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RESUMO

DOS SANTOS, F. S. M. Avaliacdo do Potencial Reparador de Matriz de Quitosana
Associada a Oxido de Grafeno Funcionalizado com FGF2. Dissertacio (Mestrado em

Patologia) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina
de Botucatu, 2023.

A mucosite oral ¢ um efeito colateral grave no tratamento do cancer que afeta a qualidade de
vida dos pacientes. A prevencdo e o tratamento eficazes dessa condi¢ao sdo urgentemente
necessarios, pois as abordagens atuais sao apenas paliativas. Nesse sentido, os biopolimeros de
quitosana e o 6xido de grafeno estdo sendo estudados como possiveis terapias. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e caracterizar compostos bioativos feitos de quitosana associada ao
oxido de grafeno e FGF2, a fim de contribuir com o tratamento da mucosite oral em pacientes
oncologicos. Foram produzidos hidrogéis e membranas bioadesivas, combinados em grupos:
Quitosana (CH); Quitosana com FGF2 (CH/FGF); Quitosana com 6xido de grafeno (CH/GO);
Quitosana com o6xido de grafeno e FGF2 (CH/GO/FGF); Controle (CTRL); Controle com
FGF2 (CTRL/FGF). Os biomateriais foram avaliados em periodos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas.
Os hidrogéis foram avaliados em testes fisico-quimicos de centrifugagdo e caracteristicas
organolépticas. As membranas foram avaliadas em testes de espessura, porosidade, absor¢ao
de liquidos e degradacdo de massa. Os biomateriais também foram avaliados quanto as
respectivas propriedades antimicrobianas. Os resultados indicaram que os hidrogéis permitiram
a formagao de halos de inibicdo para Escherichia coli e Staphylococcus aureus e Candida
albicans. As membranas apresentaram somente capacidade de inibi¢do por contato, nas areas
subjacentes de disco-difusdo. A biocompatibilidade e capacidade de promover migracao celular
dos biomateriais, foi investigada em fibroblastos NIH/3T3. A comparagdao entre os grupos
mostrou diferencas estatisticamente significantes a partir de 48 horas nas membranas CH/GO
e CH/GO/FGF, onde as areas de fenda foram menores do que o grupo CTRL (p =0,047; 0,030).
Apds 72 horas, todos os grupos de membranas (CH, CH/FGF, CH/GO e CH/GO/FGF)
promoveram reducdo significativa das fendas, em comparagdo a CTRL (p = 0,003; 0,005;
0,004; 0,001) e CTRL/FGF (p = 0,019; 0,035; 0,022; 0,010). Ap6s 96 horas, todos as
membranas também demonstraram fendas reduzidas em relacdo aos controles, CTRL (p =

0,003; 0,002; 0,004; 0,004) e CTRL/FGF (p = 0,016; 0,012; 0,020; 0,020). Os resultados da



avalia¢do de citotoxicidade, pelo ensaio MTT, mostraram que a maioria das preparacdes de
hidrogel e membrana de quitosana apresentou viabilidade celular acima do limite de
citotoxicidade. Alguns grupos de hidrogel, no entanto, demonstraram médias abaixo de 70%,
indicando um possivel efeito citotoxico desses materiais sobre os fibroblastos. Nossos
resultados permitiram concluir que os compostos bioativos produzidos com quitosana, 6xido
de grafeno e FGF2 tém potencial terapéutico para tratar lesdes de mucosite oral e,
prospectivamente, outros tipos de ulceras cutaneas e mucosas. Vale destacar que as membranas
de quitosana com 6xido de grafeno e FGF2, apresentaram melhor desempenho fisico-quimico
do que as preparagdes em hidrogel, além de serem menos citotoxicas € mais eficazes na

promogao da migracao celular.

Palavras-Chave: Mucosite Oral; Quitosana; Oxido de Grafeno



ABSTRACT

DOS SANTOS, F. S. M. Evaluation of the Restorative Potential of Chitosan Matrix Associated
with Functionalized Graphene Oxide with FGF2. Dissertation (Master in Pathology) — Sdo
Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”, Faculty of Medicine of Botucatu, 2023.

