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RESUMO

A quitosana e a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis apresentam propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas com potencial para uso terapéutico no tratamento de reparacdo de feridas
cutineas. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta bioldgica tecidual em ratos Wistar a
implantacdo de biomembranas a base de quitosana associadas ou nao a Cissus verticillata (L.).
A resposta tecidual foi analisada por meio da histomorfometria no tecido subcutaneo da regiao
dorsal dos ratos. No teste de biocompatibilidade utilizou-se membranas de quitosana sem
extrato vegetal (MQO0%), com 5% de extrato vegetal (MQ5%) e com 20% de extrato vegetal
(MQ20%) em tempos de 7, 15 e 30 dias. O estudo histopatoldgico considerou para andlise a
reacdo inflamatéria (intensidade de células polimorfonucleares, mononucleares e células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho) e o processo de reparo (tecido de granulagdo e
fibroblastos jovens). Os resultados mostraram significativo para o infiltrado inflamatodrio,
tecido de granulacdo e fibroblastos jovens. Para 7° dia o infiltrado inflamatério foi moderado
para todas as membranas, no 15° dias o tecido de granulacdo foi escasso para todas com
diminui¢do para MQ0% e MQ5% no 30° dia. MQ20% apresentou em 30 dias fibroblastos
moderado e escasso para infiltrado inflamatério e tecido de granulacdo. Assim, todas as
membranas foram consideradas biocompativeis, sem provocar alteracdes anormais no tecido.
Conclui-se que as membranas modularam a fase inflamatdria e estimularam a proliferacdo de
fibroblastos, sendo assim, podem ser aplicadas para auxiliar no processo de reparacdo tecidual.

Palavra-chave: Materiais biocompativeis. Quitosana. Fitoterapia.



ABSTRACT

Chitosan and Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis present physico-chemical and
biological properties with potential for therapeutic use in the treatment of skin wound repair.
The objective of this study was to evaluate the tissue biological response in Wistar rats to the
implantation of chitosan-based biomembranes associated or not with Cissus verticillata (L.).
The tissue response was analyzed by histomorphometry in the subcutaneous tissue of the dorsal
region of the rats. In the biocompatibility test, chitosan membranes were used without plant
extract (MQO0%), with 5% of vegetal extract (MQ5%) and with 20% of vegetal extract
(MQ20%) in times of 7, 15 and 30 days. The histopathological study considered for the analysis
the inflammatory reaction (intensity of polymorphonuclear cells, mononuclear cells and
multinucleated giant cells of the foreign body type) and the repair process (granulation tissue
and young fibroblasts). The results showed significant for inflammatory infiltrate, granulation
tissue and young fibroblasts. To the 7th day was moderate inflammatory infiltrate in all
membranes at 15 ° days the granulation tissue is scarce for all MQO0% with reduction to MQ5%
and on the 30th day. MQ20% presented moderate and scarce fibroblasts in 30 days for
inflammatory infiltrate and granulation tissue. Thus, all membranes were considered
biocompatible without causing abnormal tissue changes. It is concluded that the membranes
modulate the inflammatory phase and stimulate the proliferation of fibroblasts, and thus, they

can be applied to aid in the tissue repair process.

Keyword: Biocompatible materials. Chitosan. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Williams Dictionary of Biomaterials edi¢do atualizada, um biomaterial
pode ser definido como qualquer substancia, droga, material natural, sintético ou modificado
ndo vivo usado em um dispositivo médico, destinado a interagir com sistemas biolégicos para
avaliar, tratar, aumentar, substituir qualquer tecido, 6rgiao ou func¢do do corpo (WILLIAMS,
2012). Assim, o biomaterial deve fornecer todo ou parte de um 6rgdo deficiente e para isso
necessita-se que seja biocompativel (VERONIQUE, 2014; GHASSEMI et al., 2018).

Além da biocompatibilidade, espera-se que um biomaterial desempenhe papéis
sofisticados e duradouros nos tecidos, personalizando e otimizando a interface material-tecido,
garantindo bons resultados clinicos (HIEW; SIMAT; TEOH, 2018). Em decorréncia da unido
das ciéncias bioldgicas, médicas, fisicas e quimicas nasceu a engenharia de tecidos, ramo da
ciéncia dos biomateriais que apresenta objetivos semelhantes, que € o de fornecer ou substituir
todo ou parte de um 6rgao deficiente (VERONIQUE, 2014; HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).
Com o avango nas pesquisas, a producao e caracterizacao de alguns biomateriais se destacaram
devido as suas propriedades biol6gicas e mecanicas (SANTOS et al., 2018).

Dentre os materiais empregados encontram-se os naturais, sintéticos ou combinados,
todos com agdes bioldgicas potencialmente satisfatorias (DAWSON et al., 2008). Os materiais
polissacarideos sdo exemplos de materiais compativeis com os tecidos bioldgicos. A quitosana
€ um polissacarideo natural que apresenta propriedades fisico-quimicas e bioldgicas tnicas
quando utilizada como Sistema de liberagc@o controlada de farmaco (SLCF) e para aplicagdes
biomédicas diversas (WANG et al., 2015). As pesquisas com o uso de quitosana tém estimulado
o desenvolvimento de biomateriais mais eficientes que promovam regeneracdo do tecido
através do crescimento, fixacdo e proliferacao celular (DUTTA, 2016; ROSENDO, 2016).

A quitosana apresenta versatilidade quanto a sua aplicacdo e funcionalidade
(ROSENDO, 2016). Nas terapias com uso dos SLCF, este polimero é um dos excipientes mais
utilizados, e pesquisas realizadas ja desenvolveram biomateriais em diferentes formas como
pomada, hidrogel, microesfera, membrana e cdpsula para fins variados na medicina
(ASHAMMAKHI, 2007; DUTTA, 2016).

Em virtude das propriedades naturais da quitosana, esse polimero permite o
desenvolvimento de sistemas de transporte e melhora o tempo de permanéncia dos fairmacos
nos sistemas bioldgicos (SANTOS et al., 2018). Suas propriedades bioldgicas incluem
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, analgésica e hemostatica

sendo considerado um excelente auxiliar no processo de cicatrizacdo de ferida (XU et al., 2018).
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De acordo com Rong; Corrie e Clark (2017), a cicatrizagdo € um processo fisioldgico
complexo, multifatorial, longo e continuo. Devido a biodegradacdo lenta e continua da
quitosana, drogas sintéticas e vegetais sdo incorporadas a estes biomateriais para atuarem no
reparo tecidual, hemostasia, analgesia e dentre outras propriedades referentes a droga
(JENNINGS; BUMGARDNER, 2016). Ao longo da histéria da humanidade, as propriedades
fitoquimicas das plantas foram usadas como fontes de medicamentos para diversas doengas
(CAETANO et al., 2015).

Segundo Drobnik e Oliveira (2015), uma das plantas utilizadas na cura de abcessos,
inflamacdo e hemorragia € a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis. Essa pertence a
familia Vitaceae sendo conhecida popularmente como “insulina”. O seu desempenho como
cicatrizante em ensaios pré-clinicos em coelhos mostrou-se como potencial alternativa
terapéutica no tratamento de reparacdo de feridas cutaneas (BRAGA, 2008; MILLER et al.,
2015).

Além dos beneficios de reparacdo tecidual da quitosana, pesquisas que a utilizam
promovem um desenvolvimento ecologicamente sustentdvel. Como consequéncia do descarte
irregular dos restos de matéria organica (carapacas de crustaceos), principalmente de camardoes,
se acumulam e promove o desequilibrio do ecossistema. O reaproveitamento das carapagas
evitam a polui¢do dos mananciais hidricos, acidificacdo das 4guas e a morte de plantas e animais
(GOMEZ et al., 2016).

Com base nas evidéncias mencionadas acima, buscou-se testar as membranas de
quitosana sem e com a incorporacdo da Cissus verticillata (L.) em animais, avaliando a sua
biocompatibilidade, a fim de que a mesma possa vir a ser empregada como um SLCF, ao efeito

da droga vegetal, na cicatrizagdo tecidual.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 BIOMATERIAIS

A definicdo mais aceita de biomateriais é aquela empregada pela American National
Institute of Health, que descreve o biomaterial como qualquer substancia ou combinacao de
substancias, que ndo drogas, sintéticas ou de origem natural, que podem ser usados por qualquer
periodo de tempo, e que aumenta ou substitui parcialmente ou totalmente qualquer tecido, 6rgao
ou funcdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo
(BERGMANN; STUMPEF, 2013).

