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RESUMO

BIOCOMPATIBILIDADE DE SCAFFOLD NANOFIBROSOS CONTENDO
ANTIBIOTICOS SOB PARAMETROS INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM MODELO DE IMPLANTACAO SUBCUTANEA EM RATOS

AUTORA: Juliana da Silva Moro
ORIENTADORA: Profa. Dr2 Cristiane Cademartori Danesi
COORIENTADORA: Dr2 Raquel Cristine Silva Barcelos

Os scaffold sdo biomateriais amplamente utilizados na area médica e industrial, podendo ser
utilizados como potenciais suportes farmacoldgicos para a medicina regenerativa e em
sistemas de liberacao de farmacos. Diante disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a biocompatibilidade dos scaffold nanofibrosos de Polidioxanona (PDS) contendo os
antibidticos Metronidazol ou Ciprofloxacina em modelo animal de implantagdo subcuténea.
Sessenta ratos Wistar, machos adultos foram randomicamente divididos em seis grupos
experimentais: (I) SHAM (controle negativo; sem scaffold; n=10), (I) PDS (controle positivo;
PDS sem antimicrobiano; n=10), (lll) IMET (um scaffold PDS 25m% Metronidazol; (n=10),
(IV) 2MET (dois scaffold PDS 25m% Metronidazol; n=10), (V) 1CIPRO (um scaffold PDS
25m% Ciprofloxacina; n=10) e (VI) 2CIPRO (dois scaffold PDS 25m% Ciprofloxacina; n=10).
Apo6s 3 e 30 dias da implantagdo subcutanea dorsal dos scaffold, metade de cada grupo
experimental foi anestesiada, eutanasiada e o tecido correspondente aquela area foi removido
para as avaliagbes histomorfométricas de infiltrado inflamatério. Além disso, o plasma foi
utilizado para a analise de biomarcadores oxidativos. Os achados da analise histoldgica
mostraram que os grupos com scaffold de PDS contendo os antimicrobianos apresentaram,
apo6s 3 dias da implantagéo, inflamacao local leve a moderada, com aumento no niumero de
vasos sanguineos, demonstrando maior intensidade nos grupos com dois scaffold de PDS
contendo os antimicrobianos. Porém, 30 dias ap6s a implantacdo, observou-se uma reducéo
significativa (p=0.019) da resposta inflamatéria em todos os grupos experimentais. Trés dias
apés a implantacdo dos scaffold, os grupos 2MET, 1CIPRO e 2CIPRO apresentaram 0s
maiores niveis de espécies reativas (ER) quando comparado ao grupo SHAM. A peroxidacao
lipidica foi observada em todos os grupos que tiveram scaffold implantados subcutaneamente,
com excec¢do do grupo 1CIPRO. Além disso, a presenca de scaffold com Metronidazol ou
Ciprofloxacina na regido subcutanea dorsal foi relacionada com o aumento dos niveis da
defesas antioxidantes plasmaticas nao-enzimaticas GSH e VIT C. Trinta dias apés a
implantacdo dos scaffold, todos os grupos apresentavam maiores niveis de ER plasmaticas
comparados ao grupo SHAM, porém com os niveis de peroxidacao lipidica, de GSH e VIT C
similares entre si. A partir dos resultados desse estudo, podemos sugerir que os scaffold de
PDS contendo os antimicrobianos Metronidazol ou Ciprofloxacina s&o biocompativeis,
podendo ser promissores sistemas de liberacdo de farmacos.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Biomarcadores oxidativos. Electrospinning.
Scaffold.



ABSTRACT

BIOCOMPATIBILITY OF NANOFIBROSOS SCAFFOLD CONTAINING
ANTIBIOTICS UNDER INFLAMMATORY PARAMETERS AND OXIDATIVE
STRESS IN MODEL SUBCUTANEOUS IMPLANTATION IN RATS

AUTHOR: Juliana da Silva Moro
ADVISOR: Profa. Dra. Cristiane Cademartori Danesi
CO-ADVISOR: Dra. Raquel Cristine Silva Barcelos

Scaffold are biomaterials widely used in medical and industrial areas and can be used
as potential pharmacological supports for regenerative medicine and in drug delivery
systems. Therefore, the present study aims to evaluate the biocompatibility of
polydioxanone nanofibrous scaffold (PDS) containing the antibiotics Metronidazole or
Ciprofloxacin in an animal model of subcutaneous implantation. Sixty Wistar rats,
adults and males were randomly divided into six experimental groups: (I) SHAM
(negative control, without scaffold; n = 10), (II) PDS (positive control, PDS without
antimicrobial; ) IMET (one scaffold PDS 25m% Metronidazole; n=10); (IV) 2MET (two
scaffold PDS 25m% Metronidazole; n = 10), (V) 1CIPRO (one scaffold PDS 25m%
Ciprofloxacin; n = 10) and After 3 and 30 days of dorsal subcutaneous implantation of
the scaffold, half of each experimental group was anesthetized, euthanized, and the
tissue corresponding to that area was removed for the histomorphometric evaluations
In addition, plasma was used for the analysis of oxidative biomarkers. Histological
analysis showed that groups with PDS scaffold containing antimicrobials showed, after
3 days of implantation, mild to moderate local inflammation, with increase in number
of blood vessels, showing greater intensity in the groups with two scaffold of PDS
containing the antimicrobials. However, 30 days after implantation, a significant
reduction (p = 0.019) of the inflammatory response was observed in all experimental
groups. Three days after the implantation of the scaffold, the 2MET, 1CIPRO and
2CIPRO groups presented the highest levels of reactive species (RE) when compared
to the SHAM group. Lipid peroxidation was observed in all groups that had scaffold
implanted subcutaneously, with the exception of the 1CIPRO group. In addition, the
presence of scaffold with Metronidazole or Ciprofloxacin in the dorsal subcutaneous
region was related to increased levels of the non-enzymatic plasma antioxidant GSH
and VIT C. Thirty days after the implantation of the scaffold, all groups had higher
levels of ER Compared to the SHAM group, but with levels of lipid peroxidation, GSH
and VIT C similar to each other. From the results of this study, we can suggest that
PDS scaffold containing the antimicrobials Metronidazole or Ciprofloxacin are
biocompatible, and drug delivery systems may be promising

Key Words: Antibiotics. Biomarkers Oxidative. Electrospinning. Scaffold.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos é uma area em ascensao, uma vez que objetiva a
regeneracao de orgaos e tecidos em doencas de dificeis tratamentos pelos métodos
convencionais. Considerada uma ciéncia multidisciplinar, esta area envolve
conhecimentos em ciéncias da saude, materiais e engenharia (IKADA, 2006; DAAR,
2013). Perdas dentarias ocasionadas por patologias de origem inflamatoria,
traumatica ou neoplasicas ainda sdo comuns na odontologia, fazendo-se necessario
terapias regenerativas, recuperando a funcao do tecido lesado (RAI et al, 2015; ZAKY;
CANCCEDA, 2009).

A regeneracdo de tecidos utiliza trés elementos basicos, nomeadamente,
células, fatores de crescimento e os scaffold (IKADA, 2006). Os scaffold séo estruturas
gue mimetizam a matriz extracelular, utilizados como suporte celular, como agente de
transporte de nutrientes e residuos (LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007) e como um
sistema de liberacdo de farmacos (GARG et al., 2012). O sistema de liberacdo de
farmacos possibilita a administracdo de um componente biologicamente ativo de
maneira controlada, diminuindo os seus efeitos toxicos e secundarios (HOFFMAN,
2008; YIH; AL-FAND, 2006). Nesse processo, os scaffold sdo usados a fim de
alcancar uma distribuicdo dos farmacos com uma elevada concentracao e eficiéncia,
em lugares especificos. Porém, para cumprir esta funcao e ser considerado ideal, o
scaffold precisa apresentar certos requisitos, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, boas propriedades mecéanicas, volume apropriado da estrutura,
aderéncia de interface, facil execu¢ao ou implantacao, porosidade, vida util longa, facil
fabricacdo e devem estar isentos de efeitos téxicos secundarios (BEHAR-COHEN,
2002; GARG et al., 2012).

Os scaffold poliméricos biodegradaveis estdo sendo muito utilizados na
engenharia de tecidos, uma vez que fornecem um ambiente adequado para o
crescimento celular e tecidual, como também para a administracdo de farmacos
(CHUNG; PARK, 2007). Eles podem ser compostos de polimeros naturais ou
sintéticos, que apresentam maiores vantagens em relacdo aos nhaturais por
apresentarem facil processabilidade, degradacéo controlada, e podem ser fabricados
a partir de diferentes polimeros (PETER et al., 1998).

Entre as técnicas de fabricacdo dos scaffold, o eletrospinning destaca-se por

ser econdmica, de facil execucao e eficiente para a fabricacdo de fibras micro e
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nanomeétricas, proporcionando caracteristicas superiores se comparada as demais
técnicas (DUQUE; RODRIGUEZ; LOPEZ, 2013). Essas caracteristicas sdo a grande
area superficial, a flexibilidade na superficie, a alta porosidade e o alto rendimento
mecanico (HUANG et al., 2003; LI et al., 2002). Em consequéncia, essas fibras podem
ser usadas em uma ampla variedade de aplicagbes médicas como em vasos
sanguineos artificiais, sistema de liberagdo de farmacos, entre outras (CHIU et al.,
2005).

Na Odontologia, o sistema de liberacdo de farmacos utilizando scaffold
nanofibrosos vem sendo amplamente estudado em diferentes aplicagdes (BOTTINO
etal., 2013; CHATURVEDI, 2012) como uma alternativa a administracao sistémica de
antibioticos e seus efeitos colaterais indesejaveis (REISEA et al., 2012). A vista disso,
para desenvolver tais estudos e, posteriormente, serem utilizados clinicamente,
realizam-se experimentos in vitro e in vivo, permitindo avaliar os riscos e as questfes
de seguranca biol6gica do material utilizado (SILVA et al., 2015). Os testes em animais
(in vivo) sdo procedimentos, muitas vezes, simples e rapidos, usados para identificar
a biocompatibilidade dos materiais (MASTRANTONIO, 2007).

