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RESUMO

Dispositivos Médicos Implantaveis (DMI) vém sendo cada vez mais utilizados na
medicina. No entanto, a implantagcédo desses dispositivos no organismo podem induzir
uma intensa resposta inflamatéria do tipo corpo estranho, comprometendo a
funcionalidade e durabilidade dos mesmos. Na literatura estudos mostram que o
propionato de sddio (PS), um &cido graxo sintético de cadeia curta (AGCC), é capaz
de atenuar a inflamacdo e modular a angiogénese e a fibrogénese em modelos de
doencas inflamatorias. No entanto, ainda ndo foram descritos seus efeitos na resposta
do tipo corpo estranho, um complexo processo de inflamacéao e reparo que ocorre
apos a implantacdo dos DMI/biomateriais no organismo. Neste trabalho, utilizamos
um modelo de estudo de implante de disco de esponja de poliéter-poliuretano
(implante subcutaneo), que induz uma resposta do tipo corpo estranho, semelhante
aguela causada em implantes de biomateriais em humanos, para avaliar os efeitos do
tratamento com PS na inflamacdo, angiogénese e no remodelamento do tecido
fibrovascular que se desenvolve em resposta a implantacdo. Os animais foram
tratados diariamente com a administracdo oral por gavagem de 100 mg/kg de PS
(grupo tratado) ou agua filtrada (grupo controle), por 14 dias consecutivos, sendo 0s
implantes removidos no 15 dia ap6s a implantacdo. Os resultados mostraram que o
propionato de sédio foi capaz de modular a inflamacéo (celularidade intra-implante e
enzimas inflamatérias, como mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase) e a
angiogénese (numero dos vasos sanguineos e niveis de VEGF). Mais importante, o
namero de células gigantes do tipo corpo estranho e a espessura da capsula foram
reduzidas em 58% e 34% respectivamente, assim como a deposicdo de colageno
intra-implante. Os efeitos do propionato de sddio descritos aqui ampliam seu leque de
acbes como um potencial agente capaz de atenuar processos fibroproliferativos

patol6gicos.

Palavras-chave: implante sintético, reacédo do tipo corpo estranho, remodelamento,

propionato de sédio.



ABSTRACT

Beyond its actions on the intestine, the short-chain acid (SCFA), propionate has been
shown to lower inflammation and modulate angiogenesis and fibrogenesis in
pathological conditions in esperimental animal models. However, its effects on foreign
body reaction (FBR), a complex adverse healing process, after implantation of
biomedical/synthetic devices have not been reported. We have evaluated the effects
of sodium propionate (SP) on inflammation, neovascularization and remodeling on a
murine model of implant induced FBR. Polyether-polyurethane sponge discs were
implanted subcutaneously in C57/BI6 mice to induce this response. The animal were
treated daily with oral administration of SP (100 mg/kg) for 14 consecutive days. The
treatment started on the day after surgery and the implants were removed after 14
days. SP was able to decrease the inflammatory parameters (cytometry and
inflammatory enzime activities, myeloperoxidase and N-acetyl-3-D-glucosaminidase).
Angiogenesis, as evaluated by blood vessel number and VEGF levels downregulated
by the treatment. Most importantly, the number of foreign body giant cells (FBGC) and
the thickness of the collagenous capsule were reduced by 58% and 34%, respectively,
as the collagenous deposition inside the implant. The effects of SP described here
expands its range of actions as a potential agente able to attenuate fibroproliferative

processes that can impair functionality of implantable devices.

Key words: inflammation, angiogenesis, remodeling, sodium propionate.
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1. INTRODUCAO

1.1- Dispositivos médicos implantaveis

Dispositivos médicos implantaveis (DMI) sdo biomateriais definidos como qualquer
produto médico projetado para insercdo e permanéncia no corpo humano. Devido as
inUmeras possibilidades terapéuticas proporcionadas pelos biomateriais na
atualidade, os DMI constituem um importante recurso para o diagndstico, tratamento,
prevencdo ou reducdo dos danos provocados por determinadas doencas, sendo
utilizados para substituir ou reparar tecidos biolégicos. Estima-se, segundo a
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a existéncia de cerca de oito mil tipos de DMI
disponiveis no mercado. Como exemplo cita-se 0s stents, 0s marca-passos, as
valvulas cardiacas, as proteses, as lentes e dentes, as placas e parafusos, os
substitutos dsseos, as telas ou malhas (ANVISA, 2001; PIRES, BIERHALZ, MORAES,
2015; RATNER, 2016).

Os DMI podem ser compostos de metais, cerAmica ou polimeros sintéticos. Os
biomateriais poliméricos, porém, sdo 0s mais promissores no mercado mundial devido
as suas caracteristicas de maior flexibilidade, elasticidade, biocompatibilidade,
longevidade, facilidade de fabricacdo e melhor custo razoavel (ANVISA, 2001; PIRES;
BIERHALZ, MORAES, 2015).

Os DMI vém sendo cada vez mais utilizados na medicina contemporanea devido ao
aumento do numero de individuos que se beneficiam desse recurso a medida que
ocorre o envelhecimento da populacdo e consequente aumento de doencas cronicas
debilitantes. Outro fator importante, € a melhoria do poder aquisitivo da populacao,
tornando acessivel tais tecnologias para a abordagem de doencas anteriormente
vistas como néo trataveis (ANVISA, 2018; PIRES; BIERHALZ, MORAES, 2015).

Porém, apesar do crescente uso e dos grandes beneficios apresentados para a

melhoria da assisténcia a saude, torna-se consideravel o nimero de individuos que
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apresentam complicacdes ou resultados adversos inerentes a implantacdo dos DMI
(PIRES; BIERHALZ, MORAES, 2015; RATNER, 2016).