Com o progresso da tecnologia, esses materiais passaram, cada vez mais, a ser
explorados na medicina e na inddstria para diversas aplicacOes, principalmente no
desenvolvimento de sistemas de transporte controlado de farmacos (WILLIAMS, 1987;
JAYAKUMAR; PRABAHARAN; MUZZARELLI, 2011). Com o avanco tecnoldgico, a
engenharia de tecidos tornou-se amplamente importante nas pesquisas de regeneracdo de
tecido, na qual sd3o necessdrios para o sucesso a promog¢do do crescimento, fixacdo e
proliferacdo celular (DUTTA, 2016).

A engenharia de tecidos aplica os principios da biologia e engenharia para o
desenvolvimento de substitutos funcionais para o reparo dos tecidos bioldgicos
(ASHAMMAKHI, 2007). Em geral, as abordagens envolvem a combinacdo de dois
componentes principais - células para regenerar o tecido perdido e danificado e os scaffolds (ou
arcaboucos) que organizam o tecido regenerado num arcabougo tridimensional (DUTTA,
2016).

Com o avanco das pesquisas em regeneragdo tecidual, a nova geracdo de biomateriais
assemelha-se cada vez mais a Matriz extracelular (MEC) natural fornecendo um ambiente de
suporte para manter a adesao, migracdo, expansao e diferenciagdo celular dentro do corpo. Essa
geracdo de biomaterial pode ser categorizada de acordo com sua natureza como: natural,
sintético ou combinado (HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).

Os materiais naturais (Quadro 1) também podem atuar como materiais reparadores para
a regeneracdo de tecidos, como o coldgeno e a elastina, pois cont€ém construgdes semelhantes
aos tecidos de origem (GARROS et al., 2006). Os materiais a base de proteinas sdo conhecidos
por serem apropriados para aplicacdes de engenharia de tecidos uma vez que as proteinas sao
vitais e fornecem estrutura para os tecidos. Os materiais polissacarideos atuam como materiais

de suporte, ja que sdo capazes de manter a estrutura da MEC. Suas aplicacdes incluem
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diferenciacdo de células-tronco, transplante e reparo de feridas (RONG; CORRIE; CLARK,
2017; GHASSEMI et al., 2018).

Os materiais que funcionam imitando as caracteristicas reguladoras e a complexidade
dos biomateriais naturais sao definidos como sintéticos. Esses materiais podem ser a base de
polimeros, metais, ceramicas e grafenos (DAWSON et al.,, 2008; HERMAWAN;
DJUANSJAH; RAMDAN, 2011; DONG; QI, 2015). As vantagens do uso de biomateriais
sintéticos sobre os derivados de fontes naturais, incluem a alta reprodutibilidade, degradacgdo
controldvel, propriedades mecanicas e facilidade de composi¢ao controldvel dos materiais. No
entanto, materiais sintéticos apresentam muitas vezes falta de adesao celular local, auséncia de
sinalizacdo de reconhecimento celular e hidrofobicidade intrinseca, portanto, precisam ser
reestruturados para gerar sinais quimicos que permitam a cultura e adesdo celular

(ASHAMMAKHLI, 2009; HIEW; SIMAT; TEOH, 2018).

Materiais Base

Proteinas: coldgeno, fibrina e elastina

(RONG; CORRIE; CLARK, 2017).

Naturais Polissacarideos: como dcido hialurbnico,
agarose, quitosana e alginato (GHASSEMI et
al., 2018).

Polimeros: 4cido poliglicélico (PGA), acido
poli-lactico (PLLA), copolimero de &cido
polildtico-co-glicolico (PLGA), poli (e-
caprolactona) (PCL) e polietileno glicol
(PEG) (DAWSON et al., 2008).

Sintéticos Metais: aco inoxiddvel de cromo, titanio e

tantalo (DONG:; QI, 2015).

Ceramicos: vidros bioativos, fosfatos de

célcio e hidroxiapatita (DONG:; QI, 2015).

Grafenos: o6xido de grafeno, 6xido de
grafeno reduzido e nanoestruturas com base
em grafeno (HERMAWAN; DJUANSJAH;
RAMDAN, 2011).

Quadro 1: Relagado dos tipos de materiais sintéticos e naturais (Autor, 2018).
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Para contornar as deficiéncias dos biomateriais sintéticos foi realizado a combinacao
com 0s naturais. A unido desses superam a limita¢ao do uso exclusivo dos polimeros sintéticos
suportando a adesao e proliferacdo celular adequadas nos arcabougos tridimensionais (DONG;

QL 2015).

2.2 QUITINA

A quitina € o segundo polissacarideo natural mais abundante na natureza e tem origem
em carapacas de crustdceos (principalmente conchas de caranguejo e camarao) e parede celular
de fungos que consiste em tecido baseado em quitina fibrosa mineralizada (Figura 1). A maior
caracteristica deste nanocompdsito biologico € a sua organizacdo estritamente hierdrquica que
revela vérios niveis estruturais € moleculares do polissacarideo de quitina (Figura 2).
Observando a nivel molecular, a quitina apresenta de 18-25 moléculas sob a forma de cristalino
estreito e longas unidades, que sdo envolvidas por proteinas, formando nanofibrilas de cerca de
2-5 nm de didmetro e cerca de 300 nm de comprimento. O agrupamento de algumas dessas
nanofibrilas formam longas fibras de quitina-proteina de cerca de 50-300 nm de didmetro
(RAABE; SACHS; ROMANO, 2005; CROISIER; JEROME, 2013; HIEW; SIMAT; TEOH,
2018).

HO

O

Figura 1: Estrutura da quitina (CROISIER; JEROME, 2013).
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Figura 2: Organizacdo hierdrquica das cuticulas mostrando a estrutura ordenada da quitina.

Adaptada (RAABE; SACHS; ROMANO, 2005).

Apesar de suas propriedades estruturais e biolégicas compativeis, a insolubilidade da
quitina na dgua e em solventes organicos comuns ¢ desfavordvel para aplicacdes biomédicas.
Assim, vérias abordagens tém sido investigadas para aumentar a solubilidade aquosa da quitina,
que inclui desacetilagdo, carboximetilacdo e sulfatacio (DEEPA et al., 2018). Tais técnicas

condensam a molécula de quitina em quitosana.

2.3 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo natural, linear, derivado da quitina onde pode ser total
ou parcialmente desacetilada (WASUPALLI; VERMA, 2018). Uma caracteristica da quitosana
€ a presenca de grupos amino ao longo da cadeia polimérica que permite formar complexos
com moléculas anidnicas, como lipidios, DNA, proteinas e polimeros sintéticos carregados
negativamente (GEORGOPOULOQU et al., 2018).

A quitosana ¢ composto de B (1-4) glucosamina ligada e N-acetil glucosamina, cuja
relacdo determina seu grau de desacetilagdo (Figura 3). O peso molecular da quitosana varia de
30 a 1000 kDa e grau de desacetilagcdo de 50 a 95%, o qual depende principalmente de sua fonte
e o método de preparacdo (WASUPALLI; VERMA, 2018).
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Figura 3: Preparacio de quitosana pela desacetilagdo de quitina (DUTTA, 2016).

Ela pode ser prontamente preparada usando uma variedade de substancias polianidnicas
biocompativeis, como sulfato, citrato e tripolifosfato. A quitosana € solivel em meio acido
devido a protonacao do seu grupo amino livre no componente glicosamina. Sendo catidnico na
natureza, a quitosana se liga eletrostaticamente ao Glicosaminoglicano (GAG), moléculas que
estdo predominantemente ligadas a muitas citocinas e fatores de crescimento presentes em
nosso corpo (DUTTA, 2016; GEORGOPOULOU et al., 2018; WASUPALLI; VERMA, 2018).