Nesse contexto, Bottino e colaboradores (2013) fabricaram um sistema de
liberacdo de farmacos que emprega o polimero sintético de Polidioxanona (PDS)
contendo o0s antibiéticos Metronidazol ou Ciprofloxacina e avaliaram a
citocompatibilidade do biomaterial e seu efeito antimicrobiano frente a bactérias
endodonticas. O resultado deste estudo in vitro foi promissor, sendo que o0s
antibioticos inibiram as bactérias patogénicas. Porém, para os scaffold serem
utiizados em humanos, € necessario um estudo in vivo a fim de verificar a
biocompatibilidade do PDS enquanto biomaterial.

A biocompatibilidade refere-se a interacdo entre um sistema ou tecido do
organismo com um biomaterial ou um dispositivo médico, sem que este cause reacdes
prejudiciais ao ser vivo (WILLIANS, 2008). A implantacdo de um biomaterial no
organismo induz uma reagéao tecidual, que pode resultar em um processo inflamatorio.
Esta resposta inflamatéria esta ligada a uma série de eventos que visa impedir o dano
tecidual e ativar os processos de reparacdo (BAUMANN; GAULDIE, 1994). Porém,
se a inflamacdo apresentar grande intensidade e durabilidade, esta pode ser
prejudicial o organismo (KUMAR et al., 2008).

O evento inicial da resposta inflamatéria é a fase aguda, de duragdo

relativamente curta, responsavel pela limpeza da ferida e a deposicdo de matriz
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provisoria (ANDERSON, 2001). Inicialmente, os vasos se dilatam, fluindo o sangue
para o local da lesdo e, apds, um coagulo é formado para cicatrizar a ferida
(FOURNIER et al.,, 2003). Paralelo a esse evento, os leucocitos se aderem ao
endotélio dos vasos sanguineos, infiltrando-se no tecido. As células predominantes
dessa fase sdo os neutrdfilos, uma vez que séo os glébulos brancos mais numerosos
e rapidos a serem recrutados ao local da lesdo. J& os mondcitos, posteriormente
transformados em macroéfagos, sdo recrutados no tecido lesado, porém em menor
namero (RATNER, 2002). Ao persistirem os estimulos inflamatérios, estes podem
levar & uma inflamacéo crénica, caracterizada pela proliferacdo de macréfagos,
linfocitos, vasos sanguineos e fibroblastos com finalidade de reestruturar a area
lesada (JOHNSTON, 1988). Durante o processo inflamatério, por acdo das células
leucocitarias, podem ocorrer a liberacdo de espécies reativas do oxigénio (EROS)
(KUMAR, 2008). As EROs diferem do oxigénio no seu estado fundamental e
caracterizam-se pela acentuada reatividade e sua habilidade em promover mudancgas
oxidativas no interior celular (PRYOR, 1986).

O organismo possui um sistema de defesa contra a acdo deletéria das EROs,
denominado de sistema de defesa antioxidantes que é composto por antioxidantes
enzimaticos e ndo enziméticos (BRIGANTI; CAMERA; PICARDO, 2003). Entre os
antioxidantes enziméticos, a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a
superéxido dismutase (SOD) desempenham um papel central. Os antioxidantes néo
enzimaticos presentes nas células, por sua vez, incluem compostos sintetizados no
organismo como a melatonina, a ceruloplasmina, a bilirrubina, os horménios sexuais,
a coenzima Q, o acido urico, o a-tocoferol, a ubiquinona, o B-caroteno, o acido
ascorbico (VIT C) e a glutationa reduzida (GSH) (BRIGANTI; CAMERA; PICARDO,
2003; SCHAFER; BUETTNER, 2001; SIES, 1999). Também fazem parte do sistema
de defesa antioxidante ndo enzimatico as substancias antioxidantes obtidos através
da dieta e/ou suplementagcdo, como a VIT C, o a-tocoferol, o B-caroteno e os
compostos fendlicos de plantas (flavondides) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Quando a producdo de EROs excede a capacidade antioxidante enddgena,
ocorre um desequilibrio denominado de estresse oxidativo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1984). Dependendo da extenséo, o estresse oxidativo pode levar a
morte celular por apoptose, uma vez que as EROs oxidam componentes celulares
vitais como lipidios de membrana, proteinas e DNA (SIMONIAN; COYLE, 1996).

Durante esse processo de desequilibrio, a oxidacdo dessas biomoléculas gera
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metabolitos especificos, que sédo considerados marcadores de estresse oxidativo, 0s
quais podem ser provenientes da peroxidacgdo lipidica (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979) e da carbonilacéo proteica (YAN, 1995). Além destes, o0 doseamento dos niveis
dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos pode ser, também, um meio indireto
de avaliar o estresse oxidativo (HUANG; PRIOR, 2005).

Até o momento, nenhum estudo foi conduzido para avaliar a biocompatibilidade
de scaffolds contendo Metronidazol e Ciprofloxacina sobre a resposta inflamatoria
local e estresse oxidativo sistémico em um modelo de implantacdo subcutédnea em
ratos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
biocompatibilidade de um sistema de entrega de farmacos por meio de scaffold
nanofibrosos de PDS contendo Metronidazol ou Ciprofloxacina em um modelo de
implantacdo subcutadnea dorsal em ratos, sob parametros inflamatérios e estresse
oxidativo sistémico. Espera-se que 0s grupos com implantados com scaffold de PDS
contendo os antimicrobianos supracitados apresentem uma resposta inflamatéria de
baixa intensidade e n&o prejudicial ao organismo e com padrédo oxidativo tal qual ao

grupo contendo apenas o PDS, mostrado biocompatibilidade.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a biocompatibilidade dos scaffold de PDS contendo Metronidazol ou
Ciprofloxacina em modelos de implantacdo subcutdnea em ratos por meio de anélise

histoldgica e bioquimica em 3 e 30 dias.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a intensidade inflamatdria induzida por scaffold contendo Metronidazol
apos 3 a 30 dias da sua implantacdo subcutanea dorsal;

e Avaliar a intensidade inflamatéria induzida por scaffold contendo Ciprofloxacina
apos 3 a 30 dias da sua implantagcdo subcutanea dorsal;

e Avaliar parametros de estresse oxidativo sistémico e defesas antioxidantes nao
enzimaticas ap6s 3 e 30 dias da implantacdo de scaffold contendo
Metronidazol;

e Avaliar parametros de estresse oxidativo sistémico e defesas antioxidantes nao
enzimaticas ap6s 3 e 30 dias da implantacdo de scaffold contendo
Ciprofloxacina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

O aumento da demanda de transplantes de 6rgdos, danificados por patologias
ou traumas, impulsionou a pesquisa por alternativas para a regeneracéao de tecidos e
orgaos (BAJAJ et al., 2013). Nesse contexto, uma nova area da saude destaca-se nas
pesquisas, a engenharia de tecidos. A engenharia de tecidos € uma area
multidisciplinar, que envolve &reas como a medicina e as engenharias, visando criar
novos tecidos (IKADA, 2006). Porém, para que essa area possa cumprir o seu papel,
sd80 necessarios trés elementos basicos: as células, os fatores de crescimento e 0s
scaffold ou matriz celular artificial (figura 1) (RAI et al., 2015). As células apresentam
uma importante funcdo, uma vez que sao responsaveis pela secrecdo da matriz do
novo tecido. Ja os fatores de crescimento tém como atribuicdo a promocédo e
facilitacdo da funcdo celular. Os scaffold, por sua vez, atuam como uma matriz
extracelular, permitindo a diferenciacéo, proliferacdo e biossintese celular (IKADA,
2006).

Na Odontologia, ha a necessidade de terapias regenerativas que sejam
capazes de recuperar a fungéo do tecido danificado, perdido por patologias dentarias
traumaticas e inflamatérias, tais como as doencas de origem endodbntica e
periodontais, carie dentaria, entre outras. (BOSSU et al., 2014). Neste contexto, a
regeneracao tecidual guiada visa corrigir os defeitos periodontais e dsseos, utilizando
um scaffold entre o tecido conjuntivo gengival e o tecido 6sseo alveolar. Assim, o
scaffold age como uma barreira protetora que impede a migracao de células do tecido
gengival em direcéo ao defeito 6sseo, a fim de que as células progenitoras localizadas
no tecido periodontal possam recolonizar e regenerar o tecido ésseo, periodontal,
além do cemento (BOTTINO, 2012). Tentativas de regeneracédo do complexo dentina-
polpa, além de regeneracao 0ssea e cartilaginosa utilizando scaffold contendo células-
tronco também tém sido recentemente pesquisadas (NEEL et al., 2014; RAI et al.,
2015).

Neste contexto, o futuro da engenharia de tecidos na Odontologia € bastante
promissor e espera-se que esta nova abordagem possa regenerar os tecidos
danificados pelas diferentes patologias dentarias, visando a regeneracédo completa do

orgao dental.
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Figura 1 - Triade da engenharia de tecidos
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Fonte: Moro et al., 2017.

2.2 OS SCAFFOLDS: CONCEITO, FUNCOES E FABRICACAO

Os scaffolds sé&o biomateriais indicados para interagir com 0s sistemas
bioldgicos e propdem-se a tratar ou substituir um tecido ou érgéo lesionado (O’'BRIEN,
2011). Apresentam uma arquitetura tridimensional que proporcionam um ambiente
adequado as células, impedindo a migracéo das células ou tecidos que perturbem o
local a ser regenerado (IKADA, 2006). Além dessas funcdes, podem ser usados em
um sistema de liberacao de farmacos (GARG et al., 2012).

