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Resumo: Avaliacdo da biocompatibilidade é etapa de caracteriza¢do bioldgica fundamental para
validacdo e seguranca pré-clinica de um novo biomaterial. Xenoenxertos 6sseos tém sido amplamente
utilizados em tratamentos cirdrgicos médico-odontoldgicos e fontes sustentaveis sdo buscadas para
reduzir o impacto ambiental da industria agropecuéaria. O objetivo desse estudo foi a caracterizacao
da biocompatibilidade de hidrogéis provenientes de subprodutos avicolas. Baseado na norma 10993-
6, foram utilizados 60 camundongos machos adultos jovens, sendo criadas na regido troncodorsal
bilateralmente 2 bolsas subdérmicas para implantacdo dos materiais-teste (hidrogéis a base de
colageno, queratina e apatita) e usados como controle contralateral o préprio coagulo sanguineo e
uma membrana colagena xendgena comercial. Ap0s 0s tempos experimentais de 1, 3 e 9 semanas,
foi realizada eutanasia dos animais, necropsias excisionais das areas de enxerto e analise
histopatoldgica descritiva permitiu acompanhar os fenémenos inflamatérios, de reparo e
biodegradacdo. A praticabilidade e rapida obtencdo de resultados bioldgicos tornam este modelo
experimental indicado para testes in vivo preliminares de novos biomateriais xendgenos para futura
aplicacdo em seres humanos.
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INTRODUCAO

A industria avicola no Brasil vem avangando cada vez mais no cenério mundial e o hoje o pais
ja estd entre os maiores produtores, exportadores e consumidores de carne de frango. Segundo o
Relatorio Anual de 2018 da Associagdo Brasileira de Proteina Animal, o Brasil € o maior exportador
mundial de carne de frango, destinando 4,3 milhGes de toneladas para fora do pais e o0 segundo maior
produtor mundial, produzindo 13,05 milhGes de toneladas de carne de frango, atras apenas dos
Estados Unidos. Esses valores apontam para a grande relevancia econdmica deste setor para o Brasil.
(ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL, 2018).

Na industria avicola ha geracdo de residuos e subprodutos em grande volume, sendo importante
a busca de estratégias de gestdo que impactem positivamente na economia e no meio ambiente
(JAYATHILAKAN et al., 2012). Penas, visceras, cabecas, pés, carcacas, peles e 0ssos s&o
descartados, entretanto tais residuos representam fontes de proteinas, lipideos e minerais com
potencial de exploracdo para a producdo de biomateriais xendgenos enxertaveis aplicados a Medicina
e Odontologia (WANG et al., 2017; CASTRO-SILVA; LIMA; GRANJEIRO, 2013).
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A biocompatibilidade de um material pode ser definida como “uma expressao de benignidade
darelacdo entre um material e seu ambiente biologico” (SAKAGUCHI; POWERS, 2012). O principal
objetivo da avaliacdo da biocompatibilidade é a determinacdo de efeitos toxicos ou respostas que
poderdo causar danos ou efeitos adversos no organismo hospedeiro (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2007). As trés principais respostas que devem ser
levadas em consideragéo nos testes de biocompatibilidade séo as rea¢des inflamatorias, cicatrizagdo
de ferimentos e reac¢des de imunotoxicidade (SAKAGUCHI; POWERS, 2012).

O objetivo desse trabalho foi descrever o teste de biocompatibilidade normalizado em tecido
subcutaneo murino que dispde sobre a avaliacdo de efeitos locais ap6s implantacdo de dispositivos
médicos, como parte de pesquisa corrente visando a analise histopatologica in vivo de biomateriais

xendgenos derivados da industria avicola.

METODOLOGIA

Este trabalho original integra uma dissertacdo em Biotecnologia da Universidade Federal do
Ceard (UFC), Campus de Sobral, intitulada “Caracterizacdo da biocompatibilidade de hidrogéis
compostos de colageno, nanoqueratina e bioapatita derivados da industria avicola”, com previsdo de
defesa em fevereiro de 2019, e teve aprovacio pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFC
(protocolo n. 04/2017).

O modelo experimental foi constituido por camundongos albinos da espécie Mus musculus,
variedade Swiss, adultos e do sexo masculino, pesando entre 30 e 40 gramas. Os animais foram
anestesiados por meio de aplicacdo intramuscular de solucéo anestésica, composta por 100mg/kg de
ketamina e 12mg/kg de xilasina, com duracdo de efeito entre 30 e 40 minutos. A regido dorsal dos
animais foi tricotomizada mecanicamente e degermada com clorexidina 0,5%. Em cada espécime,
foram realizadas duas incisdes lineares na regido dorsal, com cerca de 1cm de comprimento cada,
onde foram criadas as bolsas subcutaneas para a inser¢do dos materiais-teste.

Todos os materiais-teste foram produzidos por meio de subprodutos da industria avicola
(ossos, pele e penas) e caracterizados previamente através de andlises fisico-quimicas pela
EMBRAPA-CNPAT (Fortaleza, CE, Brasil). Quatro grupos de hidrogéis foram utilizados nos testes:
1) 100% colageno; 2) 90% colageno + 10% apatita; 3) 90% colageno + 10% queratina; e 4) 90%
colageno + 5% hidroxiapatita + 5% queratina. Como controles positivos, foram enxertadas membrana
colagena comercial de origem bovina (Criteria, SP, Brasil) ou 0sso mineralizado comercial de
oriegem bovina (Criteria, SP, Brasil). Em seguida, foi realizada a sutura com fio nylon 4.0. As etapas

do procedimento cirdrgico podem ser observadas na Figura 1.