Isso porque, ao serem implantados, os biomateriais podem desencadeiar uma reagao
inflamatéria que culmina no desenvolvimento de um tecido fibrovascular e de uma
capsula fibrosa que envolve o implante, sendo que a intensidade da resposta
inflamatoria e os seus resultados podem alterar o desempenho do implante e até
provocar a sua rejeicdo e a faléncia do tratamento proposto (ANDERSON, 2001;
ZDOLSEK, EATON, TANG, 2007; ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008;
THEVENOT et al, 2011; RATNER, 2016; DOLOF et al, 2017; CHU et al, 2019; VEISEH
e VEGAS, 2019).

1.2-Reacéo tecidual frente ao biomaterial

Apos a implantagcdo do biomaterial, da-se inicio a uma cascata de eventos que se
sobrepdem, estimulados pela lesédo causada pelo processo de implantacao e pelas
interacdes entre a interface tecido/implante. Essa complexa reac&o envolve eventos
inflamatérios, proliferativos e de remodelamento (ANDERSON, RODRIGUEZ,
CHANG, 2008; JULIER et al, 2017; VEISEH e VEGAS, 2019).
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Ligacdo Recrutamento Recrutamentoe  Formagdo de células  Encapsulagido
Proteica de Neutrofilos diferenciacdo de  gigantes tipo corpo fibrotica
mondcitos estranho

Tempo apés
a implantacao

Minutos Horas Dias Semanas

———  Proteinas séricas * Neutréfilos {*) Mondcitos Plaquetas AW Macrofagos
. (a1 - —— .

i} Mastdcitos L. Linfecitos ‘ " R Fibroblastos

Figura 1: Representagéo dos eventos envolvidos na resposta do hospedeiro na interface biomaterial/ tecidos
adjacentes ao implante. O perfil celular envolvido na resposta do hospedeiro se modifica de acordo com os
estimulos no transcorrer do tempo apds a implantagdo inicial. ADAPTADO DE: CARNICER-LOMBARTE et al, 2021.

1.2.1-Fase inflamatdria

A lesédo tecidual e vascular provocada pela implantacdo do biomaterial ativa os
sistemas de coagulacéo e libera enzimas vasoativas que promovem a hemostasia e
alteragOes vasculares, tais como o aumento do calibre dos vasos, aumento do fluxo e
da permeabilidade vascular. Essas alteracdes favorecem a exsudacdo de fluidos,
proteinas e células sanguineas para o sitio da lesdo (ANDERSON, 2001; FRANCO,
2001; EMING, MARTIN, TOMIC-CANIC, 2014) (Fig. 1).

Ao entrar em contato com o exsudato, a superficie do implante adsorve proteinas
séricas e proteinas plaquetarias ativadas, que produzem uma monocamada proteica
ao seu entorno. Inicia-se assim a formagdo da matriz provisOria que servird de
arcabouco para a angiogénese e a fibrogénese. A matriz formada interage com

moléculas de adesao presentes nas populacdes de células inflamatérias, estimulando
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a adesao e proliferacdo dessas células na superficie do biomaterial. Tais células,
liberam uma gama de quimiocinas, citocinas, interleucinas e mitégenos, criando um
gradiente quimico que induz e modula a acédo de outras populagdes celulares durante
o processo inflamatorio (REZENDE et al, 2015; SWARTZLANDERA et al, 2015;
BARKER e ENGLER, 2017; ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008; VEISEH e
VEGAS, 2019; CARNICER-OMBARTE et al, 2021).

Quimiotaticos liberados pela matriz provisoria e fatores de crescimento secretados por
células endoteliais, atraem e ativam os mastocitos. Estes por sua vez, degranulam
moléculas efetoras intensificando o recrutamento de fagécitos e, posteriormente
atuando no remodelamento, ativando fibroblastos (ANDERSON, RODRIGUEZ,
CHANG, 2008; RAMIREZ-GARCIALUNA et al, 2017; JULIER et al, 2017; MUKAI et
al, 2019; OZPINAR et al, 2021).

Os neutroéfilos sdo os primeiros fagocitos recrutados para o sitio da lesdo logo nas
primeiras horas pos-implantacdo, predominando durante os dois primeiros dias no
local da lesdo. Estes tipos celulares atuam degranulando enzimas proteoliticas,
produzindo agentes quimiotaticos e espécies reativas de oxigénio (ROS) que
retroalimentam positivamente o gradiente de agonistas. Esse mediador, por sua vez,
tem acéo bactericida e promotora do processo inflamatério pois recrutam mondcitos e
linfocitos, e estimulam a proliferacdo de células endoteliais e fibroblastos, contribuindo
para a angiogénese e o remodelamento. E importante ressaltar que a funcionalidade
de implantes de biomateriais suscetiveis a danos em ambientes oxidativos, como o
poliuretano, pode ser comprometida ja nessa fase (LABOW, MEEK, SANTERRE, 2001;
JULIER et al, 2017; VEISEH e VEGAS, 2019; CARNICER-OMBARTE et al ,2021).

Os linfécitos T participam da imunidade inata exercendo um papel semelhante ao dos
mastocitos, secretando uma ampla gama de citocinas e fatores de crescimento para
0 recrutamento e proliferacdo celular, atuando ora como inibidor, ora como

potencializador do processo inflamatério. No entanto a proporgéo e funcéo exata dos
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diferentes tipos de linfocitos T na resposta inata, ndao estdo bem esclarecidos (JULIER
et al, 2017, CHUNG et al, 2017; LAROUCHE et al, 2018).

Uma parte dos mondcitos que migraram para o sitio inflamatério, se diferenciam em
macrofagos que proliferam continuamente através de liberacdo auto-sustentada de
enzimas proé-inflamatoérias, como TNFa, interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8. Os macrofagos
residentes no tecido também sofrem estimulo proliferativo somando-se aos
macrofagos derivados de mondcitos mobilizados tornando essa populacdo celular
predominante no sitio inflamatoério 48-72 horas apds a lesdo. Os macrofagos tém
papel determinante em todas as fases do reparo tecidual, pois sofrem alteracdes
fenotipicas no decorrer desse processo. Eles podem assumir um fendtipo pro-
inflamatério, denominado “classicamente ativados” ou M1, que atuam no
desbridamento e nos eventos proliferativos, como também podem se diferenciar em
um fenotipo pro-resolutivo, denominado “alternativamente ativados” ou M2, atuando
na fibrogénese através da secrecdo de citocinas e fatores de crescimento (OISHI e
MANABE, 2014; LAROUCHE et al, 2018; CARNICER-OMBARTE et al, 2021;
KIMURA e TSUJI, 2021).