Para cumprir suas funcdes, o scaffold precisa apresentar uma série de
requisitos, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, boas propriedades
mecanicas e porosidade. A biocompatibilidade é uma das principais carateristicas que
deve estar presente, uma vez que evita as reagBes imunoldgicas, citotdxicas e
inflamatorias do organismo, as quais impedem o desempenho regenerativo do
biomaterial (LE, 2013; BEHAR-COHEN, 2002; GARG et al., 2012). Ja a capacidade
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de biodegradabilidade permite que as células do proprio organismo degradem o
scaffold, dando lugar ao novo tecido (BROWN et al., 2009). Além disso, os scaffolds
precisam ter boas propriedades mecanicas e de compatibilidade com aquelas do
tecido ou 6rgéo a ser substituido. Porém, materiais com tais caracteristicas ainda séo
um desafio para a engenharia de tecidos (O'BRIEN, 2011). Também € de fundamental
importancia que os scaffolds apresentem poros de tamanho adequado, visto que estes
asseguram a penetracao celular e a difusédo de nutrientes necessarios as ceélulas para
o interior da estrutura, bem como a retirada dos produtos residuais para fora da
estrutura (HUTMACHER, 2001). Além dessas caracteristicas, os scaffolds usados
como um sistema de entrega de farmacos devem apresentar uma dispersao
homogénea da droga ao longo de sua e, ter uma afinidade de ligacao suficientemente
baixa com o farmaco, permitindo que este seja liberado numa dosagem néo toxica.
Além disso, o scaffold deve apresentar uma estrutura fisica, quimica e biolégica
estavel por um longo periodo de tempo (GARG et al., 2012).

Na fabricacéo de scaffolds, diferentes tipos de materiais podem ser usados, tais
como ceramicas, metais e polimeros. Neste contexto, os polimeros ganham destaque
por possuirem biodegradabilidade e grande flexibilidade no seu processamento
(BAJAJ et al., 2014). Tais polimeros podem ser de origem natural, sendo compostos
de colageno, fibrina e &cido hialurénico; ou ser de origem sintética, como o0s
compostos de polimeros como o poli (etileno glicol), o polilactido (PLA), o poliglicélido
(PGA) e seu copolimero de poli (lactido-co-glicosido) (PLGA) (BAOLIN; PETER,
2015). Os materiais sintéticos apresentam uma maior taxa de sucesso, uma vez que
fornecem versatilidade ao criar a arquitetura do scaffold, permitem o controle das
propriedades mecanicas e fisicas, além de possuirem capacidade de degradacao
(BAJAJ et al.,, 2014). Varias técnicas estdo envolvidas na fabricacdo desse
biomaterial, como a liofilizacdo, a separacdo de fases, o foaming, a prototipagem
rapida, o eletrospinning, entre outras (ZHU; CHEN, 2013). A técnica do eletrospinning
possui vantagens por ser de facil execucao, possuir versatilidade e ser, relativamente,
de baixo custo (LIM; MAQO; 2009).

A técnica de eletrospinning utiliza os seguintes componentes: uma seringa a
partir da qual o material é forcado a sair; um aparelho de alta tensdo com polaridades
positiva e negativa, o qual esta ligado diretamente ao material (fluido); e um coletor
(Figura 2) (SILL; RECUM, 2008; DUQUE; RODRIGUEZ; LOPEZ, 2012). Esta técnica

segue 0 principio eletrostatico, em que as for¢cas geradas por uma alta tensédo sao
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aplicadas na solugdo polimérica, forcando sua saida de maneira controlada e
constante. Durante este processo, 0 solvente evapora e o polimero solidifica-se,
resultando em fibras, que sdo depositadas em um coletor (BOUDRIOT et al., 2006;
DAN LI, 2004).

Figura 2 - Configuracao de um eletrospinning
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Fonte: Modificado de DUQUE; RODRIGUEZ; LOPEZ (2012).

2.3  SISTEMA DE TRANSPORTE DE FARMACOS UTILIZANDO METRONIDAZOL
E CIPROFLOXACINA

A curto e a longo prazo, os antibiéticos administrados sistemicamente podem
erradicar a flora normal do organismo, induzindo um desequilibrio na microbiota,
eliminando as cepas sensiveis e selecionando as resistentes (AMINOV, 2009). Além
disso, podem gerar reacBes de hipersensibilidade e infeccdes oportunistas
(CASSELL; MEKALANOS, 2001). A vista disso, é de suma importancia a investigacéo
de alternativas de administracao de farmacos que ndo causem resisténcia bacteriana
e toxicidade ao organismo, com efeito local adequado e de maneira controlada, por
meio de concentracdes baixas do medicamento.

Assim, o sistema de transporte de farmacos pode ser um método alternativo
para a administracdo dessas substancias (FELICE; PRABHAKARAN, 2015). Esse
sistema faz com que os farmacos possam atingir tecidos especificos mantendo a sua

concentracdo por um tempo especifico (KANNAN, et al., 2005). Além disso, este
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sistema propicia ao farmaco o acesso direto a circulagdo sistémica, evitando o
metabolismo de primeira passagem que ocorre no figado (JAVALI; VANDANA, 2012).
Nesse contexto, as concentracfes dos farmacos, contidos no sistema de liberagéo,
estdo diretamente relacionados com a toxicidade local, sendo entdo, essencial a
pesquisa por uma concentracdo ideal que ndo cause injarias ao tecido
(TESFAMARIAM, 2008).

Diferentes sistemas tém sido pesquisados como meios de transporte dos
farmacos, entre eles as micros e nanoparticulas (FIALHO; CUNHA, 2007). Essas séo
estruturas poliméricas que contém as drogas, podendo ser preparadas a partir de
polimeros sintéticos, como a poli (p-dioxanona) (GOONOO et al., 2015).

Dentre os farmacos utilizados nesses sistemas, o Metronidazol e a
Ciprofloxacina estdo sendo pesquisados (CHATURVEDI, 2012; LAN, 2013; BOTTINO
et al., 2014; PARWE et al., 2014). O Metronidazol € um antibiético de baixo custo e
eficaz contra bactérias anaerdbicas, utilizado em doencas bacterianas, como as
doencas periodontais e endoddnticas (PRABHAKARAN et al., 2015; BOTTINO et al.,
2014). A Ciprofloxacina é um antimicrobiano de amplo espectro, eficaz contra
bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas, utilizado também para tratar
uma grande variedade de doencas bacterianas (MURBACH et al., 2014).

E importante salientar que esses antibiticos administrados sistemicamente
podem causar efeitos adversos ao organismo. O Metronidazol apresenta um potencial
teratogénico, pertencendo a categoria B na classificagdo da Food and Drug
Adminstration (FDA/EUA), que estabelece a contraindica¢do da sua administracdo no
primeiro trimestre da gestacdo. Além disso, esse farmaco pode causar nduseas e
vomitos, além de possuir efeitos significantes no citocromo P450 do figado, inibindo
enzimas especificas, dificultando o metabolismo hepético (INMETRO, 2012; ROSE et
al., 2007). A Ciprofloxacina também pode causar nauseas, dor de cabeca, vOomitos e
desconforto abdominal, além de sua administracdo pertencer a categoria C na
classificagdo da FDA/EUA, durante a gestacdo (CARRANZA et al., 2007). Assim, a
insercdo desses antibidticos em um sistema de entrega que possibilite sua
administracdo local pode apresentar vantagens, como a possibilidade de alcancar
uma maior concentracdo do farmaco no sitio desejado, o que pode culminar na
reducdo dos efeitos colaterais indesejados relacionados a sua administracéo
sistémica (BOTTINO et al., 2014).
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2.4 O POLIMERO POLIDIOXANONA

O polimero Polidioxanona (Figura 3) € um poliéster biocompativel, uma vez que
provoca uma reagao tecidual minima (BEZWADA, 1995; SABINA; RONCA; MULLER,
2000; VERT et al., 1992) e apresenta excelentes propriedades mecéanicas, poder de
degradacdo e boa aplicabilidade na area médica. Esta aprovado pelo FDA e é usado
comumente em suturas (Ethicon, 1981), como a Polidioxanona (PDS) (SABINA;
RONCA; MULLER, 2000). Além disso, tal polimero degrada-se por hidrélise quimica,
gerando moléculas de baixo peso molecular, que podem ser metabolizadas ou
reabsorvidas pelo organismo. A flexibilidade deste polimero é maior quando
comparada a outras suturas monofilamentosas, o que facilita a sua fabricacdo em
diferentes tamanhos (VERT et al., 1992).

No que se refere ao tempo de degradacéo do fio de sutura de PDS, estudo
prévio demostrou que tal possui uma perda de forca tensora de 14% em 14 dias, 31%

em 42 dias e uma reabsorcdo completa em seis meses (FOSSUM, 2014).

Figura 3 - Representacao da estrutura quimica do polimero Polidioxanona
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Fonte: Modificado de DOMB; KOST; WISEMAN (1998)

2.5 BIOCOMPATIBILIDADE

A biocompatibilidade de um material refere-se a sua capacidade realizar sua
funcdo, com uma resposta adequada do hospedeiro em uma situacdo especifica
(DONARUMA, 1987). No contexto da engenharia de tecidos, Willians (2008) redefiniu
a biocompatibilidade como sendo a capacidade de um material desempenhar sua
funcdo sem provocar quaisquer efeitos locais ou sistémicos indesejaveis no
organismo, gerando uma resposta tecidual ou celular benéfica, e otimizando o

desempenho clinico da terapia.
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A avaliagéo da biocompatibilidade de um material leva em consideragéo fatores
como a sua estrutura anatomica. Em outras palavras, um biomaterial pode induzir uma
reacdo adversa em um local especifico no organismo, mas ndo necessariamente
causara a mesma resposta em um outro local. Além disso, a biocompatibilidade de
um material ndo depende somente das suas propriedades intrinsecas, mas também
da duracéo da exposicéao deste material ao tecido (KOHANE; LANGER, 2010).

