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CERTIFICADOS DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n es p “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Cémpus de Jaboticabal

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo de biocompatibilidade de
biopolimeros em ratos Wistar”, protocolo n® 2924/17, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Guilherme de Camargo Ferraz, que envolve a producdo, manutengédo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de
junho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinria
de 02 de margo de 2017.

Vigéncia do Projeto | 06/03/2017 a 01/08/2018

Espécie / Linhagem | Rato heterogénico (Rattus norvegicus) | Wistar
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Peso / Idade {1209
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Origem | Biotério Central da Unesp de Botucatu. -

Jaboticabal, 02 de margo de 2017.
—
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Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.uncsp.br



= ¥ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA. -
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Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n°® 11.794, de 08 de outubro
de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE
JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de 08 de margo de 2018.

Vigéncia do Projeto 18/04/2018 a 18/05/2018
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N° de animais 12
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Origem ‘ Biotério Central da Unesp Botucatu
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Prof? Dr® Fabiana Pilarski
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BIOCOMPATIBILIDADE DO BIOPOLIMERO PLA E BLENDA PLA/PCL EM

RATOS WISTAR

RESUMO- A descoberta de polimeros biodegradaveis influenciou a pesquisa
biomédica. O poli (acido latico) (PLA) e a Poli (E-caprolactona) (PCL) e suas blendas
se tornaram foco de varios estudos por serem biodegradaveis e biorreabsorviveis,
particularmente em pesquisas envolvendo a implantagdo in vivo. Pelo presente,
objetivou-se avaliar se o implante subcutaneo (SC) e intraperitoneal (IP) de PLA ou
blenda PLA/ PCL sdo seguros, biocompativeis e biodegradaveis em ratos machos
Wistar. Os ratos foram distribuidos em cinco grupos avaliados em duas fases; aguda:
-1, 1, 2, 7 e 14 dias e crbnica: 2, 8 e 24 semanas ap0s a implantacdo. Assim,
estudaram se os grupos PLA (PLA puro), PLA/PCL (mistura PLA/PCL), instrumentado
(GI), controle (C) e grupo controle inflamatorio (Cl). Para avaliar a biocompatibilidade
utilizou-se teste comportamental de campo aberto (CA), filamentos de von Frey (FvF)
e andlises histopatologicas utilizando coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e
picrosirius-hematoxilina (PSH). A biodegradacéo in vivo e degradacdo in vitro em
solugcéo de PBS a 37°C do PLA e PLA/PCL foram avaliadas por microscopia eletronica
de varredura (MEV). As comparacdes foram realizadas entre os grupos subdivididos
conforme a implantacdo IP e SC. No teste CA, realizado dois dias apos a implantacéo,
o grupo Cl demonstrou reducédo nas frequéncias de locomocéao e levantar e aumento
na frequéncia de grooming em relacdo aos grupos implantados PLA, PLA/PCL, Gl
pela via IP ou SC e grupo C. As avaliagdes de FvF nao diferiram entre os grupos. A
avaliacdo macroscopica revelou ndo aderéncia de alguns biomateriais no omento.
Observou-se capsula mais delgada em torno do PLA ou PLA/PCL implantados IP e
espessamento da capsula nas implantagdes SC no momento 24 semanas. A analise
PSH revelou que o PLA ou PLA/PCL, implantados IP, apresentaram maior grau de
agregacédo e compacidade das fibras de colageno tipo | no momento 24 semanas. As
implantacdes IP apresentaram infiltrado inflamatério linfoplasmocitario focal. As
implantacbes SC infiltrado mononuclear difuso. Ambas apresentaram
neovascularizagdo. Nos momentos 8 e 24 semanas observou-se fagocitose do PLA
ou PLA/PCL nos polos da capsula pela via IP e SC. As micrografias de MEV revelaram
maior intensidade de degradacéo da blenda PLA/PCL quando implantados pela via IP
e SC. O PLA implantado IP apresenta maior intensidade de biodegradac&o em relacao
ao PLA pela via SC. Assim, a blenda PLA/PCL apresentou caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradagdo promissoras possuindo potencial para ser
utilizada nas areas biomeédicas e veterinarias.