Essa molécula polimérica apresenta vdarias propriedades biolégicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, ndo toxicidade, ndo
imunogénicidade, analgésia e hemostdsia, atuando no reparo tecidual (ROSENDO, 2016).
Além disso, a quitosana aliada a materiais naturais poliméricos e bioceramicas pode ser aplicada
para a regeneracdo do tecido 6sseo (MEDEIROS et al., 2016). Portanto, a quitosana é um
material ideal para curativos de feridas, SLCF e scaffolds na engenharia de tecidos, agindo no
processo de regeneracdo (CROISIER; JEROME, 2013; WASUPALLI; VERMA, 2018).

A quitosana é um dos materiais mais usados como biomaterial em pele e sua aplicacio
¢ aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA). Esta promove a infiltracdo de células
polimorfonucleares e estimula fortemente a proliferacdo de fibroblastos da pele humana,
portanto, auxilia o processo de cicatrizacdo de feridas (GEORGOPOULOU et al., 2018).

Devido a sua estrutura, ela € usada para liberacdo de biofarmacos e também de moléculas
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bioativas, como por exemplo FGF (Fator bésico de crescimento de fibroblastos) e o EGF (Fator
de crescimento epidérmico humano) (MOMENI et al., 2018). Outra a¢do da quitosana € sobre
as plaquetas promovendo a liberacao do fator de crescimento derivado de plaquetas AB e fator
de transformacdo do crescimento B1, que desempenham papel importante na cicatrizagdo
(DUTTA, 2016).

Essas caracteristicas da quitosana estimulam pesquisas no desenvolvimento de sistemas
de liberacdo para uma ampla gama de agentes bioldgicos (DEEPA et al., 2018). Suas
propriedades mucoadesivas naturais permitem o desenvolvimento de sistemas de transporte de
farmacos bioadesivos que podem se ligar a mucosa intestinal e, assim, melhorar o tempo de
permanéncia de farmacos no limen intestinal e, consequentemente, sua biodisponibilidade
(MUKHOPADHYAY et al., 2012; SANTOS et al., 2018). Dentre as formas de apresentacao

da quitosana, cabe destacar as biomembranas.

2.4 BIOMEMBRANAS DE QUITOSANA

Em consequéncia do crescente nimero de estudos com a quitosana, observou-se varias
aplicacdes do biomaterial, incluindo para o tratamento de 4gua, como membranas, hidrogéis,
adesivos, antioxidantes, biosensores, embalagens de alimentos e entrega de medicamentos
(JAYAKUMAR; PRABAHARAN; MUZZARELLI, 2011; DEEPA et al, 2018;
WASUPALLI; VERMA, 2018).

A depender do objetivo proposto para a membrana de quitosana, o seu processo de
preparo pode apresentar variadas fases. Para promocdo da cicatrizacdo tecidual, as
caracteristicas mais desejdveis para a membrana de quitosana incluem: adequada resisténcia
mecanica, permeabilidade aquosa, forma plana e degradacdo suave e lenta in vivo
(WASUPALLI; VERMA, 2018). Os objetivos biologicos a serem almejados sdo aumento de
fibroblastos, produgdo de coldgeno e promog¢ao do crescimento de células epiteliais, além da
inibicdlo da contaminacdo bacteriana (JENNINGS; BUMGARDNER, 2016). Outras
substancias que despertam interesse na ciéncia e que promovam agdes bioldgicas semelhantes

sdo as plantas medicinais.

2.5 CISSUS VERTICILLATA (L.) NICOLSON & C.E. JARVIS

A planta Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis € uma trepadeira tropical

descrita desde 1749 por Linnae (BRAGA, 2008; DROBNIK; OLIVEIRA, 2015). O género
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Cissus é o maior da familia Vitaceae, sendo constituido de cerca de 350 a 400 espécies de
trepadeiras, com uma distribui¢ao pantropical (BRAGA, 2008). Ao longo dos anos, ela recebeu
varios nomes, incluindo: C. cordifolia L., Viscum verticillatum L. e Vitis sicyoides (L.). Na
literatura, a planta é conhecida também como Cissus sicyoides e popularmente é chamada de
“insulina” (DROBNIK; OLIVEIRA, 2015).

A Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis é muito estudada anatomicamente e
quimicamente. Dos compds Q1tos fitoquimicos mais encontrados na planta, principalmente nas
folhas, estdo os fendlicos (especialmente taninos), esterdides, triterpenos, aminodcidos,
compostos graxos, flavondides (mais especificamente, kaempferol, luteolina e luteolina-3'-
sulfato), 6leos essenciais e polissacarideos (mucilagem). O composto fendlico e os dleos
essenciais determinam o uso medicamentoso contra varias doencas, por exemplo, inflamacao
generalizada e hemorragia, além de ter acdo antiepiléptica, anti-hipertensiva, antipirética e
antirreumatica e acao hipoglicemiante (OLIVEIRA et al., 2012; DROBNIK; OLIVEIRA, 2015;
ROSENDO, 2016).

2.6 FERIDAS CUTANEAS

Alternativas terap€uticas sdo procuradas para o tratamento de vérias doengas de pele,
especialmente para auxiliar no processo de cicatrizacdo de feridas. A cicatrizacdo dessas lesoes
ocorrem pela reconstrucao do sitio, a fim de restaurar sua integridade e fungao (MACHADO et
al., 2018).

A cicatrizag@o constitui um conjunto dindmico de alteracdes teciduais na manutencao
da integridade do organismo, onde envolve inflamacdo, quimiotaxia, proliferacdo,
diferenciagdo e remodelacao celular (GARROS et al., 2006; YOU; HAN, 2014).

A pele quando integra é composta de trés camadas: a camada mais externa € a epiderme,
a camada média € a derme e abaixo da derme estd a camada de gordura subcutanea (MESCHER,
2016). Sabe-se que o processo de cicatrizacdo de feridas na pele ocorre apds o reparo de uma
lesdo. Em feridas de espessura superficial ou parcial, onde o dano € limitado a epiderme, apenas
a epiderme precisa ser regenerada, resultando em cicatrizagdo rdpida e minima formacgao de
cicatriz (OJEH et al., 2015). Entretanto, em feridas graves que penetram mais profundamente
na camada dérmica média com avulsdo da pele ou exposi¢c@o da subcutanea, complicagdes como
a infeccdo podem se desenvolver e a cicatrizacdo pode se prolongar por mais tempo (OJEH et

al., 2015; MACHADO et al., 2018).
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Segundo You e Han (2014), em condi¢des normais, as feridas cicatrizam de acordo com
um processo sequencial especifico: 1) hemostasia, 2) inflamacdo, 3) proliferacdo e 4)
remodelagdo. Tal processo inclui: coagulacdo, inflamacdo, formacao tecidual, angiogénese,
formagdo de fibroblastos e coldgeno, reepitelizacdo e remodelagem tecidual (CAETANO,
2015; MESCHER, 2016).

ApO6s a lesdo na pele, um conjunto de eventos bioquimicos complexos ocorre em uma
cascata orquestrada para reparar o dano. A duracdo do reparo pode variar entre individuos,
dependendo de fatores locais (hipéxia tecidual, isquemia, corpos estranhos, maceracdo de
tecidos e exsudatos), infecc¢do, interrupcdo da regulacdo do processo inflamatério, fatores
sist€émicos (diabetes, obesidade e doengas vasculares), gravidade da ferida e comprometimento
do estado nutricional ou imunoldgico do individuo (YOU; HAN, 2014; OJEH et al., 2015;
MACHADO et al., 2018). Existe diferentes formas de avaliar a reparacdo tecidual da pele

dentre estas pode-se destacar os ensaios in vivo com uso de animais.

2.7 ENSAIOS DE BIOCOMPATIBILIDADE EM ANIMAIS

Os ensaios com animais desempenham um papel vital na pesquisa visando melhorar a
saude humana. Nesse tipo de pesquisa, € imprescindivel considerar a ética e todas as regras que
envolvem experimentos em animais. Esses estudos oferecem uma ampla gama de
possibilidades para examinar a toxicidade das drogas, do biomaterial, estudar a patologia, e
explorar os possiveis potenciais terapéuticos do fdrmaco, evitando tais ensaios em seres
humanos (HOOIIMANS et al., 2014; PARETSIS et al., 2017).