Existem organizacbes empenhadas em padronizar o0s testes de
biocompatibilidade dos biomateriais, como a American Dental Association (ADA), a
American National Standart Institute (ANSI) e a International Organization for
Standardization (ISO). Conforme a ADA e a ANSI, para a avaliacdo da
biocompatibilidade, devem ser seguidas 0s seguintes niveis: primeiramente sao
realizados testes iniciais ou primarios (in vitro), em que sao preconizados 0S ensaios
de citotoxicidade, potencial mutagénico e carcinogénico em meio celular. Apés, o
material deve ser avaliado in vivo (testes secundarios) em animais de pequeno porte,
nos quais esse material deve ser implantado subcutaneamente e verificado o seu
potencial imunogénico e de toxicidade sistémica. Finalmente séo realizados os testes
de aplicacdes dos materiais em animais de grande porte e apds, em humanos
(SEHNEM, 2012).

Como mencionado anteriormente, a biocompatibilidade é a habilidade de um
biomaterial extrair uma resposta tecidual positiva do organismo (WILLIANS, 2008). Tal
resposta tecidual, inclui a reacao inflamatéria, a qual é responséavel pelo processo de
reparacao, cicatrizacao e reconstituicdo do tecido conjuntivo. No entanto, apesar da
inflamacdo ser um mecanismo de defesa do organismo, 0 seu processo pode
ocasionar danos consideraveis e lesionar os tecidos saudaveis se apresentar uma
grande intensidade e duracdo (KUMAR et al., 2008).

A colocacdo de um biomaterial sobre um tecido ou no seu interior gera uma
série de reacdes que poderdo ser observadas ao longo do tempo. As principais
reagfes sdo: (I) a inflamagédo aguda caracterizada pela presenca de neutrdfilos,
edema e alteragBes vasculares; (II) a inflamacgéo crbénica, com infiltracdo de células
mononucleares (macréfagos, linfocitos e plasmacitos); (Ill) a proliferacdo de vasos
sanguineos (angiogénese) e de fibroblastos; (IV) as respostas mutagénicas e de
genotoxicidade, entre outras (WILLIANS, 2008). Simultaneamente a resposta
inflamatoria pode-se observar o processo de reparo também induzido pelo biomaterial,

que se refere a restauracdo da arquitetura do tecido e de suas fungdes, e envolve a
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proliferacdo de células e a matriz extracelular. Os tecidos podem ser reparados por
regeneracdo, com completa restauragdo das fungdes e forma ou por reposicado do
tecido conjuntivo, a qual envolve os processos de angiogénese, migracdo e
proliferacéo de fibroblastos, sintese de colageno e remodelacdo (KUMAR et al., 2008).
Diante disso, a biocompatibilidade de um biomaterial frente a um tecido pode ser
definida por meio de respostas inflamatdrias, observada em diferentes periodos apés
a implantacéo do biomaterial (ANDERSON, 2001). Assim, as analises histologicas do
tecido circunscrito ao biomaterial estudado €, comumente, 0 meio usado para este
tipo de estudo (ANDERSON, 2001; ONUKI, et al., 2008).

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO

Sob condigbes normais, uma pequena quantidade de oxigénio pode ser
reduzida por um, dois ou trés elétrons, dando origem ao radical superéxido (02*), ao
peroxido de hidrogénio (H202) e ao radical hidroxil (OH*), respectivamente (CADET;
KAHLER, 1994). Estas substancias sdo denominadas EROs, diferem do oxigénio no
seu estado fundamental e caracterizam-se pela acentuada reatividade e sua
habilidade em promover mudangas oxidativas no interior celular (PRYOR, 1986). As
EROs séo derivadas do metabolismo do oxigénio, liberadas durante o seu processo
de reducdo. Fisiologicamente, estas espécies sdo produzidas para ajudar na
manutencdo da homeostase celular ou na regulacdo de reacdes de oxirredu¢do em
tecidos saudaveis (DEVASAGAYAM et al.,, 2004). Além disso, em baixas
concentracdes, atuam na formacgao de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP)
e sdo usadas, também, para a defesa contra agentes infecciosos (SLATER, 1984).

Em contrapartida, a producdo excessiva de EROs, aliada a deficiéncia dos
mecanismos de defesa antioxidantes, podem ser prejudiciais ao organismo. Este
desequilibrio induz a oxidacédo de lipidios de membrana, proteinas, carboidratos e
DNA, gerando um quadro denominado estresse oxidativo (VALKON et al., 2007). O
estresse oxidativo est4 envolvido da patogénese de muitas doengas como o cancer,
as doencas neurolégicas, periodontite, entre outras (DALLE-DONNE et al., 2006;
TEMSAH; NETTICADAN, 2000; EI ASSAR, ANGULO; RODRIGUEZ, 2013). Além
disso, uns aumentos nos niveis das EROs podem estar envolvidos em uma variedade
de situacdes clinicas, classificadas de acordo com as caracteristicas fisiopatologicas,

como: a toxicidade por produtos quimicos e xenofobicos, hiperoxigenacdo, doencas



22

degenerativas, dietas, medicamentos e reac¢fes inflamatérias (PINCEMAIL, 1995;
BIANCHI, 1999).

O processo de estresse oxidativo gera metabolitos especificos, denominados
de marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e quantificados.
Por meio desses marcadores, o dano oxidativo de componentes celulares pode ser
avaliado, seja através da quantificacdo dos produtos finais da peroxidacéo lipidica,
como o malondialdeido (MDA), seja pela quantificacdo dos niveis de carbonilacdo de
proteinas. Pode-se avaliar, também, as defesas antioxidantes enzimaticas, como 0s
niveis de GPx, a atividade da CAT e da SOD, que séo as principais enzimas na linha
de defesa contra a alta geracédo de EROs, e as defesas antioxidantes ndo enzimaticas
como a GSH e a VIT C (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; AMES; SHIGENAGA,;
HEGEN, 1993; ONDEI et al., 2014). Além disso, no sangue, circulam importantes
antioxidantes como a VIT C, GSH, entre outros, além dos biomarcadores dos danos
oxidativos como o MDA e as EROs, podendo ser considerado uma excelente fonte de
marcadores de estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

Durante a inflamacao ha a geracéo de EROs por meio das células responsaveis
pela imunidade do organismo (neutrdéfilos, eosindfilos, macréfagos), que podem
causar injUrias aos tecidos adjacentes, como também agravar o processo inflamatorio.
Portanto, situacdes em que envolvam uma resposta inflamatéria aguda ou crénica, o
estresse oxidativo estard presente como um agravante, sendo responsabilidade dos
agentes antioxidantes neutralizar este processo (CONNER; GRISHAM, 1996).

Referente a implantacdo tecidual de um biomaterial, além dos processos
inflamatorios, os produtos da degradacao do material (ions e detritos moleculares dos
materiais) podem induzir, de maneira direta e indireta, na liberacdo de EROs. Isso
ocorre principalmente nos polimeros sintéticos, uma vez que durante o processo de
eliminacdo dessas particulas pelas células de defesa do organismo (neutrofilos,
macréfagos e células gigantes), essas liberam, também, espécies reativas do oxigénio
(MOUTHUY et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Estudo experimental em modelo animal, controlado e cego.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM (027/2013) e aprovado sob o protocolo
CEUA n°4141250315. O projeto encontra-se de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (Lei 11.794) e da Etica no Uso de
Animais da UFSM.

3.3 PREPARACAO DOS SCAFFOLDS

A metodologia da preparacao dos scaffolds segue o protocolo de Bottino et al.
2013. Para remover o corante violeta, os fios de sutura de monofilamentos de PDS
(PDS®, Ethicon, Somerville, NJ, EUA) foram cortados dentro de um recipiente de vidro
contendo diclorometano (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA). A seguir, o PDS foi
dissolvido em 1,1,1,1,3,3,3-hexafluor-2propanol (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA)
em uma concentragdo de 10m%, sob agitacdo. O Metronidazol (Sigma Aldrich®, St
Louis, MO, EUA) com peso molecular de 171.15g/mol e a Ciprofloxacina (Sigma
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) com peso molecular de 331.34g/mol foram
individualmente e diretamente adicionados ao PDS na concentracdo de 25m%.
Ambos os antibiéticos foram mensurados em relacéo ao peso total de PDS sob intensa
agitacao.

O sistema de liberagéo de drogas foi sintetizado pela técnica de eletrospinning.
O PDS puro ou solugcbes de PDS contendo cada antibiotico foram carregadas em
seringas plasticas (5mL) contendo uma agulha metalica e electrospin sob parametros
padronizados (2mL/h, 18cm de distancia, 15kV). As fibras foram coletadas em

temperatura ambiente e envoltas em folhas de papel aluminio. Os scaffolds
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nanofibrosos foram secos a temperatura ambiente por 48h a fim de remover o solvente

remanescente.

Figura 4 - Confecgéo dos scaffold de PDS
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(A) Fragmentos de fio de sutura de PDS. (B) Solucao de diclorometano para remover a coloracdo violeta
do fio de sutura de PDS. (C) Solucéo de hexafluoropropanolol para dissolver o fio de sutura de PDS.
(D) (E) Antibioticos utilizados nos scaffold. (F) Mistura dos componentes sob intensa agitagdo. (G)
Figura esquematica da maquina eletrospinning.

Fonte: Autoria propria.
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3.4 MODELO ANIMAL

Baseado em outros estudos encontrados na literatura, foram utilizados 60
machos da espécie Rattus novergicus do stock Wistar, com 3 meses de idade e massa
corporal entre 250-300g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Os animais foram mantidos em gabinetes para biotério, os quais
estavam alocados em uma sala climatizada com controle de luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12h), com ruidos no maximo de 65dB e exaustdo de ar (Insight®
Equipamentos, Pesquisa e Ensino, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os ratos foram
randomizados (Random Allocation® Software, versao 1.0) e alocados em gaiolas de
polipropileno com tamanho de 49x34x16cm, em um microambiente com temperatura
de 23°C e umidade relativa proxima a 60%. Cada gaiola apresentava 4 animais em
seus respectivos grupos experimentais. Os animais receberam agua potavel ad libitum
e racao para roedores (SUPRA® Alisul Alimentos S/A, Séo Leopoldo, RS, Brasil). A
limpeza e a substituicdo da maravalha estéril (Viruta® de Pinos Elliots; Argentina) foi
realizada diariamente com o intuito de permitir que os animais mantivessem limpos e
secos. O periodo de adaptacdo foi de 15 dias. Durante o experimento foi
disponibilizado em cada caixa objetos de enriquecimento ambiental, com o objetivo

de minimizar o estresse desses animais.