Oral mucositis is a serious side effect of cancer treatment that affects patients' quality of life.
Effective prevention and treatment of this condition is urgently needed as current approaches
are only palliative. In this sense, chitosan biopolymers and graphene oxide are being studied
as possible therapies. The aim of this study was to develop and characterize bioactive
compounds made from chitosan associated with graphene oxide and FGF2, in order to
contribute to the treatment of oral mucositis in cancer patients. Hydrogels and bioadhesive
membranes were produced, combined into groups: Chitosan (CH), Chitosan with FGF2
(CH/FGF),; Chitosan with graphene oxide (CH/GO); Chitosan with graphene oxide and FGF2
(CH/GO/FGF); Control (CTRL); Control with FGF2 (CTRL/FGF). The biomaterials were
evaluated in periods of 0, 24, 48, 72 and 96 hours. The hydrogels were evaluated in physical-
chemical tests of centrifugation and organoleptic characteristics. The membranes were
evaluated in thickness, porosity, liquid absorption and mass degradation tests. Biomaterials
were also evaluated for their respective antimicrobial properties. The results indicated that the
hydrogels allowed the formation of inhibition zones for Escherichia coli and Staphylococcus
aureus and Candida albicans. The membranes showed only contact inhibition capacity in the
underlying areas of disk diffusion. The biocompatibility and ability to promote cell migration
of biomaterials was investigated in NIH/3T3 fibroblasts. Comparison between groups showed
statistically significant differences after 48 hours for the CH/GO and CH/GO/FGF membranes,
where the gap areas were smaller than the CTRL group (p = 0.047; 0.030). After 72 hours, all
groups of membranes (CH, CH/FGF, CH/GO and CH/GO/FGF) promoted a significant
reduction of gaps, compared to CTRL (p = 0.003; 0.005; 0.004, 0.001) and CTRL/ FGF (p =
0.019; 0.035; 0.022; 0.010). After 96 hours, all membranes also demonstrated reduced gaps
relative to controls, CTRL (p = 0.003, 0.002, 0.004, 0.004) and CTRL/FGF (p = 0.016, 0.012,
0.020, 0.020). The results of the cytotoxicity evaluation, by the MTT assay, showed that most of
the hydrogel and chitosan membrane preparations presented cell viability above the

cytotoxicity limit. Some hydrogel groups, however, showed means below 70%, indicating a



possible cytotoxic effect of these materials on fibroblasts. Our results allowed us to conclude
that the bioactive compounds produced with chitosan, graphene oxide and FGF2 have
therapeutic potential to treat oral mucositis lesions and, prospectively, other types of cutaneous
and mucosal ulcers. It is worth noting that chitosan membranes with graphene oxide and FGF2
showed better physicochemical performance than hydrogel preparations, in addition to being

less cytotoxic and more effective in promoting cell migration.

Keywords: Oral Mucositis, Chitosan, Graphene Oxide
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INTRODUCAO

A mucosite oral ¢ caracterizada como lesdo inflamatoria e/ou ulcerativa em pacientes
oncologicos submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia. (Sonis, 2011; Curra et al., 2018).
Atualmente, a mucosite oral ¢ considerada a complicagdo nao hematogénica mais grave no
tratamento antitumoral, impactando na qualidade de vida dos pacientes e na continuidade da
terapia oncoldgica, pois pode levar a interrup¢do do tratamento e alteragdes no planejamento

quimioterapico e/ou radioterapico (Chaveli-Lopez; Bagan-Sebastian, 2016; Maria, et al., 2017).

Os pacientes com MO geralmente requerem mudancas na dieta, dependéncia de
alimentac¢do parenteral ou gastrostomia e podem apresentar perda de peso, bem como infecgdes
locais e sistémicas. Em alguns casos, pode ser necessario reduzir a dosagem da quimioterapia
e/ou radioterapia, resultando em atraso no tratamento e resultados negativos para o paciente.
Além disso, esses pacientes podem necessitar de hospitalizagdes prolongadas, ocasionando um

aumento substancial no custo geral do tratamento oncologico (Eduardo et al., 2011).