Com o estimulo continuo da presenca do implante, os macréfagos se fundem,
formando células gigantes multinucleadas, uma das caracteristicas da resposta tipo
corpo estranho. As células gigantes aderem ao biomaterial numa tentativa de fagocita-
lo e potencializam a producdo de enzimas que orquestram o reparo tecidual
(ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008; JULIER et al, 2017; VOLLKOMMER et
al, 2019).

1.2.2-Angiogénese e a fase proliferativa

A angiogénese consiste na formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
pré-existentes nas adjacéncias. Trata-se de um processo complexo, modulado por
mediadores pré e anti-angiogénicos que sao produzidos pela matriz extracelular,

plaguetas, células endoteliais e inflamatérias no decorrer dos eventos inflamatorios
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causados pela lesdo tecidual gerada no ato de insercdo dos implantes, sendo
essenciais para a nutricdo e oxigenacao das células e do tecido formado tanto na fase
aguda, quanto fase cronica (CAMELIET, 2004; COSTA, INACIO, SOARES 2007;
ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008).

A lesao tecidual provocada no processo de implantacdo do biomaterial, ativa
plaquetas e mastdcitos residentes promovendo a degranulacdo de mediadores pro-
angiogénicos potentes, como VEGF, TGF-B, TNFa, IL-8 e histamina, dando inicio ao
processo angiogénico. Esses mediadores causam a dilatacdo dos vasos adjacentes
e a desestabilizacdo das juncdes das células endoteliais, favorecendo a exsudacéo.
Com o recrutamento de mondécitos, macréfagos e linfécitos, que sdo capazes de
contribuir com moléculas moduladoras da angiogénese, 0s eventos pré-angiogénicos
sdo potencializados. Ainda sob influéncia dos estimulos pré-inflamatérios, células
endoteliais ativadas sofrem migracao e proliferam em tibulos vasculares que invadem
o tecido. Para isso, os macrofagos, juntamente com as ceélulas endoteliais, liberam
proteinases que quebram a matriz de colageno abrindo espaco para o crescimento
dos vasos, e orientando o brotamento dos novos vasos. A degradacao proteolitica da
matriz extracelular, contribui para intensificar os estimulos pré-angiogénicos, uma vez
gue ativadores angiogénicos ligados a matriz (VEGF, TGF-B, TNF a, IL-1 8 e outros)
séo liberados. Os vasos sanguineos recém-formados amadurecem e se tornam
interconectados ao sistema circulatério (NORBBY, 2002; CAMELIET, 2004; NEVE et
al, 2014; EMING, MARTIN, TOMIC-CANIC, 2014; CREWE, NA, SCHERER, 2017
FARIA et al, 2020).

Dessa forma, os mediadores produzidos por células inflamatérias mantém os eventos
angiogénicos, ao mesmo tempo que a angiogénese sustenta a inflamacao suprindo
as necessidades metabdlicas das células inflamatdérias. Por se tratar de processos co-
dependentes, o desequilibrio entre os estimulos pr6 e anti-inflamatérios, e a
manutencdo da inflamac&o promove a manutencéo da angiogénese (JACKSON et al.,
1997; COSTA, INACIO, SOARES, 2007) (Fig. 2)
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Figura 2: Relagdo entre a angiogénese e a inflamagdo. ADAPTADO DE: COSTA, INACIO e SOARES, 2007.

A progressao da angiogénese induzida pela inflamacéo resulta na formacao de um
tecido de granulacéo altamente vascularizado, que sofrera regresséo e deposicdo de
fibras coldgenas ao longo do processo de remodelamento. (CARMELIET, 2004;
CREWE, AN, SCHERER, 2017)

1.2.3-Remodelamento

A matriz proviséria formada inicialmente na superficie do implante por uma
monocamada proteica, vai sofrendo modificacées dos seus componentes pela acéo
de células inflamatorias e fibroblastos ao longo dos eventos inflamatdérios, funcionando
assim, como um arcabouco para manter a estrutura do tecido, além de contribuir para
a sinalizacao inflamatéria sequestrando varios agonistas que agem ao longo dos
eventos do reparo tecidual (CREWE, AN, SCHERER, 2017; BALBINO et al, 2005).

Orientados pelo gradiente de agonistas presente na matriz provisoéria, os fibrécitos
migram, se diferenciando em fibroblastos e miofibroblastos, que sédo responsaveis por

substituir a fibrina que compde a matriz inicial por fibronectina e proteoglicanos, que



21

posteriormente sdo substituidos pela deposi¢do de fibras colagenas, resultando na
formacdo de um tecido mais resistente e elastico (BARKER e ENGLER, 2017;
BALBINO et al, 2005) (Fig. 3).

Matriz Provisoéria Matriz Provisoria
Tardia

Inicial Fibroblasto

% g
\N,

Plaquetas
Degradagao ﬁ(»
da fibrina
mmm Fibronogénio/fibrina mmm Fibronectina (celular)
= Fibronectina (plasma) mmm Colageno
Proteoglicanos . Proteoglicanos
Plaquetas % Fibroblastos

Figura 3: Formagdo e evolugéo da matriz provisdria, que inicialmente forma uma malha de fibrina e fibronectina
plasmdtica, sendo remodelada pela agdo de fibroblastos sofrendo a deposicdo de fibras coldgenas e
proteoglicanos. ADAPTADO DE: BARKER e ENGLER,2017.