3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais em 3
e 30 dias, de acordo com a quantidade (concentracdo do farmaco) e tipo de antibiético
utilizado no scaffold de PDS. Os grupos foram: (I) SHAM (controle negativo; sem
scaffold; n=5), (II) PDS (controle positivo; PDS sem antimicrobiano; n=5), (lll) IMET
(um scaffold PDS 25m% Metronidazol; (n=5), (IV) 2MET (dois scaffolds PDS 25m%
Metronidazol; n=5), (V) 1CIPRO (um scaffold PDS 25m% Ciprofloxacina; n=5) e (VI)
2CIPRO (dois scaffolds PDS 25m% Ciprofloxacina; n=5). O protocolo experimental

estd ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Protocolo experimental

Anestesia Eutanasia
Implantacio scaffolds + Eutanasia
Analises bioquimicas +
) e histolégica Analises bioquimicas
3 dias (n=3) e histolégica
Aclimatizagio (n=3)

15 dias I

30 dias I

Fonte: Autoria propria.

3.6 PROTOCOLO DE ANALGESIA

A analgesia foi realizada em dois momentos durante o periodo experimental:
(I) previamente a implantacdo subcutanea dorsal dos scaffolds; e (Il) previamente a
eutanasia. O analgésico administrado foi o cloridratro de Tramadol (Tramal®, ampola
de 2mL, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu Guacu, SP, Brasil), dose

de 20 mg/Kg por via intraperitoneal (IP).

3.7 CEGAMENTO DOS OPERADORES

Um operador foi responsavel pela anestesia dos animais (J.S.M). Dois
operadores foram responsaveis pela implantacdo subcutanea dorsal dos scaffold.
Apoés a assepsia e criacdo de uma loja cirdrgica, os pesquisadores (S.M.R; P.C.P)
receberam os scaffolds de um terceiro membro da equipe (A.P.R). Todas as
membranas possuiam as mesmas caracteristicas fisicas como coloragéo, flexibilidade

e tamanho.

3.8 PROTOCOLO DE IMPLANTACAO SUBCUTANEA DORSAL DOS SCAFFOLD

Decorridos os 15 minutos da administragdo do analgésico, os animais foram
anestesiados com administracao intramuscular (IM) de 6mg/Kg de cloridrato de

Xilazina 2% (Xilazin®, Syntec do Brasil LTDA, Cotia, SP, Brasil) associada a 70mg/Kg
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de Cetamina 10% (Cetamin®, Syntec do Brasil LTDA, Cotia, SP, Brasil). Apds a
analgesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regido dorsal. A assepsia da
area foi realizada com solucao de digluconato de clorexidina 2% e isolada com campo
cirargico estéril. Incisbes na pele dorsal de 3cm, perpendicular a linha média, foram
realizadas com tesoura cirurgica, a fim de atingir o espaco subcutaneo. A area
subcuténea esta situada abaixo da epiderme e derme, e acima do tecido muscular,
sendo caracterizada por tecido conjuntivo frouxo. Assim, o scaffold ficou situado entre
a derme e o tecido muscular (Figura 6). Posteriormente, uma bolsa subcutanea com
3cmx3cm, proxima a linha média dorsal, foi executada utilizando uma tesoura de
ponta romba e o scaffold de 2cm x 2cm foi implantado (Figura 7). As incisdes foram
suturadas com fio de seda 4-0, ndo reabsorviveis, (Ethicon®, Johnson & Johnson
Ltda, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) e sobre as linhas de incisado foram aplicadas
tiras adesivas (Leukostrip, Smith & Nephe Ltda, SP, Brasil) a fim de proteger o local.
Durante o procedimento cirdrgico, os animais receberam lubrificacdo ocular com
solucéo de hipromelose 5mg (uma gota por olho) e uma bolsa de agua quente com
temperatura de 60°C foi colocada préximo aos animais para que nao perdessem calor
durante a recuperacdo. Apés 7 dias, foram removidas as suturas. Durante o periodo
experimental, os animais ndo receberam nenhum outro tipo de medicacdo além dos
administrados nos procedimentos de implantacdo e eutanasia. Além disso, nenhum
animal morreu durante o experimento. Os procedimentos estao ilustrados na Figura
8.
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Figura 6 - Localizag&o do scaffold no tecido subcutaneo dorsal em ratos.

(A) Tecido subcutaneo.MAgnificagdo 40x. (B) Campo para analise.Magnificacdo 100x. Abreviaturas:
(FM) Fibras musculares; (TC) Tecido conjuntivo; (SF) Scaffold. Coloracéo HE.
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Figura 7 - Esquema da localizac&o dorsal da implantacao dos scaffolds em ratos

(a) (b)

Localizacdo dorsal da implantacdo dos scaffolds. (a) Grupos contendo apenas 1 scaffold; (b) Grupos
contendo 2 scaffolds.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 8 - Procedimentos para a implantacéo dos scaffolds no interior da loja cirdrgica
subcutanea dorsal em ratos

(A) Tricotomia da regido dorsal, assepsia e incisao; (B) Loja cirtrgica; (C) Implantacdo do scaffold no
interior da loja cirdrgica subcutanea dorsal, (D) Scaffold no interior da loja cirargica; (E) Sutura; (F)
Recuperacao do animal com bolsa térmica e tira adesiva

Fonte: Autoria prépria

3.9 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Apoés a administracdo do analgésico opioide Tramadol (2mg/Kg, via IP), os
animais foram anestesiados com Isoflurano (Isoflurano®, BioChimico, Itatiaia, RJ,
Brasil) em uma campénula de vidro e mantidos em plano anestésico por meio de
mascara facial. Foi realizada anestesia local com cloridrato de Lidocaina 2% sem
vasoconstritor (Lidojet®, Embu-Guacu, SP, Brasil) (7mg/Kg) ao longo da linha de
incisdo para 0 acesso ao coracdo. A eutandsia foi executada por exsanguinacao
cardiaca, apos o aprofundamento do plano anestésico. O sangue foi centrifugado e o
plasma foi utilizado para as analises bioguimicas. Na sequéncia, com o auxilio de uma
tesoura, foi removida a area dorsal em que estava alojado o scaffold (2cm x 2cm) e,
aproximadamente, 0,5mm de tecido circunvizinho (Figura 9). Durante este processo,
os scaffold ndo aderiram ao tecido, sendo removidos da andlise histol6gica. Um
fragmento foi obtido e fixado em formalina tamponada (10%) por 72h para a avaliagdo

histoldgica.
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Figura 9 - Area removida referente a localizac&o dorsal do scaffold

Abreviatura: (AH) Anédlise histologica.
Fonte: Autoria propria.

3.10 PROCESSAMENTO E ANALISES HISTOLOGICAS

3.10.1 Processamento do material para analise histolégica

Apbs 72 h de fixagdo em formalina tamponada (10%), os fragmentos referentes
a area dorsal, na qual foram implantados os scaffolds utilizados para a analise
histol6gica, foram divididos em duas partes (Figura 10), sendo que uma peca
representava a regido central e outra, a externa. Apos o corte dos fragmentos, esses
foram dispostos em cassetes para 0 processamento no processador de tecidos
(INTELSINT- EFTP). Apds, os blocos foram orientados perpendicularmente ao molde
metalico e as pecas foram incluidas em parafina. Os cortes histologicos foram
realizados por meio de um micrétomo (YD-335 Computerized Microtome) com seccao
de 5um das regides central e periférica. Em seguida, foram montadas as laminas e
colocadas em uma estufa a 60°C por 24h para fundir a parafina. Logo apés este
processo, a lamina foi corada com hematoxilina e eosina (HE) para a mensuracao da

intensidade do infiltrado inflamatério.
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Figura 10 — Fragmento para analise histologica: regido central e externa

Abreviatura: (C) Central; (E) Externa.
Fonte: Autoria propria.

3.10.2 Coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE)

As laminas histologicas da pele dorsal foram coradas com HE, segundo o
protocolo do Laboratério de Patologia da UFSM.

ApoOs a desparafinacao dos cortes histologicos foi realizada a hidratacdo. Esse
processo inclui os seguintes passos: mergulha-se o cesto contendo as laminas nas
cubas de coloracdo seguindo a ordem &alcool etilico absoluto por 1min; alcool etilico
absoluto por 30s; alcool etilico 96°GL por 30s; alcool etilico 70°GL por 1min; agua
corrente por 1min.

Posteriormente a hidratacdo, realizou-se a coloracdo dos cortes histolégicos
obedecendo a seguinte sequéncia: corante Hematoxilina de Harris por 2min e 30s;
lavagem da cuba em agua corrente por 6min; secagem da agua; solucdo de Eosina
por 1min e 45s. A seguir foi realizada novamente a desidratacdo dos cortes
histol6gicos em cubas contendo alcool etilico e, na sequéncia, foi realizada a fixacao

do corante e conservacédo do material em duas cubas contendo Xilol.