Para simular condi¢cdes semelhantes aos seres humanos, os animais de laboratério
devem ser criados e produzidos sob condi¢des ideais € mantidos em um ambiente controlado
com monitoracdo regular (ANDRADE; PINTO; DE OLIVEIRA, 2006). Os roedores sdo os
mais utilizados, pois atendem as caracteristicas, como: facilidade de manuseio, fécil
domesticacao, adaptacdo a ambientes variados e sociabilidade (UNDERWOOD et al., 2013).

Para experimentos em roedores hd diversificados protocolos de manuseio, anestesia,
técnicas cirurgicas, pds-operatério, medicacdo, alimentacdo e eutandsia. Esses protocolos
detalham regides anatOmicas, instrumentos laboratoriais e cirdrgicos, concentracdes de
farmacos e periodos especificos para os variados testes experimentais em ratos (NEVES et al.,
2013). A linhagem de ratos Wistar € uma das mais utilizadas em pesquisas de laboratorio e seu
uso deve-se ao fato das iniimeras pesquisas ja realizadas o tornarem conhecido e o consagrado

para pesquisas (ANDERSEN et al., 2004; HOOIJMANS et al., 2014; PARETSIS et al., 2017).
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Os ratos Wistar sdo caracterizados pelas orelhas alongadas, cabeca grande e
comprimento da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A gestacdo dura em média
21 dias e o desmame ocorre entre 17 € 19 dias de idade. Sdo considerados animais doceis, de

facil manipulagio e tém boa capacidade de aprendizado (RESOLUCAO NORMATIVA, 2013).
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RESUMO

As pesquisas sobre os biomateriais sdo um dos promissores campos de estudo na drea
biomédica, com destaque para quitosana. O objetivo deste estudo foi avaliar a
biocompatibilidade em ratos Wistar a implantagao de membranas a base de quitosana associada
ou ndo ao extrato vegetal da planta Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis. Utilizou-se
membranas de quitosana sem extrato vegetal (MQ0%), com 5% de extrato vegetal (MQ5%) e
com 20% de extrato vegetal (MQ20%) em tempos de 7, 15 e 30 dias. Os resultados mostraram
moderado infiltrado inflamatério no dia 7 para todas membranas, no dia 15 escasso tecido de
granulacdo, no dia 30 os fibroblastos foram escassos e tecido de granulagdo moderado para
MQ0% e MQ5% com fibroblastos moderado e tecido de granulacdo escasso para MQ20%.
Conclui-se que todas as membranas sdo biocompativeis € modularam a fase inflamatdria e

estimularam a proliferacdo de fibroblastos.

Keywords: Materiais biocompativeis. Quitosana. Fitoterapia.
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1. INTRODUCAO

De acordo com Williams Dictionary of Biomaterials, qualquer substincia, droga, material
natural, sintético ou modificado ndo vivo usado em um dispositivo médico, destinado a interagir
com sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumentar, substituir qualquer tecido, 6rgdao ou
funcdo do corpo € definido como biomaterial'. Assim, o biomaterial deve fornecer todo ou parte
de um 6rgdo deficiente e para isso necessita-se que o mesmo seja biocompativel?>.

Dentre os biomateriais empregados encontram-se os naturais, sintéticos ou combinados,
todos com acdes biolégicas potencialmente satisfatérias*. Os materiais polissacarideos sdo
exemplos de matarias biocompativeis com os tecidos biolégicos. A quitosana € um
polissacarideo natural que apresenta propriedades fisico-quimicas e bioldgicas unicas quando
utilizada como sistema de liberacdo controlada de farmaco (SLCF) e para outras aplicacdes
biomédicas’. As pesquisas com o uso de quitosana tém estimulado o desenvolvimento de
biomateriais mais eficientes que promovam regeneracdo do tecido através do crescimento,
fixacdo e proliferacdo celular™S. A quitosana apresenta versatilidade quanto 2 sua aplicagio e
funcionalidade’. Nas terapias com uso dos SLCF, esse polimero é um dos excipientes mais
utilizados, e pesquisas realizadas j4 desenvolveram biomateriais em diferentes formas como
pomada, hidrogel, microesfera, membrana e cdpsula para fins variados na medicina®”*,

Suas propriedades biologicas incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade
antimicrobiana, analgésico e hemostatico sendo considerado um excelente auxiliador no
processo de cicatriza¢do de feridas® '°. Devido & biodegradacdo lenta e continua da quitosana,
drogas sintéticas e vegetais sdo incorporadas aos biomateriais de quitosana para atuarem no

reparo tecidual'!

. Ao longo da histéria da humanidade, a fitoterapia foi e € usada como fonte
de medicamento para diversas doencas, incluindo a reparacio tecidual'?.

Segundo Drobnik e Oliveira'®, uma das plantas utilizadas na cura de abcessos,
inflamacdes e hemorragias é a planta Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis,
pertencente a familia Vitaceae. O seu desempenho na cicatrizagdo em ensaio pré-clinico em
coelhos mostrou-se como potencial alternativa terapéutica no tratamento de reparacdo de
feridas cutaneas'* '°.

Com base nas evidéncias mencionadas, buscou-se testar membranas de quitosana sem e
com a incorporagdo da Cissus verticillata (L.) em animais, avaliando a sua biocompatibilidade,

a fim de que a mesma possa vir a ser empregada como um SLCF, na cicatrizacao tecidual.
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1. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA, do Centro de
Satde e Tecnologia Rural - CSTR/UFCG, Patos - Paraiba, sob o nimero de nimero n°® 068 -
2017 (Anexo A). Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar, machos, adultos, peso
médio 250g provenientes do curso de nutricdo da UFCG, Cuité. Os animais foram distribuidos
em grupos: 15 ratos do grupo controle (GC), 15 ratos do grupo com membranas de quitosana
sem extrato vegetal (MQO0%), 15 ratos do grupo com 5% de extrato vegetal (MQ5%) e 15 ratos
do grupo com 20% de extrato vegetal (MQ20%) em tempos de 7, 15 e 30 dias. Foram
acomodados no gabinete para biotério INSIGHT® em local climatizado, temperatura de
23+1°C, umidade de 41% no LBio (Laboratério de Bioensaios em Materiais) da UFCG. Os
animais foram mantidos com dgua e ragdo ad libitum e ciclos alternados de luminosidade a cada
12 horas.

As membranas de Quitosana/Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis foram produzidas
seguindo a metodologia utilizada por Rosendo (2016) (Figura 5). Este foi produzido e
caracterizada no CERTBIO (Laboratério de Avaliagao e Desenvolvimento de Biomateriais) na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e registrado no SisGen (Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), sendo a
quitosana registrada sob protocolo AEBD12D e a planta sob protocolo A18AA04.

Todas as biomembranas foram produzidas utilizando quitosana de médio peso molecular

com grau de desacetilacdo alcalina de 90%, associadas ao extrato alcéolico da planta Cissus

verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis.

Figura 4: Visdo Macroscopica das membranas. Visao Superior da MQ0% (A). Visdao Superior
da MQ20% (B). A medida em que a droga vegetal foi incorporada em diferentes concentracdes,

as membranas tornaram-se esverdeadas, assumindo a coloracdo da droga vegetal. Adaptada
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(Rosendo, 2016). Membranas area de 1,00cm? para implantacdo nos ratos, C1:MQ0%, C2:
MQ5% e C3: MQ20% (C). Autor 2018.

Os ratos foram da anestesiados por injecdo intraperitoneal da mistura de cloridrato de
cetamina (Ketamin®) (100mg / kg), cloridrato de xilazina (Calmiun®) (10mg / kg) e cloreto de
sodio a 0,9%. Em seguida foi realizada a assepsia com clorexidina 0,2% e tricotomia da regido
do dorso direito do rato, sob o musculo dorsal direito. Os animais receberam anestesia local por
infiltracao anestésica subcutanea com cloridrato de lidocaina a 2% e noradrenalina a 1:50.000
(Lidostesim 2%, Probem®), para obter hemostasia e analgesia adicional durante a cirurgia, além
de controle da dor imediatamente no pds-operatério. Uma incisdo de aproximadamente 15 mm
de comprimento foi realizada na pele e fascia muscular com 1amina de bisturi nimero 15 na
regido do dorso direito e realizada divulsao dos tecidos. Cada loja cirurgica foi preenchida com
o biomaterial com 4rea de 1,00cm?. Realizou-se a sintese da ferida dorsal com pontos simples
mono nylon 5-0. Apds tal processo, os ratos foram medicados com analgésico Dipirona Sédica
500mg/mL, duas gotas. Foram realizados os mesmos procedimentos para os grupos MQ0%,
MQ5% e MQ20% com excec¢do do GC na qual ndo foi realizada a implantacdo de nenhuma
membrana.