A permanéncia da interagdo tecido/implante mantém o estimulo inflamatorio e
desencadeia a cronificacdo da inflamacédo e a diferenciam de macréfagos para o
fenotipo M2. Os macrofagos M2 contribuem para uma secrecdo excessiva de fatores
de crescimento, que conduzem os fibroblastos, a uma producdo excessiva de
colageno causando um remodelamento com deposicao excessiva de fibras colagenas
na matriz formada, numa tentativa do hospedeiro de isolar o biomaterial dos tecidos
adjacentes através da formacdo de uma capsula fibrosa densa, pouco vascularizada
(ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008; .RATNER, 2016; CHUNG et al, 2017;
BARKER e ENGLER, 2017; THEVENOT et al, 2011; KIMURA e TSUJI, 2021).

Outros tipos de células imunoldgicas também participam ativamente da regulacéo dos
eventos fibrogénicos, tais como os mastécitos, neutrofilos e células T, por sua
capacidade de secretar mediadores pro-fibrogénicos e intensificar a acdo dos

fibroblastos. Os eventos de remodelamento também s&o co-dependentes da
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neovascularizagao local (BALBINO et al, 2005; ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG,
2008; KIMURA e TSUJI, 2021) (Fig. 4).
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Figura 4: A¢do dos leucdcitos e seus produtos sobre fibroblastos. ADAPTADO DE KIMURA e TSUJI, 2021.

Varias abordagens tém sido propostas e avaliadas visando minimizar os efeitos
adversos causados pela interacdo tecido/implante. Dentre essas, estao intervencdes
baseadas no uso de drogas anti-inflamatérias, anti-angiogénicas, anti-fibroticas ou
anti-metabdlicas. Outra possibilidade amplamente estudada tém sido a busca pela
otimizacdo das propriedades fisicas e da formulacdo do biomaterial utilizado para
confeccionar os DMI (PATIL, PAPADMITRAKOPOULOS, BURGESS, 2007; BATISTA
et al, 2012; CHUNG et al, 2017; JULIER et al, 2017; BROLY et al, 2019).

No entanto, as intervengdes atuais ndo conseguiram prevenir de maneira satisfatoria
a resposta inflamatoria excessiva, indicando a necessidade de novas abordagens
terapéuticas com a finalidade de modular a reacéo inflamatoria do hospedeiro aos DMI

a fim de minimizar os efeitos indesejados dessa interacéo.
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Na literatura estudos mostram que acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sao
capazes de atenuar a inflamac&o e modular a angiogénese e fibrogénese em doencas

inflamatorias.

1.3-Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Os AGCC sao acidos organicos compostos por uma cadeia com um a cinco atomos
de carbono e um grupo carboxila. Sdo produzidos pela fermentacao de fibras soltveis
e amido resistente por bactérias anaerdbias residentes no trato gastrointestinal, sendo
0s mais estudados, o0 acetato (C2), propionato (C3) e o butirato (C4). Sao encontrados
em altas concentracdes no trato gastrointestinal (70-140mmol/l no célon proximal e
20-70 mmol/l no colon distal), sendo a proporcdo entre os principais AGCC de
aproximadamente 60% de acetato, 25% de propionato e 15% de butirato (VINOLO et
al, 2009; MASLOWSKI et al, 2009; CANANI et al, 2011; ELCE et al, 2018)

Os AGCC sao um importante substrato energético para os colondcitos, atendendo de
60-70% da suas necessidades energéticas. S&o também essenciais para a
manutencdo da homeostase intestinal devido a sua agcdo na modulacdo do fluxo
sanguineo colénico, na motilidade gastrointestinal, na proliferacdo e diferenciacao
celular e na modulacéo da resposta inflamatoria, sendo também documentado seus
efeitos a nivel extra-intestinal (VINOLO et al, 2011; ELCE et al, 2018 FILLIPONE et al,
2020).

Ap6s produzidos, os AGCC sao rapidamente absorvidos pelo epitélio colénico por
difusdo simples e transporte ativo. Os AGCC ndo metabolizados pelos colondcitos séo
transportados pela veia porta até o figado e distribuidos para outros érgéo e tecidos
onde sdo usados como fonte energética e exercem varios outros efeitos sobre o
metabolismo celular. Foi observado que entre os AGCC, o butirato € o mais utilizado
pelos colondcitos como fonte de energia (70-90%), enquanto o acetato e o propionato
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sdo em maior porcentagem transportados para outros tecidos e 6rgaos. Estima-se que
a disponibilidade sistémica seja de 36% de acetato, 9% de propionato e 2% de butirato
em individuos saudaveis, podendo essa disponibilidade variar de acordo com habitos
alimentares (PARK et al, 2015; BOETS et al, 2017; GILL et al, 2018; ELCE et al, 2018;
RATAJCZAK et al, 2019)

1.3.1- Mecanismos de acao

Os AGCC apresentam multiplos efeitos em células de diferentes tecidos e 6rgéos
através da modulacdo da expressdo de genes, afetando a sintese proteica, a
proliferacdo celular e a apoptose. Isso acontece por dois mecanismos: pela inibicao
das atividades das histonas desacetilases (HDACs) e pela ligacdo com receptores
transmembrana que interagem com vias de sinalizagdo intracelular (VINOLO et al,
2011; ELCE et al, 2018; RATAJCZAK et al, 2019)

As enzimas histonas acetiltransferases (HATs) e histonas desacetilases (HDACS)
estdo envolvidas na regulacéo epigenética da expressao génica, através da adigdo ou
remocdo do grupo acetii da cauda N-terminal das proteinas histonas,
respectivamente. A acetilacdo das histonas causa o relaxamento da cromatina,
permitindo a acessibilidade ao DNA e consequente expressao génica (DE RUIJTER
et al, 2003; SILVA, 2018) (Fig. 5).
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Figura 5: Papel das enzimas histonas acetiltransferases (HATs) e histonas desacetilases (HDACs) na regulagdo
epigenética da expressdo génica. ADAPTADO DE: DE RUIJTER, 2003

Os AGCCs inibem a acdo das HDACs, causando um estado de hiperacetilacdo que
resulta na transcricdo de agentes anti-inflamatorios. Esse potente efeito inibitorio,
principalmente do butirato e do propionato, foi descrito em véarios modelos de
inflamacédo (VINOLO et al, 2011; KOH et al, 2016; BUTMAN, 2017; ANG et al, 2017;
GILL et al, 2018; SILVA, 2018; DE LAZARI et al, 2020).

