+0,4 0,012
QS-BPM 8,2+1,3* 5,0+0,6* 2,7+0,8
QS-APM 8,1+1,1* 11,2+2,2 6,912,4
NFkB Relagdo Nucleo/Citoplasma
Controle 0,5+0,1 0,2+0,1 0,6+0,3 0,005
QS-BPM 1,0+0,3 0,1+0,0 0,2+0,0
QS-APM 1,5+0,1* 0,3+0,0 0,4+0,0
FGF-2
Controle 6,4+1,5 19,2#1,2 2,9+0,3 <0,001
QS-BPM 21,84+0,3* 64,5+3,2* 27,5+6,1*
QS-APM 4,2+0,2 59,5+7,8* 35,5+8,4*

Imunomarcacdes para NFkB nuclear e citoplasmatico e FGF-2 por coloragdo DAB/Perdxido nos
tecidos adjacentes as membranas de QS-BPM e QS-APM em comparagdo ao controle. Os valores
representam a média e EPM do percentual de células marcadas nos 5 campos selecionados e
avaliados nos dias 1, 7 e 14. * p<0,05 vs controle no mesmo dia. Teste 2-way-ANOVA/Bonferroni
(MédiatEPM).
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Ata da Sessdio de Defesa da Tese de Doutorado de JOSE CARLOS VIANA RIBEIRO
Realizada no dia 31 de janeiro de 2017

As oito horas e trinta minutos do dia trinta e um de janeiro do ano de dois mil e dezessete, realizou-se a sessdo de defesa de Tese de
Doutorado do aluno José Carlos Viana Ribeiro. O trabalho tinha como titulo “INFLUENCIA DA MASSA MOLAR NA
BIOCOMPATIBILIDADE DE MEMBRANAS DE QUITOSANA EM TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS” compunham a
banca exrxinadora as professoras doutoras Vilma de Lima (orientadora), Luana Maria Castelo Melo Silva, Natéssia Albuquerque
Ribeiro, Ana Cristina de Mello Fiallos e Denusa Moreira Verissimo. A defesa foi aberta pela Professora Dra. Vilma de Lima do
Programa de Pés-graduagdo em Odontologia, que apresentou a banca examinadora, explicou as normas de sess3o de defesa e passou a
palavra para a discente. Apés a exposigdo do trabalho, seguiu-se 0 processo de argtiigdo do doutorando. A primeira examinadora a
argilir o trabalho foi a professora Luana Maria Castelo Melo Silva. Logo apés procederam # argliigio as professoras doutoras
Natéssia Albuquerque Ribeiro, Ana Cristina de Mello Fiallos e Denusa Moreira Verissimo e Vilma de Lima. Em seguida, a
banca examinadora reuniu-se reservadamente a fim de avaliar o desempenho do doutorando para fazer jus ao titulo de DOUTOR EM
ODONTOLOGIA. A versdo final da tese devidamente conferida pelo orientador deveré ser entregue no prazo de 60 dias a partir da
data da defesa. Por unanimidade, a banca examinadora considerou APROVADO o trabalho do aluno. Nada mais havendo a relatar, a
sessdo foi encerrada as doze horas, e para constar, eu, Janaine Marques Leal Barros, secretéria executiva do Programa de Pés-
Graduagio em Odontologia, lavrei a presente ata que, depois de lida e aprovada, sera assinada por mim e pelos membros da banca
examinadora, com ciéncia do aluno.

1 Fortaleza, 31 de janeiro de 2017.
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