Palavras-chave: Biosseguranca, Biodegradacédo, Biomateriais, Compatibilizante,
inflamacéo, Poli(acido latico), Poli(€-caprolactona)



BIOCOMPATIBILITY OF BIOPOLYMERS PLA AND BLEND PLA / PCL IN

WISTAR RATS

ABSTRACT- The discovery of biodegradable polymers influenced
biomedical research. Poly (lactic acid) (PLA) and poly (E-caprolactone) (PCL) and their
blends have become the focus of several studies because they are biodegradable and
bioreabsorbable, particularly in research involving implantation in vivo. The aim of this
study was to evaluate whether the subcutaneous (SC) and intraperitoneal (IP)
implantation of PLA or PLA / PCL blends are safe, biocompatible and biodegradable
in male Wistar rats. The rats were distributed in five groups evaluated in two phases;
acute: -1, 1, 2, 7 and 14 days and chronic: 2, 8 and 24 weeks after implantation. Thus,
we studied whether the groups PLA (pure PLA), PLA/PCL (PLA / PCL mixture), sham
(S), control (C) and inflammatory control group (IC). To evaluate the biocompatibility,
the open field behavioral test (OF), von Frey filaments (FvF) and histopathological
analyzes using hematoxylin-eosin (HE) staining and picrosirius-hematoxylin (PSH)
were used. In vivo biodegradation and degradation in vitro in PBS solution at 37°C of
PLA and PLA / PCL were evaluated by scanning electron microscopy (SEM). The
comparisons were made between groups subdivided according to the IP and SC
implementation. In the OF test, performed two days after implantation, the IC group
demonstrated a reduction in the locomotion frequencies and augmentation and
increase in the grooming frequency in relation to the PLA, PLA / PCL, sham implanted
groups via IP or SC and C groups. FvF scores did not differ between groups. The
macroscopic evaluation revealed no adherence of some biomaterials in the omentum.
We found a thinner capsule around the PLA or PLA / PCL implanted IP and capsule
thickening in the SC deployments at the time 24 weeks. PSH analysis revealed that
the PLA or PLA / PCL, implanted IP, had a higher degree of aggregation and
compactness of the type | collagen fibers at the moment 24 weeks. The IP
implantations presented focal lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate. The SC
infiltrates diffuse mononuclear infiltrates. Both had neovascularization. At 8 and 24
weeks, phagocytosis of PLA or PLA / PCL was observed at the capsule poles via IP
and SC. SEM micrographs revealed higher degradation intensity of the PLA / PCL
blends when implanted via the IP and SC pathway. The IP implanted PLA has a higher
biodegradation intensity compared to PLA by the SC pathway. Thus, the PLA / PCL
blends presented promising biocompatibility and biodegradation characteristics having
the potential to be used in the biomedical and veterinary areas.

Keywords: Biosafety, Biodegradation, Biomaterials, Compatibilizer, inflammation,
Poly (lactic acid), Poly (€-caprolactone)
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PLA - Poli (4cido latico)
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instrumentado; PLA = Poli (a4cido latico) puro implantados pela via
intraperitoneal (IP) e subcutaneo (SC); PLA/PCL = blenda PLA/PCL contém
71.43% (m/m) de Poli(acido latico); 23.81% (m/m) de Poli(e-caprolactona) e
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Foram realizadas avaliacdes histologicas em 2, 8 e 24 semanas dos grupos
Gl, PLA e PLA/PCL. A biodegradacéo in vivo do PLA e PLA/PCL foram
analisadas por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) em 2, 8
e 24 semanas pos-
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Implantacéo de biopolimeros PLA ou blenda PLA/PCL em ratos Wistar. (A)
Area anatdémica relativa a celiotomia mediana ventral pré-retro umbilical
com 2,0 cm de comprimento para implantacdo intraperitoneal. (B) Area
anatdmica relativa a incisdo com 2,0 cm de comprimento, seguida de
divulsdo do subcutaneo, entre o quinto e oitavo espaco intercostal para
implantac8o SUDCULANEA................eviviiiiiiii e 27