Outro mecanismo de acdo dos AGCCs sobre o metabolismo celular se da pela
atuacdo em cascatas de sinalizacdo intracelular via ativacdo de proteinas
transmembrana denominados receptores de acido graxos livres (FFARS), que
pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G (GPRs). Os GPRs sao
expressos na superficie de diversos tipos celulares, tais como células epiteliais do
intestino, adipdcitos, células imunes inatas e neurdnios (COX et al, 2009; ANG et al,
2017; GILL et al, 2018; RATAJCZAK et al, 2019; VENEGAS et al, 2019).

Os AGCCs ativam trés diferentes receptores de superficie celular acoplados a
proteina G: GPR41 (também conhecido como FFAR3), GPR43 (FFAR2) e GPR109a
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(PUMA-G). O GPR41 e o0 GPR43 séao ativados por acetato e propionato, tendo maior
afinidade pelo propionato. Brown e seus colaboradores observaram que GPRA41 foi
expresso principalmente no tecido adiposo, enquanto 0s niveis mais elevados de
GPR43 foram encontrados nas células do sistema imunolégico. O GPR109a tem
como principal ligante o butirato (BROWN et al, 2003; LE POUL et al, 2003;
THANGARAJU et al, 2009; SINGH et al, 2014; KOH et al, 2016; BOETS et al, 2017).
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Figura 6: Acdo dos AGCC sobre a sinalizagdo celular, o metabolismo celular e a transcri¢do genica.
ADAPTADO DE: GILL et al, 2018.

Os GPRs medeiam o efeito anti-inflamatério dos AGCCs, ao inibir a fosforilacao das
vias de sinalizacdo de inflamagéo, como a via do NF-kB e a via do MAPK. Em estado
inativado, essas proteinas quinases encontram-se ligadas a uma proteina inibitoria,
gue ao ser degradada pela fosforilacdo permite a translocacdo para o nudcleo e
consequente transcricdo génica (HANKS e HUNTER, 1995; GLEZER et al, 2000;
CANANI et al, 2011; CHEN et al, 2018) (Fig. 7).



27

Segundo Canani e colaboradores, o NF-kB regula muitos genes celulares envolvidos
na sintese de produtos da resposta imune inflamatéria inicial, incluindo IL-13, TNF-q,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, oxido nitrico sintase induzivel (INOS), ciclooxigenase-2 (COX-
2), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséo celular vascular-
1 (VCAM-1), receptor de células T-a (TCR-a) e moléculas de MHC de classe |II.
Estudos indicam que os AGCC inibem significativamente a ativacdo do NF-kB
reduzindo a expressdo de mediadores pro-inflamatorios. (CANANI et al, 2011,
AGUILAR et al, 2014; CHEN et al, 2018; VENEGAS et al, 2019; DE LAZARI et al,
2020)

Dentro desse contexto, o AMP ciclico (CAMP) e o célcio (Ca 2+) também atuam como
mensageiros secundarios intracelulares dos sinais ativados pela ligagcédo
AGCC/GRPs, alterando a transcricdo de um grande numero de genes. Foi constatado
gue a inibicdo da via cAMP, e a elevacdo da sinalizacdo de Ca?* em macréfagos e
mondcitos que tiveram GPR41 e GPRA43 estimulados por acetato ou propionato,
exerceu efeito anti-inflamatério (BROWN et al, 2003; YOSHIMOTO et al, 2002; ANG
e DING, 2016) (Fig. 7).

No entanto, ndo esté totalmente compreendido quais séo os fatores que direcionam a
acao preferencial do AGCC ou para inibicdo de HDAC, ou para a ativacao de GPR em
diferentes células, causando efeitos mediadores especificos em cada tecido (GILL et
al, 2018).

1.3.2-O uso dos AGCC/ Propionato de sédio em condic¢des inflamatorias

Os AGCCs tém sido alvo de estudos em diferentes modelos humanos e animais
devido aos seus multiplos efeitos na modulacdo da inflamac&o. Segundo Vinolo
(2011), esses acidos graxos néo afetam apenas a funcao dos leucdcitos, mas também
podem induzir a apoptose em linfécitos, macrofagos e neutréfilos. Foi comprovado
também que os AGCC podem apresentar efeitos divergentes dependendo do tipo de

célula e da concentracdo no meio, demonstrando ter efeitos pré-inflamatérios em
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baixas concentracfes, e efeitos anti-inflamatorios em altas concentragfes (LIU et al,
2016; GILL et al, 2018).

Em um modelo de sepse induzida, a administracdo de butirato de sédio afetou as
atividades de mondcitos ativados, macrofagos e neutrdfilos, resultando na reducéo
dos danos ao figado, rins e pulm&es e melhorando a taxa de sobrevivéncia (ZHANG
et al, 2007). Em pacientes com Doenca de Chrown, o butirato diminuiu a expresséo
de citocinas pro-inflamatérias por meio da inibicdo da ativacdo do NF-kB (SEGAIN et
al, 2000). Outros estudos apontaram uma melhora de condi¢cdes inflamatorias
cronicas de vias aéreas através da ativacdo de GPR41 e GPR43 por AGCCs,
reduzindo a expresséao de citocinas e reduzindo a fibrogénese (HALNES et al, 2017;
IMOTO et al, 2018).