Na busca por estratégias terapéuticas alternativas e mais eficazes para o tratamento de
feridas, novos compostos estdo sendo estudados para uso como farmacos, como hidrogéis e
membranas mucoadesivas. Independentemente da forma de apresentacdo, esses compostos
devem apresentar biocompatibilidade, possuir atividade bactericida e promover o processo
cicatricial. Biopolimeros como a quitosana sdo amplamente utilizados para o desenvolvimento

biomateriais a fim aumentar suas propriedades regenerativas, entre outras.

A quitosana ¢ um polissacarideo catidnico tipicamente obtido pela desacetilagdo da
quitina, um polimero amplamente encontrado na natureza e componente estrutural de moluscos,
insetos e da parede celular de fungos e bactérias (Nanda; Papaeftymiou, 2015). A quitosana tem
sido amplamente utilizada para a reparagao tecidual devido as suas propriedades que promovem
a regeneracdo epitelial e aceleram o processo de cicatrizagdo, além de sua atividade

antimicrobiana, anticoagulante e imunoestimulante (Ahmed, 2015; Fang, 2015; Rana, 2011).

O interesse pelo oxido de grafeno vem crescendo em diversas areas, incluindo

biotecnologia e aplicagdes biomédicas (Maraschin, 2016). O grafite ¢ a matéria-prima utilizada
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para a obtencao do grafeno e do 6xido de grafeno, que possuem propriedades quimicas e fisicas
unicas. O grafeno ¢ um material bidimensional constituido por 4tomos de carbono com
hibridagdo sp2, formando hexagonos apolares (Dreyer et al., 2010). O 6xido de grafeno possui
os mesmos esqueletos de carbono do grafeno, porém com grupos funcionais contendo oxigénio,
como grupos carboxila, hidroxila e epdxi, conferindo ao material caracteristicas hidrofilicas

(Oliveira; Poletto; Severo, 2018).

O grafeno possui alta area superficial, ¢ leve, mecanicamente elastico, excelente
transportador, biocompativel, funcionalizado, possui baixa resistividade térmica e elétrica, além
de atividade antibacteriana. O o6xido de grafeno possibilita reacdes com grupos amina ou
hidroxila, levando a formacdo de ligagdes amida ou éster (Nanda; Papaefthymiou, 2015).
Consequentemente, a quitosana pode ser incorporado formando ligagdes amida entre os grupos
reativos da quitosana e os grupos carboxilicos presentes no 6xido de grafeno. Além disso, os
grupos funcionais ligados a superficie do grafeno podem melhorar as interagdes interfaciais
entre a matriz de maneira semelhante aos sistemas baseados em nanotubos de carbono (Hu,

2011; Zhang, 2016).

A combinacdo de oxido de grafeno com quitosana pode formar a base para
mucoadesivos e hidrogéis utilizados no tratamento de diversas lesdes. Diferentes biomoléculas
podem se associar as nanoparticulas para melhorar a biocompatibilidade e a eficiéncia do
processo regenerativo. O fator basico de crescimento de fibroblastos (FGFb ou FGF2) também
pode ser incorporado ao biomaterial quitosana e 6xido de grafeno. FGF2 ¢ altamente expresso
durante o reparo tecidual, e seu uso em biomateriais a base de biopolimeros como a quitosana

pode otimizar o tempo de cicatrizagdao (Budiraharo; Neoh; Kang, 2013).

O presente estudo propds a desenvolver e caracterizar compostos bioativos preparados
com quitosana associada a 6xido de grafeno e FGF2, a fim de contribuir na terapéutica de

cicatrizagdo e preven¢ao de infecgdes oportunistas na mucosite oral de pacientes oncoldgicos.
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CONCLUSAO

O presente estudo concluiu que os compostos bioativos produzidos com quitosana,
oxido de grafeno e FGF2 tém potencial terapéutico para tratar lesdes de mucosite oral. As
membranas de quitosana com oxido de grafeno e FGF2, apresentaram melhor desempenho
fisico-quimico do que as preparacdes em hidrogel, além de serem menos citotdxicas € mais
eficazes na promocao da migragdo celular. Ambas as formas de apresentacdo demonstraram

propriedades antimicrobianas, especialmente quando adicionado 6xido de grafeno.
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