Ao final do 7°, 15° e 30° dia, os animais foram eutanasiados com solucdo de cloridrato
de cetamina (Ketamin®) (100mg / kg) e cloridrato de xilazina (Calmiun®) (10mg / kg), via
intraperitoneal, seguindo o protocolo de eutanésia da Universidade do Oeste de Santa Catarina
(Anexo B). Depois foi realizada a técnica de deslocamento cervical de acordo com o AVMA
Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition'®. A comprovacio da eutandsia ocorreu
pela auséncia de reflexo palpebral, de movimentos tordcicos e de batimentos cardiacos durante
trés minutos. Posteriormente foi realizada a remog¢do em bloco das amostras do tecido cicatricial
com uma margem de seguranga de 5 mm a partir das bordas da area de cicatrizagdo (uma area
de aproximadamente de 2cm?). As bidpsias destinadas a histologia foram fixadas em solucao
tamponada de formol a 10% (pH 7.4), por 7 dias. Apds esse periodo, encaminhou-se os
espécimes para clivagem e confeccdo das laminas histolégicas utilizando a coloragdo
Hematoxilina & Eosina.

As laminas foram confeccionadas no laboratério de Patologia do Departamento de
Patologia do curso de Veterindria da UFCG, campus Patos-PB. Elas foram fotodocumentadas
ao microscopio Axio Scope.Al acoplada a camera digital Axio Cam MRc5, controlada pelo
programa Zen. 3. 2012. 4. para andlise da reacdo inflamatoria e processo de reparo, foco de
necrose, edema, células gigantes multinucleadas e hemorragia. Avaliou-se os escores onde

classificou-se em ausente (5), escasso (10), moderado (15) e intenso (20).
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Considerando-se a mediana dos grupos, foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para
avaliar os escores dos seguintes eventos: grau de inflamacdo, edema, necrose, fibroblastos
jovens, células gigantes, tecido de granulacdo, colageno e hemorragia. O teste de qui-quadrado
foi empregado para avaliar todas as varidveis, comparando as propor¢des entre os GC, MQ0%,
MQ5% e MQ20% para os tempos de 7, 15 e 30 dias. Ambos os testes com nivel de significancia

de 5%. O software SPSS 23 foi aplicado para realizacdo dos graficos e dos testes estatisticos.

3. RESULTADOS

3.1 ANALISE MACROSCOPICA — EXAME CLINICO

Ap06s 7, 15 e 30 dias observou-se uma evolucdo satisfatdria da ferida cirdrgica, sem sinais
de infecc@o bacteriana, edema e secrecdo purulenta em todos os grupos. Com 30 dias a
cicatrizacdo foi observada e as membranas ndo se apresentaram volumosas, nem provocaram

qualquer outra alteracdo visivel no local em que foram implantas, semelhante ao observado no

GC.

3.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Para andlise considerou-se a reacdo inflamatdria (intensidade de células
polimorfonucleares, mononucleares e células gigantes multinucleadas das do tipo corpo
estranho) e processo de reparo (tecido de granulagdo e fibroblastos jovens). Outros fendmenos
foram analisados, no entanto, ndo apresentaram resultados significativos: edema, necrose,
coldgeno e hemorragia.

A reacdo inflamatéria e o processo de reparacdo nas feridas cirdrgicas de todos os trés

grupos experimentais, empregou-se a coloragao com hematoxilina e eosina (Tabela 1).

Tempo
7 dias 15 dias 30 dias
Grupo valor-p Grupo valor-p Grupo valor-p
MQO0% (15 MQ 0% (10 MQ 0% (10
Infiltrado GC (10) . Ge (10) (MROEAD) QU%(0)
Inflamatério MQ 5% (15) | 0034 MQ 5% (10) | 9055 | GC (5) | MQ5% (10) | ©0-060
MQ20% (15) MQ20% (15) MQ20% (10)
GCO) | MQo% 5) GCO) | MQo% (10) GCO) | M o% (15)
Tecido de
Granulacio MQ 5% (5) | 0773 MQ 5% (10) | 0.033 MQ 5% (15) | 0.020
MQ 20% (5) MQ20% (10) MQ20% (10)
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GCO) | MQow a5) GCG) | MQo% 5) CGO) | M o% (10)
Fibroblasto Jovem MQ 5% (10) 0.080 MQ 5% (15) 0.020 MQ 5% (10) 0.002
MQ20% (15) MQ20% (10) MQ20% (15)
avaliar os escores onde classificou-se em

Tabela 1:utilizado o teste de Kruskal Wallis para
ausente (5); escasso (10); moderado (15); intenso (20). Para as varidveis foi aplicado o teste de

qui-quadrado com nivel de significancia de 5%.
3.2.1 Infiltrado Inflamatdrio
No sétimo dia, as andlises de todas as amostras revelaram significativamente um aumento

da celularidade nos grupos MQ0%, MQ5% e MQ20% em comparacdo com o grupo controle

Inflammatory infiltrate - 7 days

(Grafico 1).

20 1

10 1

T
CM 20%

T T T
CONTROL CM 0% CM 5%

Grafico 1: Infiltrado Inflamatério na primeira semana. A MQO% apresentou diferenca

significativa com o controle (p=0.039).
Para o tempo de 15 dias, os grupos MQ0% e MQS5% apresentaram redugdo do infiltrado
inflamatério com presenga de células mononucleares de tecido conjuntivo fibroso, macréfagos

e linfécitos, com excecao da MQ20% (p=0.055) que apresentou infiltrado inflamatério misto.
No 30° dia, para os grupos MQ0% e MQ5% observaram-se uma diminui¢ao do infiltrado

inflamatorio (p=0.060), com escassez de macrofagos, mesmo assim, a MQ20% apresentou-se

com moderado infiltrado inflamatério de células mononucleares.
O grupo controle apresentou infiltrado inflamatério ausente com tecido conjuntivo

maduro e organizado (Figura 6).
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Control CM 20% CM 5% CM 0%

7 days

15 days

30 days

| 2 B 3 i R A [)'/

Figufa 5:. FiBroblastos jovens e macréfag;); com ‘hemossiderose (A). Infiltrado inflamatdrio
moderado (B), (C) e (D). Presenca de fibroblasto jovens e vasos sanguineos (E). Infiltrado
inflamatério moderado e tecido de granulacdo escasso (F). Escasso infiltrado inflamatério e
tecido de granulacdo neovascularizado (G) e (H). Presenga de fibroblastos maduros e vasos
sanguineos (I). Escasso tecido de granulacdo e moderada proliferagdao de fibroblastos jovens
(J). Menor infiltrado inflamatério, vasos sanguineos, tecido de granulacdo e fibroblastos misto

(K) e (L). *Membrana presente na lamina histoldgica. Objetiva de 40x.

3.2.2 Tecido de Granulagao

Observou-se um pronunciado tecido de granula¢io neovascularizado a partir do 15° dia em
todos os grupos, principalmente proximo a ferida. Assim, foi constatado ausente para todas as
membranas no 7° dia (p=0.773) e moderado no 15° dia (p=0.033). O tecido de granulacdo foi
moderado para MQ0% e MQ5% e escasso par MQ20% no periodo de 30 dias (p=.0.020), com

exce¢do do grupo controle que foi ausente (Grafico 2).
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Granulation tissue - 30 days
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Griéfico 2: Tecido de granulagdo em um més. Observa-se que houve diferenga significativa

entre o grupo controle e 0 MQ5% (p=0.017).

3.2.3 Fibroblastos
Foi constatada escassez de fibroblastos jovens no 7° dia para MQ5% (p=0.080) e
moderado para MQO0% e MQ20%. A fibroplasia no 15° dia para todos os grupos mostrou-se

mais estimulada com alto grau de diferenciacdo (p=0.020) (Gréfico 3).

