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Resumo— As malformagbes congénitas e perdas de tecidos especializados tais como 0sso, musculo, pele, entre outros
representam um desafio a cirurgia reparadora. Atualmente, uma area de pesquisa biomedica, denominada engenharia de
tecidos, € uma ciéncia que alia conhecimentos de biologia e engenharia e que estuda novas formas de producgdo de
tecidos para uso em cirurgias reparadoras. Entre os biomateriais utilizados, as chamadas matrizes ou scaffolds podem
ser formadas por fibras em escala nanomeétricas, que, quando associados a terapia celular, simulam a matriz extracelular,
funcionando como arcabougo para a adesdo e proliferagdo celular. No entanto, é necessario, que os materiais utilizados
possuam biocompatibilidade com os tecidos adjacentes. Devido a isso, esse trabalho teve como finalidade verificar a
biocompatibilidade de diferentes tipos de scaffolds, analisando a reacdo tecidual quando os mesmos foram implantados
subcutaneamente em ratos.
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Introducéo

Os casos de malformacgdes congénitas e perdas de tecidos especializados como o tecido dsseo, muscular, cutaneo, entre
outros representam um desafio a cirurgia reparadora. Uma nova area de pesquisa biomédica, denominada engenharia de
tecidos (ET), alia 0 conhecimento de biomateriais, células e biomoléculas para a formacéao de tecidos humanos. Entre 0s
biomateriais utilizados na ET existem matrizes, ou scaffolds, que irdo funcionar como arcabougo para a adesdo e
proliferacdo celular. Diversas técnicas sdo utilizadas para a produgdo dos scaffolds, entre elas a técnica de
electrospinning. Essa técnica funciona pelo principio eletrostatico, onde sdo processados diferentes polimeros derretidos
ou solucGes poliméricas produzidos a partir de diferentes associages de polimeros e solventes. Durante o processo, 0
solvente ird evaporar e o que restara serdo fibras poliméricas de dimensdes nanométricas ou micrométricas, produzindo,
assim, os scaffolds de nanofibras que simulam a matriz extracelular. Polimeros naturais ou sintéticos podem ser
utilizados para a produgdo desses scaffolds. Com o foco na regeneracdo tecidual, os materiais desenvolvidos devem ser
biodegradaveis, biorreabsorviveis e biocompativeis para serem introduzidos no organismo animal [1,2]. Entre os
polimeros sintéticos disponiveis ha o co-polimero acido poli (latico-co-glicélico) (PLGA), o qual é uma associacdo
entre os polimeros de acido latico e de acido glicélico, sendo o PLGA comumente utilizado na ET. A degradacdo do
PLGA nos tecidos humanos ocorre através da hidrélise de suas ligacBes ésteres para produzir os mondmeros acido
latico e acido glicdlico. Desse modo, esse polimero é facilmente metabolizado no organismo via o ciclo de Krebs e
entdo é eliminado, sendo 0 mesmo amplamente utilizado. Outro polimero sintético bastante utilizado na bioengenharia é
o0 poli (DL-4cido-latico) (PDLLA), que é um acido com alto peso molecular e que possui boa biocompatibilidade. Os
scaffolds de PDLLA podem ser associados a microalga Spirulina, a qual apresenta fungBes bioldgicas muito
importantes. Essa alga € rica em proteinas, acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais. Alguns estudos clinicos
demostraram que essa microalga contém polissacarideos com efeitos antiinflamatérios e &cidos graxos com
propriedades antibacterianas e antifingicas [3-5]. Com isso, estd comprovado que a Spirulina pode ser usada como um
aditivo farmacéutico ou nutritivo sem causar riscos a satde [6-8]. Entre os polimeros naturais, existe o acido hialuronico
e 0 colageno, os quais sdo materiais extensivamente pesquisados para a producdo de scaffolds. O colageno é a proteina
mais abundante da matriz extracelular natural e a sua sequéncia de aminoacidos é altamente conservada entre diferentes
espécies de vertebrados. Por essa razdo, os produtos derivados do colageno apresentam baixa imunogenicidade, mesmo
quando obtidos de fontes xenogénicas. O acido hialurénico € membro de uma classe de polissacarideos denominados
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glicosaminoglicanos. Fisiologicamente, ele apresenta um papel importante nos processos de migragdo celular,
regeneracdo tecidual e modulacdo da resposta inflamatéria. O requisito minimo para a implantagdo de materiais em
tecidos vivos é a biocompatibilidade. Qualquer um material estranho é colocado no interior de tecidos vivos, 0 mesmo
provoca uma resposta que varia quanto a sua extensdo, intensidade e duragdo, determinando assim a sua
biocompatibilidade ou ndo, ou seja, um estado de mdtua coexisténcia entre um material e 0 ambiente fisiologico [9].
Dessa forma, o presente trabalho teve por finalidade verificar a biocompatibilidade de diferentes composicdes de
scaffolds implantados em tecido subcutaneo de ratos, apés diferentes periodos experimentais.