Do mesmo modo, estudos com o &cido propiénico, e o seu derivado sintético o
propionato de sédio, demostraram que ele também apresenta uma a¢cdo moduladora
na inflamacéo, na angiogénese e na fibrogénese em diversos modelos de doenca.
Como por exemplo, a supressao da inflamacdo em modelo murino de mastite e colite
induzida, a modulacdo da angiogénese patoldgica na displasia broncopulmonar em
modelo murino, e a reducéo da fibrose cardiaca em camundongos hipertensos (TONG
et al, 2016; WANG et al, 2017; BARTOLOMAEUS et al, 2019; CHEN et al, 2021).

Neste contexto, propomos que a administracdo por via oral, uma via de extrema
relevancia na pratica clinica, de PS poderia modular as fases da resposta tipo corpo
estranho (inflamacao, angiogénese, fibrogénese). Para testar esta hipotese utilizamos
0 modelo de implante de disco de esponja, que é amplamente utilizado por nosso
grupo de pesquisa (ANDRADE et al., 1997, DA ROCHA E SILVA et al., 1998; DE
MOURA et al., 2011; CASTRO et al., 2012; ORELLANO et al., 2015; PEREIRA et al.,
2015; LAZARI et al, 2020).

1.4-Modelo de implante de esponja
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No modelo de implante de disco de esponja, € utilizado um disco de matriz porosa de
poliéter-poliuretano de 8mm de diametro por 5 mm de altura, estéril, acelular e
avascularizada. A caracterizacdo estrutural do implante de esponja foi realizada
previamente por nosso grupo de pesquisa através de microtomografia
computadorizada, que demonstrou que a maioria dos poros apresenta diamentro
entre 400 e 600 um. A porcentagem de porosidade e a média dos didamentros dos
poros calculados pelo software de analise do micro-CT demonstrou que 96,05% da
matriz sintética é formada por poros livres (PEREIRA et al., 2015). Ao ser implantado
subcutaneamente na regido dorsal de camundongos, induz uma interacao entre o
organismo hospedeiro e o corpo estranho. A matriz esponjosa desencadeia a resposta
imune inata, com migracdo de células inflamatérias para o interior da esponja, e
posterior formacdo de um tecido fibrovascular proliferativo e uma capsula fibrosa ao
entorno da matriz esponjosa. 1sso permite a andlise ndo sé da resposta imune inata e
dos seus componentes inflamatorios, angiogénicos e fibrogénicos, como também dos
possiveis efeitos da administracdo de farmacos e compostos sobre os complexos
eventos dessa interacao, possibilitando o estudo e proposicdo de novas indicacdes
terapéuticas (ANDRADE et al., 1997; CAMPOS et al., 2006; DE MOURA et al., 2011,
CASTRO et al., 2012; ORELLANO et al., 2015; LAZARI et al, 2020).

2. JUSTIFICATIVA

Muitas terapias com acfes anti-inflamatorias tém sido empregadas para reduzir 0s
efeitos adversos a implantacdo de biomateriais, e assim minimizar o custo do
tratamento e 0s riscos para o0 paciente. Entretanto as intervencdes terapéuticas nao
tém sido capazes de atenuar de forma eficaz a resposta exacerbada, havendo a

necessidade de busca por novos agentes como novas alternativas terapéuticas.

Apesar de existir grande variedade de estudos que comprovam a modulacdo da
inflamacdo com a utilizacdo dos AGCC, ndo ha descricado na literatura do efeito do
propionato de sodio na reacao tipo corpo estranho. Sendo assim, a proposta deste
trabalho foi utilizar a administracéo oral do propionato de sddio e avaliar seus efeitos
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na resposta tipo corpo estranho em um modelo murino de implante de esponja
sintética. Os resultados poderdo gerar novas informacdes dos efeitos do composto
em componentes especificos do processo de reparo, que poderao nortear futuramente

alternativas para a melhora da resposta a implantes de biomateriais.

3. OBJETIVOS

3.1-Objetivo geral

Avaliar os efeitos do propionato de sédio na reacdo do tipo corpo estranho ao implante
de matriz sintética de poliéter-poliuretano por parametros angiogénicos, inflamatérios

e fibrogénicos.

3.2- Objetivos especificos

e Induzir a reacdo tipo corpo estranho em camundongos C57BL/6 através da
implantacdo subcutanea de uma matriz sintética de poliéter-poliuretano por um

periodo de 14 dias.

e Avaliar o perfil celular intra-implante através da técnica de citometria de fluxo, da
analise histolégica do tecido fibroproliferativo (quantificagdo dos mastocitos intra-
implante (Dominicci), quantificacdo de células gigantes (H&E), e através de
dosagens bioquimicas da concentracédo das enzimas Mieloperoxidase (MPO) e N-

acetil-B-D-glucosaminidase (NAG).

e Quantificar a angiogénese morfometricamente através da contagem de vasos na
matriz (H&E) e bioquimicamente pela dosagem da concentracdo do fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF) intra-implante.
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e Determinar a deposicdo do colageno utilizando-se técnicas histologicas para a
guantificacao de colageno total, colageno tipo | e colageno tipo Il (Picrosirius Red)

e mensuracao da capsula fibrosa (H&E).

4. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 50 camundongos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEBIO), da linhagem C57BL/6, machos com idade de 8 semanas,
peso 20-25g, sendo n=25 animais por grupo (Controle, Propionato). Desses 25
animais de cada grupo, 10 animais foram utilizados para citometria, 10 animais foram
utilizados para dosagens bioquimicas e 5 foram utilizados para analises histoldgicas.
Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e racao padrao (NUVILAB CR-1
Brasil) e acomodados no biotério do Departamento de Patologia Geral, sob um ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos o0s procedimentos mantiveram os padrbes
estabelecidos nas diretrizes para o cuidado e uso de animais experimentais pela
Comité Institucional de Bem-Estar Animal e em conformidade com a Comisséo de
Etica em Pesquisa no Uso de Animais da UFMG (CEUA protocolo 282/2018).