Fibroblast young - 15 days

204

] D

10

T T T T
CONTROL CM 0% CM 5% CM 20%

Grafico 3: Fibroblastos jovens na segunda semana. Observa-se que a MQ5% apresentou

diferenca significativa com o controle (p=0.014).

No 30° dia, os fibroblastos jovens foram escassos para MQ0% e MQ5% em comparagdo
com o grupo controle. Para a MQ20%, o estimulo aumentou, apresentando fibroblastos bem

organizados no tecido recém-formado, dispostos paralelamente, diferente do grupo controle.
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4. DISCUSSAO

Apesar dos vdrios relatos na literatura acerca das importantes propriedades bioldgicas da
quitosana e da planta Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis utilizados de forma isolada,
ndo ha citacdo sobre a acdo conjunta do complexo polieletrolitico de Quitosana/Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis a biocompatibilidade em modelos in vivo”'.

O processo de reparacao tecidual € dividido em fases com limites ndo distintos, mas com
cronologia definida: hemostasia; fase inflamatéria; formagdo do tecido de granulagdo com
deposicio de matriz extracelular (coldgeno, elastina e fibras reticulares) e remodelacio!” 8. O
fechamento da ferida envolve uma interagdao orquestrada e complexa de diferentes tipos de
células, principalmente neutréfilos, leucécitos, macréfagos, fibroblastos e queratinécitos!®: 20,
Os resultados observados neste estudo demonstram que, a reacdo inflamatoria em relagdo

ao grupo controle foi moderado, nos grupos MQO0%, MQ5% e MQ20% (dia 7), corroborando

1.12 1'21

com os estudos de Caetano et al.'”~ e Wang et al.”’, que testaram uma membrana de
quitosana/alginato em ratos Wistar para avaliacdo da cicatrizacdo de feridas cutaneas, no tempo
de 7 dias. Comparando as membranas entre si, a MQO% apresentou uma diferenca significativa
em relacdo ao controle, presumindo que a quitosana estimulou o processo inflamatério e o
complexo quitosana / extrato vegetal controlaram os mediadores da inflamacdo. Quanto a
MQ5% e MQ20%, ambas estimularam um menor infiltrado inflamatério em relagdo a MQO0%,
no entanto, a MQS5% foi a unica que apresentou amostras semelhante ao controle para o mesmo
evento.

Como a quitosana é capaz de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas através da
ativacdo de macrofagos, aumento do nimero de fibroblastos e pela diferenciacio celular, em
conjunto com a reagdo inflamatdria inata, tal complexo por fim promove uma exarcebagdo da
resposta celular'” 2> 23 2 Qutro motivo para o aumento de macréfagos e células em
diferenciagdo no tecido adjacente a membrana pode ser devido a interacdo da por¢do catidnica
da quitosana e a por¢ao hidrofébica do extrato vegetal com a membrana celular dos fibroblastos
e a matriz extracelular do tecido conjuntivo de carga anidnica®: 26,

Em sua despolarizagdo a quitosana libera, a partir da hidrélise, oligdmeros de N-acetil-3-
D-glicosamina, que entram na via metabdlica sendo incorporados as glicoproteinas, sendo estas
responsaveis pela rdpida proliferaciio de fibroblastos e deposiciio ordenada de coldgeno®? 2+,
Os oligdmeros estimulam e modulam a sintese do 4cido hialurdnico natural que desempenha
papel na morfogénese e inflamagdo, promovendo maior motilidade celular, adesdo e

proliferacio®® 2!,
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Os neutroéfilos sdo responsdveis por iniciar € modificar o processo inflamatério agudo,

. . . . . 29
por fagocitar e eliminar microrganismos~. Os resultados do presente estudo mostraram um
moderado infiltrado inflamatério, com predominio de neutréfilos, no inicio do processo de

1.12, 0 aumento do infiltrado inflamatério

reparagao tecidual (dia 7). De acordo com Caetano et a
observado em seu estudo foi possivelmente devido aos linfécitos CD41, e a redugdo extrema
de células CD8I1 e células CD11bl, sugerindo que sua presenca é importante como regulador
do complexo processo de cicatrizacio de feridas™.

Na avaliacdo entre o 7° e o 15° dias de pds-operatdrio, observou-se uma redugio
significativa de infiltrado inflamatério seguido pela diminuicdo de neutréfilos nos grupos
MQO0% e MQ5%, podendo indicar que a membrana de Quitosana/C. verticillata (L.) melhora a
regulacdo e o estimulo inflamatério em comparacdo ao grupo controle. Assim, sugere-se que
essa diminui¢do ocorreu devido ao recrutamento de macréfagos, célula fundamental no
desempenho do processo de cicatrizacdo, pois continua a acao dos neutréfilos, atuando como
célula reguladora, como fator de crescimento e liberador de vdrios tipos de metaloproteinases>”
31

No estudo de Xu et al.’, onde empregou-se uma membrana de carboximetilquitosana em
coelhos para avaliar a biocompatibilidade do material, observou-se uma diminui¢do
significativa na reacdo inflamatéria as membranas apds o 15° dia, resultados semelhantes aos
deste trabalho. Braga'* verificou que o extrato vegetal de C. verticillata (L.) apresentou grandes
concentracdoes de compostos fendlicos, flavondides e rutina, responsdveis por uma maior
atividade antioxidante, anti-inflamatdria e angiogénese'® 7. Assim, tanto a quitosana quanto os
metabolitos secunddrios atuam na diminui¢@o do processo inflamatério.

A formacgdo de vasos sanguineos € uma fase importante para cicatrizacdo adequada,
proporcionando maior oxigenag¢do do tecido, chegada de nutrientes e desenvolvimento e
crescimento celular’?. Os resultados apresentados neste trabalho, ndo identificaram a presenca
significativa de vasos sanguineos nos primeiros dias da reparacdo da ferida cirdrgica em

comparagio com os tempos de 15 e 30 dias. Segundo Kim et al.**

, em seus estudos empregando
modelos in vitro, observou-se uma inibicdo da angiogénese relacionada a presenca de
compostos flavondides, também conhecidos como inibidores de angiogénese derivados de
fontes naturais**. Além disso, outros compostos quimicos, com acdo antiangiogénica, foram
descritos em extratos de C. verticillata (L.), como por exemplo, o B-sitosterol, o resveratrol e a
quercetina®> 3°,

Entretanto, uma pesquisa realizada por Ren et al.’’ demonstrou que a atividade dos

flavonéides promove uma migracao celular desorganizada, semelhante ao tecido de granulagao,
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tardiamente no processo de cicatrizagdo. Tais dados corroboram com os observados nas
condi¢des estabelecidas neste trabalho, em que se presenciou um aumento do tecido de
granulagdo no 15° dia para os grupos MQ5% e MQ20%. No 30° dia, MQ5% induziu um maior
tecido de granulagdo por mais tempo, diferente do MQ20% que induziu uma quantidade menor.

Ap0s a fase de neovascularizagdo, o tecido de granulacao constituido principalmente por
fibroblastos e seus produtos é formado 2*% 3. Os resultados apresentados na pesquisa no 7°dia
mostraram que os fibroblastos jovens no grupo MQ5% foi escasso e moderado para MQ0% e
MQ20%. Os resultados da primeira semana para MQO0% podem ser em consequéncia da alta
concentracdo da quitosana que ativa plaquetas na fase inflamatéria, as quais aumentam a
formacdo de tecido de granulacdo, incluindo fibroblastos, e a angiogénese pela proliferacdo de
células mesenquimais e endoteliais'* 2> 26 37- 40 Ainda é incompreensivel a relacio da maior
concentragdo da C. verticillata (L.) da MQ20% e o aumento dos fibroblastos, pressupondo-se
que a droga exacerba a proliferacdao. Deduz-se também que as concentracdes do extrato vegetal
e da quitosana nesta membrana MQ5% podem anular os efeitos indutores de fibroblastos,
possivel explicacdo para escassez dessas células em comparagdo com as outras membranas no
mesmo periodo.