Teste comportamental de CA em ratos Wistar 2 dias pds-implantacdo de
biomateriais. Em A: Frequéncia de locomocao IP. Em B: Frequéncia de
levantar IP. Em C: Frequéncia de grooming IP. Em D: Frequéncia de
locomogéao SC. Em E: Frequéncia de levantar SC. Em F: Frequéncia de
grooming SC. Resultados apresentados como Média + DP. # revela
diferenca entre IC vs PLA. *demostram diferencga entre grupos no teste de
CA (P < 0,05). Poli(acido latico) puro, (n =27 IP) (n = 27 SC); PLA/ PCL =
blendas PLA / PCL contém 71.43% (m/m) de Poli(acido latico); 23.81%
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Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Testes dos filamentos de von Frey realizados em ratos Wistar pos-
implantacdo de biomaterial. Em A: Grupos implantados por via
intraperitoneal. Em B: Grupos implantados por via subcutanea. Resultados
apresentados como Média + DP da forca em (g), dia -1 pré-implantacao, 1,
7 e 14 pos-implantacao. Poli(acido latico) puro, (n =27 IP) (n = 27 SC); PLA/
PCL = blendas PLA / PCL contém 71.43% (m/m) de Poli(acido latico);
23.81% (m/m) de Poli(e-caprolactona) e 4.76% (m/m) compatibilizante, (n =
27 IP) (n = 27 SC); GI= Grupo instrumentado, (n = 18 IP) (n = 18 SC);
Controle, (N=91P) (N =9 SC)..crrrieieeiiieeie e 32

Fotomicrografias de omento (A, B, C) e pele (D, E, F) de ratos submetidos a
implantagcdo de PLA puro corados com o método da Hematoxilina-eosina
analisados sob microscopia Optica. Duas semanas pos-implantacdo IP(A) e SC(D).
Discreto infiltrado inflamatério (setas vermelhas) adjacentes a capsula fibrotica (ca)
e vasos sanguineos na capsula (neovascularizagdo) em omento e tecido cutaneo
com aumento de didmetro (setas azuis). (*) regido de localizacdo do polimero
(barra=50um). Oito semanas pés-implantacéo IP (B) e SC(E). Capsula fibrotica
(ca) com pavimentacdo de macrofagos (seta verde) e projecdes citoplasmaticas
no polimero (seta preta), células gigantes multinucleadas envolvendo o polimero
(seta amarela). (*) regido de localizacao do polimero (barra=20um). 24 semanas
pés-implantacéo IP(C) e SC(F). Capsula fibrotica (ca) com presenca de células
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Fotomicrografias de omento (A, B, C) e pele (D, E, F) de ratos submetidos a
implantacdo de blenda PLA/PCL corados com o método da Hematoxilina-eosina
analisados sob microscopia Optica. Duas semanas poés-implantacdo IP(A) e
SC(D). Discreto infiltrado inflamat6rio (setas vermelhas) no omento e adjacentes
a capsula fibrotica (ca) e vasos sanguineos na capsula (neovascularizagdo), em
omento com aumento de didmetro (setas azuis). (*) regido de localizacdo do
polimero (barra=20um). Oito semanas pos-implantacao IP (B) e SC(E). Capsula
fibrotica (ca) com pavimentagdo de macréfagos (seta verde) e projecdes
citoplasmaticas no polimero (seta preta), células gigantes multinucleadas
envolvendo o polimero (seta amarela). (*) regido de localizagdo do polimero (B;
barra=50um; E; barra=20um). 24 semanas poés-implantacdo IP(C) Capsula
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Figura 7. Fotomicrografias dos cortes histolégicos de pele (colunas a esquerda) e de omento

Figura 8.

(colunas a direita) de ratos Wistar submetidos a implantacdo de PLA e blenda
PLA/PCL corados com o método da Picrossirius-Hematoxilina analisados sob luz
policromética (PSH) e sob luz polarizada (PSH-pol). As fibras de colageno séo
visiveis em vermelho na luz policromética e apresentam birrefringéncia e dicroismo
sob o plano de luz polarizada. O comportamento de deposic¢éao fibrilar em torno dos
diferentes biopolimeros sédo semelhantes, visualizando um padrdo de maior
compactacdo e de maior agregacao fibrilar do colageno nos maiores tempos de
implantacdo dos biopolimeros. (*) regido de localiza¢do do biopolimero; coladgeno
(co); vaso sanguineo (vs); fibras musculares (fm) e tecido adiposo (ta)................. 38