Preparacdo e implantacdo dos discos de esponja sintética e tratamento com 0s
AGCCs

Os implantes de esponjas sintéticas de poliéter-poliuretano (Vitafoam Ltda.,
Manchester, U.K.) foram cortados em discos de 5 mm de espessura e 8 mm de
diametro, embebidos em alcool a 70% (overnight). Antes da implantacdo, os discos
foram esterilizados por ebulicdo em agua destilada durante trinta minutos (ANDRADE,
FERREIRA, 2016)

Os animais foram anestesiados com uma mistura de 150 mg/kg de ketamina e 10
mg/kg de xilazina (LAZARI et al, 2020). O local da insercdo foi tricotomizado e

realizada a antissepsia da pele com alcool a 70%. As matrizes sintéticas acelulares
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foram implantadas na regido dorsal subcutaneo para observacéo de resposta local.
Durante o poOs-operatério imediato foram monitorados a ocorréncia de sinais de

infeccdo no sitio cirdrgico ou sofrimento do animal.

No dia posterior ao implante da esponja foi iniciado a administracédo via oral por
gavagem de 100mg/kg/dia do propionato de sodio (Sigma; 96,06 g / mol) diluido em
100 microlitros de agua filtrada para cada animal do grupo propionato e de 100
microlitros de &gua filtrada ao grupo controle durante 14 dias (FILLIPONE et al,2020;
LAZARI et al, 2020). Em seguida os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Os implantes foram removidos, fotografados, pesados e processados para

as analises bioguimicas, histolégicas e citometria de fluxo. (Fig. 7)

As imagens dos implantes foram capturadas com um microscopio estereoscopio
(Nikon SMZ745T), equipados com software QCapture Pro 7, na magnificéncia de 6,5x
e de 50x para avaliar o aspecto do implante pos-retirada e a formacdo de vasos na

superficie do implante.

PROPIONATO DE SODIO
100mg/Kg/dia

A

IMPLANTES EUTANASIA
(subcutaneo dorsal) (coleta de amostras)

!
y

it

Figura 7: Protocolo experimental. Foi utilizada a tecnica de gavagem para as administragdes diarias de 100 ul de
dgua filtrada para os animais do grupo controle e de 100 miligramas/kg de propionato de sodio diluido em 100
ul dgua filtrada para os animais do grupo propionato de sédio. A administra¢éo do propionato de sddio foi
iniciada 1 dia apds a inser¢do dos implantes prosseguindo até o 142dia.No 152 dia os animais foram eutanasiados
para realizar a coleta e processamento das amostras.
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Andlises histolégicas

Os implantes de 5 animais por grupo foram fixados em 10% de formol por 24h. Apds
a inclusédo de parafina, procedeu-se as seccdes com espessura de 5 mm. Cinco
laminas por grupo foram coradas para a avaliacdo do tecido intra-implante com a

coloragéo de hematoxilina e eosina (H.&E.), Dominici e Picrosirius Red.

As imagens das laminas coradas com hematoxilina e eosina foram utilizadas para
guantificacdo do numero de vasos sanguineos (todos os campos contendo vasos
sanguineos das laminas foram analisados), quantificacdo das células gigantes (todos
0s campos contendo células gigantes por lamina foram analisados), mensuracao da
espessura da capsula fibrosa, em 15 campos por grupo. Nas laminas coradas com
Dominicci foram analisados todos os campos contendo mastécitos. As imagens foram
capturadas com uma camera digital (CoolSnarp-Pro) conectado a um microscopio
Olympus BX51 equipado com software Image-Pro Express 7.0 (Media Cybernetics,
EUA) com resolucédo de 2560x1920 pixels, com uma magnificacao de 400x e de 1000x

para analisar os parametros descritos acima.

As imagens das laminas coradas com Picrosirius em média 50 campos por lamina
foram capturados com uma camera com luz polarizada (Spot Insight) conectado a um
microscopio Olympus BX41 equipado com software Spot 3.4, com resolucao de 2560
x 1920pixels, com uma magnificacdo de 200x para analisar os parametros descritos

acima.

Todos os parametros foram analisados pelo software Image Pro Plus 7.0.

Dosagem dos niveis de Mieloperoxidase e N-acetil-B-D-glucosaminidase

A infiltracdo de neutrofilos nos implantes foi avaliada indiretamente por analise da
atividade da mieloperoxidase (MPO) (PEREIRA et al, 2017). Os implantes foram
pesados, homogeneizados em tampao NaPO4 0,05 M (pH 6,0) e centrifugados a
5000rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida foram adicionados tetrametilbenzidina

(1,6 mM) e H202 (0,3 mM) a amostra para reacao da enzima MPO com o substrato,
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sendo a reagéao interrompida pela adigdo de 50 pyl de H2SO4 (4M). A atividade de
MPO nas amostras foi determinada medindo a alteracdo na absorbancia a 450 nm.
Os resultados foram expressos como alteracdo na densidade 6ptica (DO) por grama

(g) de tecido Umido.

A infiltracdo de macrofagos nos implantes, foi avaliada indiretamente pelos niveis da
enzima lisossbmica N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) (SASAMOTO, 1991,
MARQUES, 2011; ORELLANO). As amostras foram homogeneizadas em solugéo de
NaCl (0,9% v / v) contendo 0,1% v / v de Triton X-100 (Promega, Madson, WI, EUA)
e centrifugadas a 3.000rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi incubado por 30
minutos a 37°C com 100 pl de p-nitrofenil-N-acetil-beta-D-glucosaminidase (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA), preparados em tampéo citrato/ fosfato (Acido citrico 0,1
M; Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) para produzir uma concentracao final de 2,24 mM. A
reacao foi interrompida pela adigdo de 100 ul de tampao de glicina a 0,2 M (pH 10,6).
A hidrdlise do substrato foi determinada medindo a absorcao a 405 nm. Os resultados

foram expressos em nmol / mg de tecido Umido.