No 15° dia, os grupos MQ0%, MQ5% e MQ20% mostraram-se mais estimulados quanto
aos fibroblastos jovens com alto grau de diferenciacdo. Estudos mostram que a ativagao de
células polimorfonucleares, migracao de células gigantes, producdo de citocinas, ativacdo de
fibroblastos e estimulagdo da sintese de coldgeno tipo IV sdo algumas atividades bioquimicas

dos materiais 4 base de quitina no campo da cicatrizacdo tecidual*?

. Além disso, a quitosana
pode estimular a liberacdo de IL-8 por fibroblastos na fibroplasia, como tal, migracido e
proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais ***. MQ0% e MQ20% estimularam pouco a
proliferacdo de fibroblastos, diferente da MQ5% (dia 15). Para esta situagao (MQ5%), conclui-
se que o aumento da concentracdo do extrato da planta ndo é diretamente proporcional ao
aumento do ndmero de fibroblastos jovens, nesse periodo.

No presente trabalho, foi observado que os fibroblastos (dia 30) foram escassos para
MQ0% e MQ5% apresentando-se mais maduros e organizados no tecido recém-formado,
dispostos paralelamente. Para a MQ20%, no mesmo periodo, o estimulo aumentou e relatou-se
a presenca de fibroblastos mistos e Matriz Extracelular (MEC) em formacao.

Em outros estudos, onde foi analisado o efeito citotéxico da quitosana com pesos
moleculares diferentes (120 kDa e 5 kDa) e mesmo grau de desacetilacio (>90%) em

queratindcitos humanos, os resultados demonstraram-se negativos na proliferacdo in vitro

dessas células, além de induzirem a liberacdo de citocinas inflamatdrias e participarem
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diretamente e indiretamente de vias de sinalizacdo de algumas Caspases**. Entretanto, de acordo

com o estudo de Howling et al.¥

, utilizando quitosana de baixo, médio e alto peso molecular e
diferentes graus de desacetilacdo (37% < 89%), observou-se que a quitosana de baixo e médio
peso molecular e altamente desacetilada foram mais ativas que aquelas com menor grau de
desacetilacdo e alto peso molecular na modulagcdo da mitogénese de células da pele humana.

Ueno* e colaboradores avaliaram o efeito de membrana de quitosana/fibra de algodio
com grau de desacetilagdo (18%) na aceleracdo da granulacdo em feridas experimentais abertas
na pele em beagles para a fase inicial de cicatrizacao de feridas. Relatou-se que, na primeira
semana, as feridas tratadas com quitosana mostraram infiltrado inflamatério grave com células
polimorfonucleares (PMN) em comparado com o do grupo controle, acentuando-se a medida
em que o tratamento com quitosana continuava. Os resultados mostram que a quitosana avaliada
pode acelerar a infiltragdo de células PMN no estdgio inicial da cicatrizagdo de feridas.
Diferente dos nossos resultados, que utilizaram para todas membranas de quitosana de médio
peso molecular e grau de desacetilagdo alcalina de 90%, ndo foi observado uma intensa e
progressiva proliferacdo de células PMN em nenhuma das amostras.

Um estudo andlogo, preparou uma membrana de quitosana e testou sua eficacia como
biomaterial para cobertura da ferida cutanea em ratos. Em seus resultados, observa-se que a
membrana apresenta uma rdpida hemostasia e cicatrizacdo em uma semana. O exame
histolégico revelou altas taxas de epitelizacdo e deposicdo de coldgeno na derme*’. Tais
conclusdes se assemelham as deste estudo, revelando ferida cirdrgica totalmente fechada em
sete dias, taxas de coldgeno semelhantes ao do controle, auséncia de edema e necrose para todos
os grupos MQO0%, MQ5% e MQ20%, em todos os tempos.

De acordo com os estudos analisados, percebeu-se que a quitosana e o extrato vegetal
desempenharam em algum ponto do processo de reparagdo tecidual a estimulacio ou inibicdo
de atividades bioldgicas. Assim, apOs os testes desta pesquisa, observou-se que as MQO0%,
MQ5% e MQ20% apresentaram-se biocompativeis. Em destaque a MQ20% que apresentou a
ativacdo das fases de formacdo do tecido de granulacdo antecipado em relacdo as outras
membranas até o dia 15 e, no dia 30, seu estimulo foi menor em relacdo as outras. Os
fibroblastos foram estimulados prematuramente e de forma continua além de ser consideravel

a presenca da angiogénese, que foi decrescendo até o 30° dia.
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5. CONCLUSAO

As modificacdes quimicas e fisicas da quitosana influenciam sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, mas ndo se sabe até que ponto. Baseado nestes resultados foi possivel
concluir que MQO0%, MQ5% e MQ20% sao biocompativeis.

Os resultados mostraram que a membrana de Quitosana/ C. verticillata (L.) modulou a
fase inflamatdria, estimulou a proliferagdo de fibroblastos e melhorou a qualidade do tecido
cicatricial. Portanto, as membranas Quitosana/ C. verticillata (L.) sao biomateriais promissores

para uso em aplicacOes de reparagdo tecidual.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

O uso de biomateriais como alternativa terapéutica no tratamento de distirbios
fisiolégicos e teciduais s@o opgdes vidveis disponiveis para aplicagdes biomédicas. Os materiais
a base de quitosana sdo estudados hd mais de sete décadas e sdo comprovadamente vidveis no
tratamento de doencas inflamatorias. Pesquisas com testes in vivo sdo fundamentais para definir
a viabilidade de um novo material. O teste de biocompatibilidade em animais permite o
continuo estudo do biomaterial para que sejam realizados posteriormente testes clinicos.

As membranas de Quitosana/ C. verticillata (L.) apresentaram promissores resultados,
mostrando que o biomaterial deve ser estudado em busca de mais anélises juntamente com os
estudos de sua interacdo com os sistemas bioldgicos assim como sua bioquimica, degradagao,

interacdo celular e interacdo farmacoldgica.
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ANEXO

Anexo — Normas para publicacio Materials Research

Form and preparation of manuscripts

Language and style: All submissions should be in English, double spaced and typed on an
A4 (209 x 296 mm) paper, with Times New Roman font-size 12, and with ample (~2.5 cm)
top, bottom and left-hand margins. In general, the typescript for articles should follow the
conventional form: title, authors' names and complete affiliations, abstract, introduction,
literature review, experimental, simulation or calculation procedures, results and discussion,

conclusions, acknowledgments, references, tables, figure captions, and figures.

Letters are restricted to reports of unusual urgency, significance or interest, and should be

limited to 1000 words or the equivalent. A statement from the authors as to why the
manuscript meets these criteria will be helpful to the Editor. Letters will not be accepted if, in
the opinion of the Editor, the principal content has previously been released or publicized in
any other published medium. In estimating the length of a Note, an average sized figure is
counted as 100 words and separate formulae and lines of a table are counted as 8 words per
line, including headings and horizontal rulings. The title, authors' names, and literature

references are not counted.

Title: This should be brief and convey the contents of the paper.

Abstract: An Abstract in English must be included. It should be short, not more than 150
words for an Article and 50 words for Letters, and should contain numerical and factual data

only.

Keywords: The authors should indicate a minimum of three keywords.

Ilustrations: All necessary illustrations should be submitted with at least 300 dots per inch
(600 dpi recommended). Graphs and diagrams should be consecutively numbered in Arabic
numerals in the order in which they appear in the text. The submitted illustrations will be
reduced and directly reproduced in the published paper, so authors should take particular care
to ensure that all lettering of an illustration (particularly the smallest ones) are clearly legible.

Figures should be sent in .jpg/jpeg, .tif, .png, etc file format. Images in .doc or .pdf files are
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compressed and this makes them lose resolution, which is why it is so important that they are
sent in separate files. Complex or multi-panel figures (namely with (a) and (b)) should be sent

in one file instead of separated (example).

Tables: Each table should be typed or printed on a separate sheet, and should have a caption

in addition to its sequence number.

Photographs: Photographs should be submitted with at least 300 dots per inch (600 dpi
recommended), high contrast and positive. When necessary, the scale should be drawn on the

photograph itself, and not below. Color photographs may be published at additional cost.

Captions for figures: These should give sufficient information to make the illustration

comprehensible.

Bibliography: The references should be in accordance with the standard Vancouver (see
examples below). Reference numbers in the text should be typed as superscripts without
parentheses. The literature cited should be printed on a separate page (double-spaced), and

should be listed in the order in which it appears in the text.