3.10.3 Mensuracéo e analise histoldgica

As imagens para a analise histologica foram capturadas utilizando um
microscopio de luz (Microscopio Optico Binocular, Carl Zeiss, Alemanha) e
transferidas para um monitor, por meio de uma camera (AxioCam, Erc5s, Alemanha).
O programa utilizado para a visualizacdo e analise das imagens foi o software ZEN

lite 2012 para Windows.
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A intensidade inflamatéria foi avaliada por meio de escores, em um aumento
de 100x (MOURA, 2014; BAVARIYA, 2013; JRSTAVIK, MJOR, 1988). As
caracteristicas dos escores sao: (0) Ausente: auséncia de células inflamatérias; (1)
Leve: poucas células inflamatdrias, dispersas no tecido conjuntivo; (2) Moderada: um
grande numero de células inflamatorias localizadamente dispostas; (3)
Intensa/Severa: um grande numero de células inflamatorias dispersas no tecido
conjuntivo. Os dados correspondentes aos graus inflamatorios foram posteriormente
dicotomizados e considerados: (I) Boa biocompatibilidade: campos com escores 0 e 1
(ausente e leve); (II) Baixa biocompatibilidade: campos com escores 2 e 3 (moderado
e severo) (XUE et al., 2014). Além do infiltrado inflamatdrio, foi realizada uma analise
descritiva no local de implantacdo, observando a presenca de vasos sanguineos, de
fibroblastos e de células gigantes multinucleadas. Foram analisados trés campos
aleatérios de cada seccédo (central e externa), somando seis campos por animal e
totalizando trinta campos em cada grupo (MOURA, 2014). O avaliador foi treinado e
calibrado por um patologista experiente para a analise das laminas histoldgicas. Os
indices de concordancia Kappa inter-examinador e intra-examinadores foi de,

respectivamente,0,92 e, 0,92.

3.11 ANALISES BIOQUIMICAS

A coleta de sangue foi realizada por punc¢éo cardiaca, sob anestesia (cloridrato
de xilazina 2%, 6mg/Kg (Xilazin®, Syntec do Brasil LTDA, Cotia, SP, Brasil) associada
cetamina 10%, 70mg/Kg (Cetamin®, Syntec do Brasil LTDA, Cotia, SP, Brasil), e 0
sangue foi centrifugado (1300g por 15 min) para obter o plasma para as analises
bioquimicas. Utilizando aparelhos previamente calibrados, foram obtidos os seguintes
parametros bioquimicos para a avaliacdo do estresse oxidativo: niveis plasmaticos de

espécies reativas, niveis de peroxidacao lipidica, niveis de GSH e Vitamina C.

3.11.1 Determinacao dos niveis plasmaticos de espécies reativas (ER)

Os niveis de ER plasmaticos foram quantificados utilizando a mensuracdo da
oxidacao da diclorofluoresceina que foi determinada a 488nm para excitacdo e 525nm
para emissao (HEMPEL et al., 1999). As amostras foram adicionadas a um meio
contendo tampao Tris-HCI (0,01mM; pH 7,4) e 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato
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(DCFH-DA). Apés, as amostras foram incubadas, no escuro, durante 1h até o
procedimento de medigéo da fluorescéncia. Os niveis ER foram corrigidos pelo teor
de proteina (LOWRY et al., 1951) e expresso como uma percentagem dos valores de

controle (grupo SHAM).

3.11.2 Determinacgao dos niveis de peroxidacao lipidica plasmatica

O dano oxidativo aos lipidios foi estimado por meio da quantificacdo dos niveis
de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
reactive substances) por meio do cromogeno rosa, produzido pela reacdo do acido
tiobarbitirico com o malondialdeido (MDA), a 100°C e medido
espectrofotometricamente a 532nm (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Os resultados
foram expressos como nmol MDA/mL plasma.

3.11.3 Determinacéo dos niveis plasmaticos de GSH

Apébs a reacao do plasma com 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), os niveis
plasmaticos de GSH foram determinados, de acordo com Ellman (1959). A fracédo de
proteina do plasma foi precipitada com acido tricloroacético a 20%, seguido por

centrifugacédo. O teor de GSH foram expresso em GSH nmol/mL plasma.

3.11.4 Determinacédo dos niveis plasméaticos de VIT C

Para a determinacéo da VIT C, a técnica realizada foi descrita por Galley et al.
(1996) modificada por Jacques-Silva et al. (2001). O plasma foi centrifugado em uma
solucdo de &cido tricloroacético a 5%. Os sobrenadantes foram misturados com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (4,5mg/mL) e acido tricloroacético a 13,3% e incubados durante
3h a 37°C. Uma solugéo de acido sulfarico (65%) foi adicionado e as amostras foram
medidas espectrofotometricamente a 520nm. Uma curva padrdo, utilizando acido
ascorbico foi utilizada para calcular os niveis de VIT C que foram expressos como [g
VIT C/mL plasma.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, os graus inflamatorios foram analisados descritivamente em
cada tempo de avaliacdo (3 ou 30 dias). Para a analise comparativa entre os dois
periodos (3 e 30 dias) foi realizado o teste Mann-Whitney-Wilcoxon, utilizando o
escore inflamatério em cada grupo. A analise bioquimica foi realizada por meio do
teste two-way ANOVA, seguido do teste de Duncan. O programa utilizado nas analises
foi o Stata 12.0. O valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando
<0.05
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA DO GRAU INFLAMATORIO

Apos trés dias da implantacdo subcutanea dorsal dos scaffolds foi observado
um leve infiltrado inflamatério com formacdo de vasos sanguineos na maioria das
amostras analisadas dos grupos SHAM e PDS. Em poucos campos do grupo PDS foi
observado um grande numero células inflamatérias em pontos localizados,
caracterizando um grau inflamatério moderado.

Nesse mesmo periodo, nos grupos experimentais IMET e 1 CIPRO foram
observados um grau inflamatorio leve na maioria das areas analisadas e, em poucas
areas, um grau inflamatério moderado. Além disso, foram observados pequenos
vasos sanguineos e proliferacéo de fibroblastos no tecido circundante aos scaffolds.
Ja nos grupos 2MET e 2CIPRO, foram observados um maior nimero de areas
caracterizadas por um grau inflamatério moderado, demonstrando maior intensidade
da reposta inflamatoéria (Figura 11).

Decorridos os trinta dias de implantacéo subcutanea dorsal dos scaffolds, pode-
se observar uma diminuicdo da intensidade inflamatéria em todos os grupos
experimentais, destacando-se os grupos 2MET e 2CIPRO (Figuras 12 e 13). Nesse
mesmo periodo, os achados histologicos demonstraram a formacdo de tecido
conjuntivo, angiogénese e discreta presenca de células gigantes multinucleadas em
todos os grupos experimentais. Além disso, nenhum dos grupos em que os scaffolds
foram implantados apresentaram degradagcdo completa desse material. A descricéo
dos dados inflamatérios obtidos apds a andlise histologica nos diferentes periodos

estd demonstrada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricdo dos graus inflamatérios ap6s 3 e 30 dias da implantacéo

subcutanea dorsal de scaffold em ratos

3 DIAS 30 DIAS

Escores Escores

n (%) n (%)
Grupos 0 1 2 0 1 2
SHAM 6 (20) 24 (80) 0 0| 18(60) 12 (40) 0 0
PDS 1(3) 27(090) 2(7) 0| 22(73) 8(27) 0 0
1IMET 8(27) 19(63) 3 (10) 0| 17(57) 12 (40) 1(3) 0
1CIPRO 2(7) 22(73) 6(20) 0| 10(33) 20 (67) 0 0
2MET 1(3) 14 (47) 15 (50) 0| 11 (36) 17 (57) 2 (7) 0
2CIPRO 0 20(67) 10(33) 0| 13(43) 14(47) 3(10) 0

Dados descritivos, obtidos apds analise histologica de trés campos aleatérios de cada secc¢éo (central
e externa), totalizando seis campos por animal e 30 campos em cada grupo esperimental. Escores: (0)
Auséncia de células inflamatérias; (1) Leve: poucas células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo;
(2) Moderado: grande nimero de células inflamatérias localizadas; (3) Severo: grande nimero de
células inflamatédrias dispersas no tecido conjuntivo. Abrevia¢des: SHAM (controle negativo; sem
scaffold), (II) PDS (controle positivo; scaffold sem antimicrobiano), (I1I) LIMET (um scaffold PDS 25m%
Metronidazol), (IV) 2MET (dois scaffold PDS 25m% Metronidazol), (V) 1CIPRO (um scaffold PDS 25m%
Ciprofloxacina) e (VI) 2CIPRO (dois scaffold PDS 25m% Ciprofloxacina).
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Figura 11 - Infiltrado inflamatorio nos diferentes grupos experimentais apés 3 dias de
implantacédo subcutanea dorsal dos scaffolds em ratos.

(A) Grupo SHAM (controle negativo; sem implantacdo de scaffold); (B) Grupo PDS (controle positivo;
implantacdo de um scaffold PDS sem antimicrobiano); (C) Grupo 1MET (implantagdo de um scaffold
PDS 25m% metronidazol) ; (D) Grupo 2MET (implantagcéo de dois scaffold PDS 25m% metronidazol);
(E) Grupo 1CIPRO (um scaffold PDS 25m% ciprofloxacino); (F) Grupo 2CIPRO (dois scaffold PDS
25m% ciprofloxacino). Abreviaturas: (FM) Fibras musculares; (TC) Tecido conjuntivo; (SF) Scaffold;
(=) Seta preta indica vaso sanguineo; (=) Seta vermelha indica célula gigante multinucleada.
Magnificag&o: 100x. Coloracéo HE.
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Figura 12 - Infiltrado inflamatorio nos diferentes grupos experimentais apos 30 dias de
implantacédo subcutanea dorsal dos scaffolds em ratos.

(A) Grupo SHAM (controle negativo; sem implantacdo de scaffold); (B) Grupo PDS (controle positivo;
implantagdo de um scaffold PDS sem antimicrobiano); (C) Grupo 1MET (implantagdo de um scaffold
PDS 25m% metronidazol) ; (D) Grupo 2MET (implantacdo de dois scaffold PDS 25m% metronidazol);
(E) Grupo 1CIPRO (um scaffold PDS 25m% ciprofloxacino); (F) Grupo 2CIPRO (dois scaffold PDS
25m% ciprofloxacino). Abreviaturas: (FM) Fibras musculares; (TC) Tecido conjuntivo; (SF) Scaffold;
(=) Seta preta indica vaso sanguineo; (=) Seta vermelha indica célula gigante multinucleada.
Magnificagdo: 100x. Coloracdo HE
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Figura 13 — Comparacédo do infiltrado inflamatério dicotomizado apds a implantagcéo
subcutanea dorsal dos scaffolds nos diferentes periodos avaliados
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Os escores do grau inflamatério foram dicotomizados em: () Escores 0 e l:indicam boa
biocompatibilidade; (I) Escores 2 e 3:indicam baixa biocompatibilidade. Escores: (0) Auséncia de
células inflamatoérias; (1) Leve: poucas células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo; (2)
Moderado: grande namero de células inflamatorias localizadas; (3) Severo: grande nimero de células
inflamatdrias dispersas no tecido conjuntivo.