ANIMAL ANESTESIADO

TRICOTOMIA INCISAO LINEAR INSERCAO DO BIOMATERIAL SUTURA POS OPERATORIO
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Figura 1 — Teste ect6pico de biomaterial em tecido subcutaneo de camundongos. Fonte: prdpria.

Os animais foram eutanasiados através da sobredose anestésica, onde foi administrado um
volume 5 vezes maior do que a dose usual por meio de via intraperitoneal, nos tempos experimentais
de 1, 3 e 9 semanas ap0s o procedimento cirdrgico, de acordo com a ISO 10993-6. Constatada a morte
do animal, foi realizada a necropsia excisional, contendo a area onde foi feito o enxerto. Cada amostra
seguiu para processamento histologico, permitindo avaliagGes semiquantitativas dos processos gerais
de inflamagé&o, reparo e persisténcia do enxerto nas diferentes condi¢des experimentais, baseados na
norma I1SO 10993-6 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2007).



RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

O padrdo histolégico obtido nos grupos experimentais e controles, com énfase em suas
composi¢des de derivacdes xenogenas, & demonstrado na Figura 2 e confirma, através da observacéo
da reacdo inflamatoria, de reparo e biodegradacgéo ao longo do periodo experimental, a validade desse

modelo in vivo para teste de biomateriais.
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Figura 2 —Analise histopatolégica do tecido subcutdneo de camundongos com enxerto de materiais-teste de
colageno, queratina e bioapatita (A, 1 semana, B, 3 semanas e C, 9 semanas) e seus respectivos controles (D,
1 semana, E, 3 semanas e F, 9 semanas). Infiltrado inflamatério neutrofilico (*) ou linfocitico (**), células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (M), vasos sanguineos (—) e fibroblastos ou matriz
extracelular conjuntiva (C) e enxerto (E). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina, Aumento: 400x. Barra de escala:
200um.

Na interpretacdo da resposta tecidual apds implantacdo de um biomaterial, considera-se que o
material foi responsivo se houve resposta inflamatdria exuberante persistente e auséncia de reparo,
ao passo que o material € inerte ou biocompativel quando a resposta inflamatdria € minima ou ausente
e o reparo fibrovascular é estavel ao fim do periodo experimental (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2007).

A resposta dos materiais com composicao de colageno e queratina (incorporada ao colageno)
avicolas se assemelhou a répida resolucdo dos fendmenos inflamatorios e ao reparo fibroso
encontrados em colageno de origem suina (JARDELINO et al., 2010; SANTANA et al., 2009), e
divergiu dos resultados de um material aloplastico a base de alginato-capsul, onde o fenémeno
inflamatorio foi persistente e houve degradagdo mais lenta (JARDELINO et al., 2012). Este trabalho
corrobora os achados de Wang et al. (2017) que testaram especificamente a queratina avicola e

observaram biocompatibilidade e estimulo ao reparo de tecido conjuntivo local.



A resposta dos materiais com composicdo de apatita (incorporada ao colageno) avicola se
assemelhou a rapida resolucédo dos fenémenos inflamatorios em comparacdo a materiais mistos de
colageno-hidroxiapatita de origem bovina (BITTENCOURT et al., 2014) ou de origem aloplastica,
como observado com hidroxiapatita dopada com zinco (GIORNO et al., 2014), ceramica bifasica
(LOMELINO et al., 2012), sulfato de célcio (FERNANDES et al., 2010), biovidro a base de nidbio
(LIMA et al., 2011) ou silicato de wollastonita-cianoacrilato (SENA et al., 2014) e divergiu dos
resultados de outros autores, pela ndo formacdo de matriz ostedide adjacente a xenoenxerto bovino
(BITTENCOURT et al., 2014) ou de matriz condroide de entorno a ceramica bifasica de PTCP-HA
(LOMELINO et al., 2012), sendo ambos fendmenos incomuns de diferenciag&o in situ.

A Norma ISO 10993-6 engloba diretrizes internacionais preconizadas por laboratérios
acreditados para nortear o delineamento experimental e os critérios de analise da biocompatibilidade
de um determinado material implantvel. Para esses testes, 0s animais de pequeno porte como
camundongos, ratos, hamster ou coelhos séo preferiveis, e o tempo de duracdo € de poucas semanas,
fatores que aumentam a viabilidade desse modelo de caracterizacédo in vivo. A aceitabilidade clinica
em seres humanos dependera dos resultados preliminares alcangados com a resposta apresentada pelo
biomaterial  testado em  animais. (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

O teste de biocompatibilidade em tecido subcutaneo € essencial para pesquisa de biomateriais,
pois possibilita o conhecimento sobre seu comportamento ao contato direto com um sistema
bioldgico. Os resultados histologicos favoraveis de xenoenxertos derivados da inddstria avicola, sem
inflamac&o significativa, com reparo e integridade moderada a médio prazo os tornam elegiveis a

continuidade de testes bioldgicos visando sua certificacdo pré-clinica.
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