Morfologia de fraturas criogénicas do PLA e blenda PLA/PCL poés-implantagdo
intraperitoneal e subcutaneo em ratos Wistar e degradas in vitro. Observada por
meio de microscopia eletrdnica de varredura (x500). PLA intraperitoneal (A, B, C).
(A) 2 semanas; (B) 8 semanas; (C) 24 semanas. Blenda PLA/PCL intraperitoneal
(D, E, F). (D) 2 semanas; (E) 8 semanas; (F) 24 semanas. PLA subcutaneo (G, H,
). (G) 2 semanas; (H) 8 semanas; (l) 24 semanas. Blenda PLA/PCL subcutaneo
(J, K, L). (J) 2 semanas; (K) 8 semanas; (L) 24 semanas. PLA in vitro (M, N, O).
(M) 2 semanas; (N) 8 semanas; (O) 24 semanas. Blenda PLA/PCL in vitro (P, Q,
R). (P) 2 semanas; (Q) 8 semanas; (R) 24 semanas......40



CAPITULO 1 - Considerac@es gerais

1. INTRODUCAO

Estudos pré-clinicos sobre dispositivos biolégicos e inovadores, obtidos a partir
de fontes renovaveis e nao renovaveis, necessitam da conjuncéo de diferentes areas
do conhecimento (John et al., 2009; Nampoothiri et al., 2010; Sacchetin et al., 2016).
Polimeros obtidos por meio de microrganismos fermentadores, a partir de fontes
renovaveis, como o amido, podem ser classificados como biopolimeros. Esses
biopolimeros sofrem degradacao e biodegradacdo, como por exemplo o Poli (acido
latico) (PLA), apresentando diversas possibilidades de utilizagdo (Shah et al., 2008;
Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016). Polimeros produzidos a partir de
fontes ndo renovaveis (petréleo) como a Poli(e-caprolactona) (PCL) sdo suscetiveis a
degradacédo e biodegradacéo (Labet e Thielemans, 2009).

Os termos degradacéo e biodegradacao equivalem a mecanismos de quebra
das estruturas quimicas por acao hidrolitica e/ou enzimatica. A degradacéo é feita por
meio de testes in vitro que pode ser atingida por meio de rea¢des quimicas. Em
contrapartida, condi¢cdes experimentais que se assemelham a processos vivos e
fisiol6gicos, semelhantes aos fluidos corporais ou atividade biolégica, sdo comumente
conhecidos como biodegradacdo. Ademais, o termo biodegradavel pode ser aplicado
a biomateriais que sao degradados em dioxido de carbono, metano, agua, compostos
inorganicos e biomassa (Vert, 2009; Silva et al., 2018).

A assimilacdo ou eliminagdo dos subprodutos da biodegradagéo in vivo,
independentemente da via, ou seja, inalatéria, renal ou insercdo em processos
bioguimicos, podem ser classificadas como bioreabsorgéo. (Labet e Thielemans,
2009; Malikmammadov et al., 2018). Nao causar toxicidade no paciente ou reacéo
imunoldgica exacerbada, sendo capaz interagir com tecido em que é implantado,
denomina-se biocompativel (Ramot et al., 2018). Desta forma, polimeros
biodegradaveis, biocompativeis e bioreabsorviveis produzidos com o propésito de

interagir in vivo para tratamento, substituicdo de tecido, fungcdo do corpo em



aplicacoes especificas, sdo classificados como biomateriais (Labet e Thielemans,
2009).

A possibilidade de inovagdo na area biomédica utilizando esses biomateriais,
conduziu pesquisas para desenvolvimento de sutura (Cutright e Hunsuck, 1971),
materiais de fixacdo 6ssea (Mcgovern et al., 2018), microesferas carreadoras de
farmacos (Kastellorizios et al., 2015) e na engenharia de tecidos (Blackstone et al.,
2018).

Ao vislumbrar a gama de aplicagcfes que tais materiais possuem, é notorio que
pesquisas cientificas na Medicina Veterinaria busquem solucfes para certos efeitos
adversos provocados pela administracdo de medicamentos e vacinas. Melo et al.
(2015) realizaram levantamento com 490 bovinos, sendo observado prevaléncia alta
de abscesso vacinal na regiao cervical (81,57%), acarretando desconforto e perdas
econbmicas. Ademais, tratamentos prolongados com farmacos, como por exemplo,
administracdo de corticosteroides para tratamento de hidrocefalia em cées e gatos, a
cada 6 h, durante 2-4 semanas, (Neves et al., 2010) exigem dedicagao integral do
tutor que, por vezes, pode acarretar reducdo da eficacia do protocolo terapéutico.
Assim, possiveis dispositivos para administracdo subcutanea e liberacdo de
medicamentos em médio ou longo prazos podem favorecer a obtencdo da meta
terapéutica.