Articles:

e Chiu KY, Cheng FT, Man HC. Laser cladding of austenitic stainless steel using NiTi
strips for resisting cavitation erosion. Materials Science and Engineering: A.
2005;402(1-2):126-134.

e Sun GF, Zhang YK, Zhang MK, Zhou R, Wang K, Liu CS, et al. Microstructure and
corrosion characteristics of 304 stainless steel laser-alloyed with Cr-CrB2. Applied
Surface Science. 2014;295:94-107.

o Srivastava U, Kawatra SK, Eisele TC. Study of organic and inorganic binders on
strength of iron oxide pellets. Metallurgical and Materials Transaction B. 2006 Nov
15. [Epub ahead of print]

Books:

o Khatak HS, Raj B, eds. Corrosion of Austenitic Stainless Steels: Mechanism,

Mitigation and Monitoring. Cambridge: Woodhead Publishing; 2002.
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Book chapter:

e Michot LJ, Villieras F. Surface area and porosity. In: Bergaya F, Theng BKG, Lagaly
G, eds. Handbook of Clay Science. Amsterdam: Elsevier; 2006. p. 965-978.

Proceedings:

e Nagaya Y, Nurase M, Mizuyama S, Hattori S. Evaluation of incipient cavitation
erosion for pipe wall at downstream of an orifice. In: Proceedings of the 7th
International Symposium on Cavitation; 2009 Aug 16-20; Ann Arbor, Michigan,
USA. p. 1-5.

Thesis:

e Mantovani MC. Comportamento a frio e a quente de pelotas auto-redutoras de residuo
de aciaria elétrica. [Dissertation]. Sdo Paulo: Polytechnic School of University of Sdo

Paulo; 1998.

Peer Review: The articles will be evaluated by at least two reviewers, Brazilian or foreign
researchers, of proven scientific reputation, invited by the editors according to their field of
knowledge. After corrections and reassessment, articles will be accepted if they have two
favourable opinions, and are rejected when they receive two unfavourable opinions. In
specific cases, the editor may decide to accept or reject an article based on only one opinion

if it 1s well founded.

Function of Referees: The Editor seeks the advice of experts in the research areas of the

submitted manuscripts. Referees should estimate the originality, soundness and scientific

value of the work, together with some basis for their opinion. They should also indicate
whether the writing is clear and concise. Improperly used space merely restricts the amount
of useful material which can be published. The Editor, who accepts full responsibility for
decisions about manuscripts, may not always follow the recommendations from the referees.
Papers which are not accepted by the Editor will be returned to the authors, and there will be

no communication about them with the editors of other journals.

General Considerations: Authors should present their materials with the utmost conciseness

and clarity. Extensive reviews of the literature cannot be accepted, however, the state-of-
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art on the specific subject covered by the article must be clearly stated. Well-known
procedures should either be designated by name or literature references. Notes acknowledging
technical assistance for the research or indicating presentation at a meeting should be brief.
The name of the author to whom inquiries about the paper may be addressed should be marked
with an asterisk. The authors' official titles should not be included. The submitting author
must provide an ORCID ID (Open Researcher and Contributor ID, http://orcid.org/) at the
time of submission by entering it in the user profile in the submission system. We strongly
encourage coauthors to do the same. Introductions should contain only enough background

material to show why the work was done and why it is worth publishing. This information

should also be addressed in the cover letter sent to the editor.

Experimental results are of lasting value and should be clearly and logically presented in a
separate section. Results and discussions should be sequential. The addition of a final section
at the end of the paper, which briefly summarizes the main conclusions of the work, is

recommended.

General Instructions: Contributions will only be considered for publication when submitted
in our online submission website located at https://mc04.manuscriptcentral.com/mr-scielo.
File types accepted for submission: .doc and .docx to manuscripts and .jpg/jpeg, .tiff and .png
to images. The first page should contain the title and authors' names and addresses, the title,
the abstract and the keywords. The text should start on the second page. All pages of the
manuscript should be numbered consecutively, including references and notes, tables, figure
captions and figures, which should be presented in this sequence. The submission should also
include the original graphs, drawings of apparatus, and structural formulae. The authors
should indicate in the text itself or in marginal notes in the typescript where the tables and

figures are to be inserted.

The attention of contributors is particularly directed to the requirement that all nomenclature
should be consistent, clear, unambiguous, and conform to the rules of nomenclature
established by the International Union of Pure and Applied Chemistry, the International
Union of Biochemistry, the Abstracts Service (see Index Guide to Chemical Abstracts, 1987),

the Nomenclature Committee of the American Chemical Society, or other appropriate bodies.
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Anexo A - Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA do Centro de Satide e Tecnologia
Rural - CSTR/UFCQG, da Universidade Federal de Campina Grande, Patos — Paraiba. Processo.

A: Prof. Dra. Luanna Abilio Diniz Melquiades de Medeiros

Protocolo CEP/CEUA n°068-2017

CERTIDAO

Certificamos a V.Sa. que seu projeto intitulado “AVALIACAO DA
BIOCOMPATIBILIDADE DE BIOMATERIAIS” teve parecer consubstanciado
orientado pelo regulamento interno deste comité e foi Aprovado, em cariter de Ad
referendum, estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais atendidas as
especificagcdes para a pesquisa cientifica.

Patos, 21 de novembro de 2017.

}ﬂm me%z

Maria de Fatima de Araujo Lucena
Coordenadora do CEP/CEUA/UFCG/Patos



Anexo B — Protocolo para eutandsia de ratos da UOSC.
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UNIVERSIDADE DO OESTE DE SANTA CATARINA | POP n° 013

Procedimento Operacional Padrao (POP) Versao n° 01

Data de emissao Data de Vigéncia | Pr6xima Revisdo | Revisdo n°- 0

UN OES Data//

Etapa: Protocolo para eutandsia de ratos e camundongos.

Responsaveis: funciondrios, técnicos e pesquisadores envolvidos em atividades com animais.

Elaboracao:

Aprovado por: Data:

® O O =

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI):
Oculos de protegio;
Miscara cirurgica cobrindo a boca e nariz;

Luva de latex;

e Jaleco de manga longa;

® Touca, que deve cobrir todos os cabelos.

2. CONDICOES PARA REALIZACAO EUTANASIA NOS ANIMAIS

a) Os procedimentos devem ser realizados por pessoal treinado e capacitado;

b) A eutandsia deve ser realizada em ambiente silencioso e longe de outros animais. A morte
deve ser confirmada antes que o caddver seja descartado;

C) Sempre que possivel, tecidos e estruturas do caddver devem ser compartilhadas entre
pesquisadores e professores, alinhando-se, dessa forma, ao principio de Reducao do uso de
animais.

3. PROTOCOLOS SUGERIDOS PARA EUTANASIA DE RATOS E
CAMUNDONGOS:

e Protocolo 1 - Administragdo, por via intravenosa, de tiopental sobredosagem de 100mg/kg,
confirmagdo da perda de consciéncia e morte.

e Protocolo 2 - Administracdo, por via intraperitoneal de tiopental sobredosagem de
100mg/kg + lidocaina 10mg/ml, confirmacdo da perda de consciéncia e morte. Protocolo
3 - Administragdo, por via intravenosa de, propomos sobredosagem de 60mg/kg,
confirmagdo da perda de consciéncia e morte.

e Protocolo 4 - Administragdo, por via intraperitoneal de sobredosagem de cetamina 300mg
/kg + xilazina 30mg/kg, apds confirmagdo da perda de consciéncia e morte.

® Protocolo 6 — Método de eutandsia utilizando CO2, € aceito com restri¢cdes, e s podera
ser utilizado desde que sejam seguidas as recomendacdes das Diretrizes da Pratica de
Eutandsia do Concea.

® Protocolo 7 — Anestesiar os animais com: tiopental ou quetamina + xilazina ou propofol,
apos a anestesia geral (confirmacgdo da perda de consciéncia) administracio de cloreto de
potassio ou exsanguinagdo por pungio cardiaca.

OBSERVACAO:
» Acondicionar a carcaga em saco branco de residuo biolégico, seguindo o pop niimero 014

de descarte de residuos.