4.2 ANALISE QUANTITATIVA DA INTENSIDADE INFLAMATORIA

Os grupos experimentais apresentaram diferenca significativa (p=0,019)

guando comparados entre os periodos de 3 e 30 dias, demostrando que houve uma



41

diminuicdo da intensidade inflamatdria nos grupos experimentais, apos trinta dias da

implantacédo subcutanea dorsal dos scaffold. Os dados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 - Infiltrado inflamatodrio apds a implantacdo subcutanea dorsal dos scaffolds
em cada grupo experimental nos diferentes periodos avaliados

Grupos 3 dias % 30 dias % p
SHAM 1 80 0 60

PDS 1 90 0 73

IMET 1 63 0 56 0.019
2MET 2 50 1 56
1CIPRO 1 73 1 66
2CIPRO 1 66 0 46

Dados obtidos ap0s andlise de trés campos aleatérios de cada seccao (central e externa), totalizando
seis campos por animal e 30 campos em cada grupo esperimental. Escores: (0) Auséncia de células
inflamatérias; (1) Leve: poucas células inflamatérias dispersas no tecido conjuntivo; (2) Moderado:
grande numero de células inflamatérias localizadas; (3) Severo: grande nimero de células inflamatérias
dispersas no tecido conjuntivo. A analise estatistica revelou um nivel de significancia de 0.019.
Abreviacdes: SHAM (controle negativo; sem scaffold), (II) PDS (controle positivo; scaffold sem
antimicrobiano), (IIl) IMET (um scaffold PDS 25m% Metronidazol), (IV) 2MET (dois scaffold PDS 25m%
Metronidazol), (V) 1CIPRO (um scaffold PDS 25m% Ciprofloxacina) e (VI) 2CIPRO (dois scaffold PDS
25m% Ciprofloxacina).

4.3 ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os parametros de estresse oxidativo, aqui apresentados como niveis
plasmaticos de espécies reativas (ER), de peroxidacéo lipidica, GSH e vitamina C
foram descritos como média e erro padrédo da média nos grupos experimentais, em
trés e trinta dias. Os dados estéo ilustrados na Figura 11.

ANOVA de duas vias revelou uma significativa influéncia dos diferentes scaffold
nos niveis plasméaticos de espécies reativas. Apds 3 dias da implantacéo subcutanea
dorsal dos scaffolds, os grupos PDS, 2MET, 1CIPRO, 2CIPRO mostraram um
aumento dos niveis plasméticos de espécies reativas quando comparados ao grupo
SHAM e 1MET. Apos 30 dias, os grupos 1MET, 2MET e 2CIPRO mostraram redugéo
dos niveis plasmaticos de espécies reativas quando comparados ao dia 3.

ANOVA de duas vias revelou uma significativa influéncia dos diferentes
scaffolds nos niveis plasmaticos de peroxidacao lipidica. No dia experimental 3, os
grupos PDS, 1MET, 2MET, 1CIPRO, 2CIPRO mostraram um aumento dos niveis
plasmaticos de peroxidacao lipidica quando comparados ao grupo SHAM. Apds 30
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dias, os grupos PDS, 1MET, 2MET e 2CIPRO, mostraram reducdo dos niveis
plasmaticos de peroxidacgéo lipidica quando comparados ao dia 3.

ANOVA de duas vias revelou uma significativa influéncia dos diferentes
scaffolds nos niveis plasmaticos de GSH. Apds 3 dias da implantagdo subcutanea
dorsal dos scaffolds, os grupos 1MET, 2MET, 1CIPRO, 2CIPRO mostraram um
aumento dos niveis plasmaticos de GSH, quando comparados aos grupos SHAM e
PDS. Apos 30 dias, todos os grupos mostraram um aumento dos niveis plasmaticos
de GSH quando comparados ao dia experimental 3.

ANOVA de duas vias revelou uma significativa influéncia dos diferentes
scaffolds nos niveis plasmaticos de VIT C. Apds 3 dias da implantacdo subcutanea
dorsal dos scaffolds, houve um aumento dos niveis plasméticos de VIT C nos grupos
1MET, 2MET, 1CIPRO, 2CIPRO, quando comparados aos grupos SHAM e PDS. Apds
30 dias, apenas os grupos SHAM, PDS e 2CIPRO mostram maiores niveis

plasmaticos de VIT C quando comparados ao dia experimental 3.
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Figura 14 - Perfil oxidativo plasmatico dos animais em 3 e 30 dias em cada grupo
experimental apds o implante subcutaneo dorsal dos diferentes scaffolds
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minUsculas diferentes representam diferencas estatisticas intergrupos no mesmo periodo experimental.
(p<0,05). *Indica diferenca estatistica em 30 dias quando comparado a 3 dias (p<0,05).



44

5 DISCUSSAO

Electrospinning é uma técnica amplamente utilizada para sintetizar scaffold de
polimeros sintéticos ou naturais, usados nos sistemas de liberacdo de farmacos
(BOTTINO et al., 2011; 2012; GUPTE; MA, 2012; KENAWY et al.,, 2002). Neste
contexto, recentes estudos acerca de scaffold contendo antibidticos tém demonstrado
uma liberac&o controlada desses farmacos, culminando na reducéo e/ou controle da
infeccdo (KIM et al., 2004; RUCKH et al., 2012). Neste estudo, avaliou-se, pela
primeira vez, a biocompatibilidade de um sistema de libera¢éo de farmacos utilizando
scaffolds nanofibrosos de PDS contendo os antimicrobianos Metronidazol ou
Ciprofloxacina sintetizados pela técnica eletrospinning, utilizando um modelo de
implantacdo subcutanea dorsal em ratos. O estudo da biocompatibilidade deve ser
baseado em diferentes critérios, uma vez que essa ndo é definida somente pela
interacado do material e um tipo celular, mas através de diversos eventos que podem
interferir na resposta do hospedeiro (KOHANE; LANGER 2010). Devido a isso, neste
estudo, para a avaliacdo da biocompatibilidade dos scaffolds contendo os diferentes
antimicrobianos, foram utilizados parametros de inflamacdo local e de estresse
oxidativo sistémico.

Os resultados do presente estudos demonstraram que o procedimento cirlrgico
(incisdo) na regido dorsal dos ratos foi bem-sucedido, como observado pela
inflamacéo local leve, a qual foi relacionada aos baixos niveis de espécies reativas e
peroxidacao lipidica sistémica apresentados pelo grupo SHAM, que ndo teve nenhum
scaffold implantado. Do mesmo modo, a implantacdo dorsal subcutanea de uma
unidade de scaffold sem antimicrobianos também foi bem conduzida uma vez que
uma inflamacdo leve maioria das areas analisadas foi observada no grupo PDS,
similar ao grupo SHAM. Gallapudi e colaboradores (2014) demonstraram que
nanofibras de Polidioxanona implantadas em ratos ndo provocaram nenhum efeito
adverso inflamatério tecidual significativo, comprovando a biocompatibilidade do
material, 0 que esta de acordo com nossos achados. No que se refere ao estresse
oxidativo sistémico, a implantacdo subcutanea de um scaffold sem antibiético induziu
uma maior liberagdo de espécies reativas, culminando em maiores niveis plasmaticos
de peroxidagéo lipidica no grupo PDS quando comparado ao grupo SHAM, no dia
experimental 3. Este achado pode estar relacionado a presenca do biomaterial na

regido subcutanea, o qual pode ter induzido o recrutamento de células leucocitarias e



45

produtos da degradacédo do biomaterial e a subsequente geracdo espécies reativas, 0
que esta de acordo com estudos prévios (ANDERSON, 2001; CHANG et al., 2005,
TSARYK et al., 2013).

Recentemente, tem sido demostrado o papel do estresse oxidativo no processo
inflamatorio, na cicatrizacao e na fibrose tecidual, os quais sdo eventos criticos apés
a implantacdo de biomateriais (MOUTHUY et al, 2016). De particular importancia, as
espécies reativas modulam os processos de inflamacao e cicatrizacdo, uma vez que
orquestram o recrutamento e a funcao dos leucdcitos e macréfagos (NIETHAMMER
et al.,, 2009; WATTAMWAR; DZIUBLA, 2012). Além disso, a implantacdo de
biomateriais pode estimular a formacdo de oxidantes, tanto pelo constante ataque
oxidativo induzido pelas células imunes, como pelos seus produtos de degradacao
(CHANG et al., 2005, TSARYK et al., 2013), como observado aqui pelos niveis
plasmaticos de MDA plasmaticos, produto finais de peroxidacao lipidica, na avaliacao
do terceiro dia no grupo PDS. Ainda que o grupo PDS tenha mostrado maiores niveis
plasmaticos de espécies reativas e de peroxidacdo lipidica comparado ao grupo
SHAM na avaliacéo do terceiro dia, niveis baixos ou moderados de oxidantes podem
induzir alteracdes nas vias de sinalizacéo intracelulares em resposta a altera¢des das
condi¢fes extra e intracelulares, mantendo a funcao fisiolégica da célula (REUTER et
al., 2010). Quando a cicatrizagdo de feridas envolve biomateriais, esses oxidantes
podem orquestrar as diferentes fases da inflamacéo, o que leva a integracdo bem-
sucedida do scaffold (MOUTHUY et al., 2016), tal qual demonstrado no grupo PDS.
Quando a exposicdo ao agente oxidante € excessiva ou prolongada, pode levar a uma
inflamacéo crénica e a perda da biocompatibilidade e da funcéo do biomaterial (LIN et
al., 2014). Neste contexto, a biocompatibilidade do biomaterial requer um equilibrio
entre a producéo e a eliminacéo de oxidantes (MOUNTHUY et al., 2016).