Parte Experimental

Doze ratos wistar (rattus norvegicus albinus wistar) machos, com 60 dias de vida, foram mantidos em estantes
ventiladas, com temperatura controlada (22°C) e ciclo claro-escuro de 12 h. Os animais receberam ragdo e agua ad
libitum. Os 12 ratos foram divididos em quatro periodos experimentais (7, 14, 30 e 60 dias) para a analise do processo
inflamatdrio apds implantacéo dos scaffolds.

Cada animal foi anestesiado e submetido a tricotomia da regido dorsal, a qual foi executada manualmente, assim como a
area de implante foi desinfetada com solugdo de &lcool-iodo. Cinco incisbes de 0,5 cm de comprimento foram
realizadas no dorso do animal com pelo menos 2 cm de distancia uma da outra. Com o uso de uma tesoura apropriada e,
divulsionando a lateral do tecido subcutaneo, cinco cavidades cirtrgicas foram preparadas. Tubos de polietileno, com
cerca de 5 mm de comprimento e 1,5 mm de diametro, foram autoclavados para que os scaffolds fossem entdo
colocados em seu interior. Os scaffolds foram preparados de acordo com os protocolos ja estabelecidos e introduzidos
nos tubos de polietileno em capela de fluxo laminar. Os quatro tipos de scaffolds foram desenvolvidos conforme
descritos a seguir. Os scaffolds de coldgeno foram produzidos com gelatina e &cido hialurdnico na proporgéo de (9:1).
As concentragfes usadas para a producdo de matrizes por electrospinnig foram 7 mg/mL. A solucdo de PDLLA
utilizada foi 7% (m/m). A solucéo de PDLLA com Spirulina foi de 8% (m/m) de PDLLA e 2% (m/m) de Spirulina. A
solucéo de PLGA foi utilizada na concentragdo de 12% de PLGA (m/v). Os tubos de polietileno foram preenchidos com
os scaffolds foram inseridos em cavidades cirdrgicas paralelamente a incisdo. Os tubos foram distribuidos da seguinte
maneira;

. 1- tubo com scaffold de PLGA

. 2- tubo com scaffold de colageno e acido hialurdnico
. 3- tubo com scaffold de PDLLA

. 4- tubo com scaffold de PDLLA + Spirulina

. 5- tubo controle, sem material

Inicialmente, os scaffolds das diferentes composi¢fes foram confeccionados e introduzidos nos tubos de polietileno para
que os mesmos fossem cortados com 5 mm de comprimento (figura 1 A, B, C, D).

Para atingir o objetivo, os animais foram anestesiados e submetidos & implantagéo de tubos de polietileno contendo as
diferentes composi¢des de scaffolds (figura 2). Decorrido cada periodo experimental (7, 14, 30 e 60 dias) pos-
operatério, 3 ratos foram selecionados aleatoriamente e sacrificados para a analise das regides de interesse ao estudo.
Imediatamente apds o sacrificio, foi realizada novamente uma tricotomia e bidpsia excisional da area do implante, com
uma margem de seguranca de 1 cm. As amostras obtidas foram colocadas em papel disco e fixadas em formol
tamponado a 10% por 24 horas. Em seguida, foram submetidas ao processamento histoldgico de rotina, e emblocadas
em parafina. Cortes de 5pm de espessura foram realizados no longo eixo de cada tubo e corados com hematoxilina e
eosina.

Dessa forma, com o auxilio de um microscépio Optico de luz, foi possivel verificar o tipo e a intensidade do processo
inflamatério relacionado a implantacdo subcutanea de cada uma das diferentes composicGes de scaffolds.