Os biomateriais possuem potencial para substituir o nylon, na forma de
dispositivo auto-travante (“abracadeiras”) (Hoglund et al.,, 2013), reduzindo
complicacBes causadas pelo uso deste material em castracdes (Mesquita et al., 2015).
Adicionalmente, biopolimeros apresentam-se como alternativa, pois podem ser
implantados apés a conjugacdo com horménios (GOk et al., 2016), antibidticos
(Calliess et al., 2016), antigenos para servirem como veiculos vacinais (Kavanagh et
al., 2013) e farmacos (Kastellorizios et al., 2015).

O estudo sobre biocompatibilidade e biosseguranca utilizando biomateriais
envolve areas do conhecimento distintas como as ciéncias da vida, de materiais e
engenharia. Um dos objetivos da engenharia de tecidos é desenvolver substitutos
biotecnolégicos que restaurem, conservem ou melhorem as fungées teciduais (Chen
et al., 2013). Dispositivos produzidos a partir de biomateriais, ao serem implantados,

estimulam o influxo de macréfagos, polimorfonucleares e fibroblastos (Anderson et al.,



2008). Essas interacdes entre células inflamatoérias e imunolégicas com a superficie
do material influenciam o processo de reparo e regeneracao tecidual a medida que os
biomateriais sofrem degradacdo continua em moléculas menores sendo absorvidas
pelo organismo (Williams, 2008; Rambo et al., 2008).

Os primeiros biopolimeros terapéuticos comercialmente disponiveis foram
suturas cirargicas, desenvolvidas a partir de acido glicélico e acido latico, conhecidos
como "suturas absorviveis" (Shalaby e Burg, 2003). Nesse contexto, a utilizagdo dos
biomateriais se tornou mais evidente, o PLA, o Poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA)
(Onuma e Serruys, 2011) e polimeros sintéticos como a PCL, foram alvo de pesquisas
biotecnoldgicas, como alternativas aos materiais biocompativeis (metalicos ou
ceramicos) ndo biodegradaveis (Lasprilla et al., 2012). Entretanto, propriedades
mecanicas indesejadas limitam sua utilizagdo, como por exemplo, o PLA. Com a
finalidade de reduzir essas limitacbes mecanicas, faz-se misturas fisicas entre
biomateriais conhecida como blenda. E recurso economicamente viavel para o
desenvolvimento de novos materiais poliméricos (Orefice et al., 2004; Finotti et al.,
2017).

Essas informacdes reforcam a importancia da utilizacdo do PLA e da PCL na
pesquisa médica por serem biomateriais versateis e biodegradaveis, abrindo leque de
oportunidades para desenvolvimento de pesquisas cientificas e para elaboracdo de
novos dispositivos biolégicos que favorecam aos pacientes melhor condicdo de vida
e facilidade em tratamentos. Sendo assim, pesquisas multidisciplinares, envolvendo
as areas de engenharia de materiais e médica sdo necessarias, com o intuito de
conhecer a seguranca, a toxicidade e a biocompatibilidade de biopolimeros e blendas
constituidos por PLA e PCL. Nesse contexto objetivou-se avaliar a biosseguranca,
biocompatibilidade e biodegradacdo aguda e crbénica do PLA puro ou da blenda

PLA/PCL implantadas no subcutaneo ou pela via intraperitoneal de ratos Wistar.
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5. Concluséo

Os achados desta pesquisa forneceram informagfes importantes acerca da
biocompatibilidade, bem como da biodegradacéo da blenda PLA/PCL e do PLA puro.
Foi possivel compreender o comportamento destes biomateriais frente a implantacéo
pela via intraperitoneal ou subcutdnea nos ratos. Assim, a blenda PLA/PCL
apresentou caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradacdo promissoras

possuindo potencial para ser utilizada nas areas biomédicas e veterinarias.
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