Todos os organismos possuem um complexo sistema antioxidante de defesa
que contrabalanca os oxidantes enddgenos e exdgenos aos quais 0 corpo esta
constantemente exposto. Esse pode ser enddgeno ou ser obtido por via exdgena, e
inclui enzimas como a CAT, a SOD e a GPx, entre outras; e pequenas moléculas
soltveis em agua, como a VIT C e a GSH. A GSH é uma das moléculas menores mais
ubiquitarias na defesa antioxidante e reage com os oxidantes através do seu residuo
de cisteina formando glutationa oxidada. A VIT C (acido ascoérbico), por sua vez,
protege os compartimentos aquosos celulares uma vez que é capaz de quelar radicais

livres e formar um radical ascorbil, que € mais estavel e apresenta pouco dano



46

oxidativo (AUGUSTYNIAK et al. 2010). Ademais, as moléculas oxidadas de VIT C sédo
regeneradas pela GSH, que converte a VIT C de volta a sua forma ativa (ISMAIL et
al., 2015). No presente estudo, a implantacéo subcutanea dorsal de um scaffold sem
antimicrobianos (grupos PDS) foi relacionada a niveis plasmaticos de GSH e VIT C
similares aqueles do grupo SHAM na avaliacéo do terceiro dia. Esses achados podem
ser atribuidos ao n&do recrutamento do sistema de defesa antioxidante sistémico apos
a implantagcdo de um scaffold (grupo PDS). No entanto, apés 30 dias, houve um
aumento nos niveis desses antioxidantes ndo enzimaticos nos referidos grupos
experimentais (SHAM e PDS), que permaneceram similares entre si e entre os demais
grupos experimentais. O aumento nos niveis plasméaticos de GSH observados nos
grupos SHAM e PDS no trigésimo dia experimental, comparados aos seus proprios
niveis no terceiro dia, pode ser atribuido ao processo catalitico do sistema glutationa
para a manutencdo dos niveis adequados de GSH necessarios para a protecado
antioxidante, uma vez que representa, juntamente com o sangue, uma das primeiras
defesas sistémicas contra a peroxidacao lipidica (AHMED et al., 2000).

Os scaffolds contendo antibidticos tém sido demonstrados como uma
ferramenta promissora para o aperfeicoamento das estratégias regenerativas,
proporcionando um sistema de administracdo de farmacos em que 0s mesmos podem
ser liberados de forma controlada, em doses eficazes e baixas, quando comparadas
aos tratamentos convencionais (BOTTINO et al.,, 2013). Recentemente, scaffolds
contendo antibiéticos tém sido utilizados em estudos que avaliaram sua capacidade
antimicrobiana e sua citocompatibilidade na regeneracdo endodontica (BOTTINO et
al., 2013) e periodontal (BOTTINO et al.,, 2011). No presente estudo, os scaffold
contendo os antimicrobianos, exceto o grupo 1CIPRO, foram relacionados ao
aumento dos niveis plasméticos de peroxidacao lipidica apds 3 dias de implantacéo
subcutédnea quando comparados ao grupo SHAM. Interessantemente, 0 grupo
1CIPRO mostrou niveis plasméticos de peroxidacao lipidica similares ao grupo SHAM
na mesma avaliacdo. Esses resultados podem estar relacionados a indugdo do
sistema antioxidante de defesa comprovado pelo aumento dos niveis plasmaticos de
GSH e VIT C observados em todos 0s grupos que tiveram um ou dois scaffolds
implantados com Metronidazol ou Ciprofloxacina, independente do antibiotico
empregado, comparados aos grupos SHAM e PDS.

Na avaliacao do terceiro dia apos a implantacao dos scaffolds, no que se refere

a resposta inflamatoria, essa foi mais intensa nos grupos em que foram implantadas
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duas unidades de scaffold em comparacao aos grupos SHAM e PDS, bem como aos
grupos experimentais contendo apenas um scaffold (1CIPRO e 1MET). A maior
resposta inflamatéria exibida pelos grupos 2MET e 2CIPRO pode estar relacionada
aos dois acessos cirargicos realizados na regido dorsal destes animais durante o
procedimento de implantagdo, conforme demonstrado em estudos anteriores
(ANDERSON, 2001; ANDERSON; RODRIGUEZ; CHAN, 2008). Ao comparar 0s
grupos que tiveram dois scaffolds contendo antibiéticos implantados, o grupo 2MET
mostrou mais campos histolégicos com células inflamatdrias. Este achado pode estar
relacionado com uma maior libertagcdo de Metronidazol apds 48h da implantacdo do
biomaterial, tal como demonstrado no estudo in vitro (BOTTINO et al., 2013), em que
dois scaffolds contendo Metronidazol foram capazes de libertar 44% da droga em
comparacao aos scaffolds contendo Ciprofloxacina, que liberaram 27,52%. Ademais,
a alta concentracéo de farmacos liberados pela presenca de dois scaffolds aliada a
sua rapida liberacao inicial podem gerar uma toxicidade tecidual aguda (BERGERON,
1986), o que esta de acordo com nossos achados. Entdo, os farmacos devem ser
liberados de forma gradual e homogénea, evitando efeitos deletérios aos tecidos, uma
vez que uma liberacédo inicial rapida pode levar a um efeito toxico tecidual agudo
(TESFAMARIAM, 2008; KOHANE; LANGER, 2010).

ApoOs trinta dias de implantacdo dos scaffolds, o recrutamento do sistema
antioxidante de defesa pela presenca do scaffold na regido subcutanea e,
consequente peroxidacao lipidica, ficou evidente uma vez que 0s niveis plasmaticos
de GSH e VIT C diminuiram na avaliacdo do trigésimo dia, igualando-se aos niveis
dos grupos SHAM e PDS. Os niveis plasmaticos de peroxidac¢éo lipidica exibidos por
todos os grupos que tiveram scaffolds implantados subcutaneamente foram similares
entre si e ao grupo PDS apdés 30 dias do procedimento cirdrgico. Esse resultado
comprova a acdo protetora do sistema antioxidante plasmético, que evitou a acéo
oxidante das espécies reativas sobre os lipidios celulares, uma vez que os niveis de
especies reativas ainda permaneceram maiores em todos 0s grupos com scaffolds
implantados quando comparados ao grupo SHAM na avaliagdo do trigésimo dia. Em
relacdo a resposta inflamatoria, nesse mesmo periodo, pode-se observar uma
diminuicao significativa do infiltrado inflamatorio em todos 0s grupos experimentais.
Além disso, pode-se notar a presenca de tecido fibroso, proliferacdo de vasos
sanguineos e a formacao de células gigantes multinucleadas em todos os grupos em

gue o biomaterial foi implantado. Estes eventos sdo caracteristicos da reacao de corpo
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estranho, que é identificada pela presenca de células gigantes multinucleadas e
componentes do tecido de granulagédo (macréfagos, fibroblastos e vasos sanguineos).
Essa reacdo ocorre principalmente em materiais com superficies porosas, como 0s
scaffolds, e é considerada um dos processos para a cicatrizacdo de tecidos
(ANDERSON; RODRIGUEZ; CHAN, 2008) e que também demonstram a
biocompatibilidade do biomaterial aqui investigado.

Em resumo, os dados histolégicos mostraram que os scaffolds de PDS
contendo os antimicrobianos nao induziram inflamacdes severas apos trinta dias de
avaliacdo. Além disso, nenhum dano oxidativo aos lipidios foram observados apds a
implantacdo subcutanea dorsal dos scaffolds de PDS contendo Metronidazol ou
Ciprofloxacina a longo prazo. Ainda, esses biomateriais puderam incitar mecanismos
antioxidantes de defesa, entéo evitando o dano oxidativo que pode ser gerado pelas
espécies reativas induzidas pela implantacdo do biomaterial. Baseado nos achados
preliminares do presente estudo, pesquisas adicionais sdo necessarias para confirmar
as relacbes descritas aqui, a fim de ampliar o conhecimento acerca da

biocompatibilidade dos scaffolds, especialmente quando contiverem antibiéticos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, a biocompatibilidade de scaffolds de PDS contendo os
antibioticos Metronidazol ou Ciprofloxacina foi avaliada em um modelo animal de
implantacdo subcutdnea dorsal. Porém, apesar desse modelo apresentar vantagens
devido ao tecido subcutaneo de ratos apresentar semelhancas ao dos humanos, ainda
se faz necessario estudos clinicos para sua utilizacdo na clinica diaria. No que se
refere as etapas da pesquisa, foram preconizados a exatiddo metodoldgica, a fim de
controlar os possiveis vieses que comprometessem os resultados do presente estudo.

Com base nos pardmetros histologicos e de estresse oxidativo sistémico
encontrados nesse estudo, sugere-se que os scaffolds contendo os antibidticos
Metronidazol ou Ciprofloxacina apresentaram biocompatibilidade. Ainda, a quantidade
de scaffolds implantados, bem como a concentracdo dos farmacos incorporados na
sua estrutura, parece induzir respostas inflamatérias e bioquimicas agudas
observados apos trés dias da implantacao, as quais tiveram sua intensidade reduzida,
atingindo os niveis do grupo controle (SHAM) na avaliacao do trigésimo dia.

Dessa forma, a partir dos resultados desse estudo, concomitantemente aos
achados do estudo in vitro realizado anteriormente, os scaffolds de PDS contendo os
antibiéticos de Metronidazol ou Ciprofloxacina podem ser utilizados, futuramente,
como sistemas de liberacdo de farmacos. Como perspectivas, estudos sobre a
degradacédo e eficacia desse sistema de liberacdo de farmacos frente a bactérias
patogénicas em testes in vivo devem ser realizados a fim de complementar os dados

obtidos dessa pesquisa.
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