A biocompatibilidade foi avaliada por analise do infiltrado inflamatério. O componente inflamatdrio celular foi
identificado pela presenca de neutrofilos, linfocitos, plasmécitos, eosinéfilos, macréfagos e células gigantes. Os cortes
foram analisados com o auxilio de um microscépio Otico por um pesquisador experiente e calibrado.Os eventos
inflamatérios foram classificados de acordo com a seguinte escala: (1) ausente: a inflamagdo estava ausente ou dentro
dos vasos sanguineos, (2) leve: as células estavam presentes, embora esparsas ou em grupos reduzidos, (3) moderada: as
células estavam presentes, mas ndo dominam o campo microscopico e (4) intensa: as células estavam presentes na
forma de um infiltrado perto do material usado. Baseado nessa escala, as rea¢Oes inflamatorias foram avaliadas nos
cinco grupos de estudo. A condensacdo das fibras foi classificada de acordo com a seguinte escala: (1) auséncia de
fibras colagenas, (2) presenca de uma fina camada de fibras colageno e (3) presenca de uma espessa camada de fibras
colagenas. O abscesso em formacdo foi classificado da seguinte forma: (1) auséncia de abscesso, (2) presenga de
abscesso em contato com a cavidade onde o material cirGrgico foi inserido e (3) presenca de abscesso de areas de
abscesso longe da cavidade cirdrgica onde o material foi inserido. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais da UFRGS (n° 23582).
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O teste de Friedman foi utilizado para comparar as variaveis entre 0s grupos de estudo, uma vez que esse estudo
examinou amostras dependentes. Sempre que diferencas estatisticamente significativas foram observadas, o teste de
Friedman foi complementado com o teste de Wilcoxon. Quando as varidveis foram avaliadas entre os diferentes
periodos experimentais, a comparagdo entre os resultados foi realizada para amostras independentes e foi realizado o
Teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney, para 0s casos onde as diferencas estatisticamente
significativas foram detectadas. O nivel de significancia foi fixado em 0,05.

Resultados e Discussao

Por meio dos dados obtidos a partir das laminas histolégicas (figura 3), ndo foi possivel estabelecer diferenca estatistica
entre as variaveis analisadas no estudo. No entanto, houve uma tendéncia de aumento estatisticamente significativo nas
respostas inflamatérias aos scaffolds de PDLLA/Spirulina (grupo 4) (neutréfilos, p = 0,05; linfocitos/plasmacitos, p =
0,09). A presenca de abcessos também mostrou uma tendéncia de aumento no grupo 4 (p = 0,07). N&do houve diferenca
estatistica, em todos os grupos, quanto ao aparecimento de fibroplasia, bem como a presenca de eosindfilos,
macréfagos/células gigantes e linfécitos/plasmdcitos.

Devido a falta de diferenca estatistica nos resultados, a partir dos 12 animais que fizeram parte da fase | do estudo
inicial, realizou-se novo calculo do tamanho da amostra para os grupos, utilizando-se como base os resultados da
variavel “neutrofilos”. O tamanho de cada grupo ficou entre 6 e 7 (poder de 80%, alfa de 5% (bicaudal) para permitir a
observacdo de diferencas de 1 ponto). Dessa forma, um nimero adicional de 12 ratos (3 animais para cada periodo
experimental) foram submetidos aos testes de biocompatibilidade, com a finalidade de estabelecer uma amostra
representativa e dados mais consistentes. As amostras obtidas desses animais estdo sendo processadas para posterior
andlise.

Figura 1- (A e B) Scaffold produzido a partir da solugdo de PLGA e parte do scaffold retirado e introduzido no tubo de
polietileno. (C e D) Scaffold introduzido no tubo e o corte realizado para confec¢do de tubos de 5 mm de comprimento.

Figura 2. (A) Rato anestesiado e incisado em sua regido dorsal para implantagéo dos tubos. (B) Momento da
implantacéo do tubo.
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Figura 3. (A e B) Amostra do grupo controle aos 14 dias. (C e D) Amostra do grupo &cido hialurénico aos 14 dias. (E e
F) Amostra do grupo PLGA aos 14 dias. (G e H) Amostra do grupo PDLLA sem Spirulina aos 14 dias. (I e J) Amostra
do grupo PDLLA com Spirulina aos 14 dias.

Concluséao

Os resultados parciais obtidos através da andlise histolégica dos 12 animais estudados ndo mostraram diferenca
estatisticamente significativa entre os materiais, indicando serem os mesmos apropriados para uso na engenharia de
tecidos.No entanto, como houve uma tendéncia para 0 aumento estatistico nas respostas inflamatorias e presenca de
abcessos nos scaffolds de PDLLA/Spirulina, optou-se por aumentar o nimero de amostras para confirmagdo da
biocompatibilidade ou ndo desse grupo de biomaterial. A fibroplasia, a presenca de eosindfilos, macréfagos/células
gigantes e L/P também ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. A fim de confirmar os resultados, foram
incluidos no estudo mais 12 animais, com o objetivo de aumentar o tamanho da amostra. As analises relacionadas ao
novo grupo de 12 animais estdo sendo realizadas. No entanto, os resultados parciais ja analisados indicam que os
biomateriais, com excecdo do grupo PDLLA/Spirulina, parecem apresentar uma resposta adequada dos tecidos quando
implantados no tecido conjuntivo de ratos e podem ser considerados como uma ferramenta biocompativel e, portanto,
apropriada para uso na engenharia de tecidos.
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