Conteddo intra-implantes de VEGF

Os implantes foram homogeneizados em PBS a pH 7,4 contendo 0,05% de Tween e
centrifugados a 12.000 durante 30 minutos a 4°C. O nivel de citocinas foi medido em
100 pl do sobrenadante utilizando kits de imunoensaio (R e D Systems, EUA) e
seguindo o protocolo do fabricante. As diluicbes de sobrenadantes sem células foram
adicionados a placas ELISA revestidas com um anticorpo monoclonal murino
especifico contra as citocinas, seguindo-se da adicdo de um segundo anticorpo
policlonal conjugado com peroxidase de rabano, contra as citocinas. Apds a lavagem
para remocdo de qualquer reagente de anticorpo-enzima nao ligado, foram
adicionadas aos pocos uma solucdo de substrato (50 yL de uma solugdo 1:1 de
peréxido de hidrogénio e 10mg/ml de tetrametilbenzidina em DMSOQO). A reacao foi
interrompida apdés 20 minutos de incubagdo com &acido sulfurico 2N (50 pL) e a
intensidade de cor medida a 540 nm em um espectrofotometro (Varisoskan Flash). Os

padrboes de diluicbes foram de 0,5 log10 de citocinas murinas recombinantes de 7,5



35

pg/ml a 1000 pg/ml (100 ul). Os resultados expressos como pg de citocina/mg de

tecido umido.

Citometria de fluxo

Os leucdcitos intra-implante foram quantificados apés 14 dias de implantacéo, por
citometria de fluxo. Foi utilizado um painel monoclonal de anticorpos fluorescentes ja
determinado anteriormente (VIANA et al, 2015) sendo os seguintes anticorpos:
anticorpo monoclonal de rato anti-mouse CD45 (clone 30-F11)-FITC, anticorpo
monoclonal de rato anti-mouse CD11c (clone N418)-eFluor 450, anticorpo monoclonal
de rato anti-mouse CD3e (clone 145-2C11)-Percp-Cy5.5, anticorpo monoclonal de
rato anti-mouse F4/80(BM8)-PE e o anticorpo monoclonal de rato anti-mouse GR-1
(Ly6-G/Ly-6C ), Biotin (clone: RB6-8C5)- APC adquiridos da eBioscience ™ .

Foram utilizados 10 implantes de esponja de cada grupo. Os implantes foram picados
com tesoura em 1 ml de HBSS, em seguida 2,5 ml de colagenase tipo 1 filtrada e
esterilizada (Sigma Chemicals, St Louis, MO, EUA) e tripsina foram adicionados aos
fragmentos. Apos incubacédo durante 30 min a 37 ° C, as células foram lavadas e
centrifugadas (500 g durante 10 min a 4 ° C). As células isoladas de esponjas foram
ressuspensas em solucédo de 0,1% BSA em PBS. Subsequentemente, as células
foram lavadas com tampado FACS, coradas para moléculas de superficie durante 20
minutos a 4 ° C. Pelo menos 50.000 eventos foram adquiridos para analise usando
FACSCanto-Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Os dados foram analisados usando FlowJo Verséo 9.7.5 (TreeStar, Carrum Downs,
Australia). A disperséo direta (FSC-A) e a dispersédo lateral (SSC-A) foram usadas
para remover inicialmente os detritos e capturar os leucdcitos. Os leucdcitos foram
gquantificados com base na expressdo de CD45, e em seguida foram quantificados
linfécitos T com base na expressédo de CD45 * CD3. A partir das células CD45+, foi
avaliado a expressado de GR1 versus F4 / 80 para selecionar mondcitos (GR1 + e

GR1Low) e neutrdfilos (GR1 + F4 / 80Neg). Uma andlise mais detalhada das
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subpopulagbes de mondcitos foi feita com base na expressdo de GR1 e aqui
designados como: mondcitos inflamatorios (F4 / 80 + CD11b + GR1-High) e mondcitos
de patrulhamento (F4 / 80 + CD11b + GR1-Low). A porta F4 / 80 High GR1Low / Neg

foi usada para caracterizar macréfagos (VIANA et al, 2015)

Analises Estatisticas

Os resultados sédo apresentados como média + SEM ou mediana. A normalidade e
homoscedasticidade foram determinadas para posterior analise estatistica. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prisma 7.0, e foi
considerado estatisticamente significativo um valor de p<0,05. As comparagdes entre
os dois grupos (CT e PS) foram feitas através do teste t de Student ou Mann Whitney

para dados néo parameétricos.

5- RESULTADOS

Perfil celular inflamatorio e as concentracdes das enzimas de Mieloperoxidase

e N-acetyl-B-D-glucosaminidase intra-implante.
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Figura 8: Efeito do propionato de sddio sobre a populag¢éo de leucdcitos intra-implante e a concentragdo das
enzimas Mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-8-D-glucosaminidase (NAG) apds 14 dias de tratamento.
Representado em A, estd a estratégia de andlise em dot plots identificando a infiltracdo de linfdcitos T,
neutrdfilos, mondcitos inflamatdrios, mondcitos patrulhadores e macrdéfagos no interior do implante. Em B, foi
comparada a frequéncia dessas células em ambos os grupos. Em C e D, estdo representados os resultados da
quantificagdo de Mieloperoxidase e N-acetil-8-D-glucosaminidase em ambos os grupos. Os resultados sdo
expressos com a média + SEM. *p < 0.05, teste T de student, n=10 animais por grupo.
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Os leucdcitos foram identificados pelas anélises do painel monoclonal utilizado (Fig.8
A). Foram quantificadas a presenca de tipos celulares como: linfocitos, neutrofilos,
mondacitos inflamatdrios, mondcitos patrulhadores e macrofagos, sendo que ha um
claro predominio de monécitos e macréfagos em ambos 0s grupos. A maioria dos
tipos celulares identificados tiveram reducdo da frequéncia no grupo tratado, a
excessao dos mondcitos patrulhadores CT (36,28 + 1,23) versus PS (45,51 + 3,9);
sendo que os neutréfilos CT (1,44 £ 0,19) versus PS (0,7 = 0,24); mondcitos
inflamatérios CT (41,16 + 0,68) versus PS (21,18 + 7,6); e os macr6fagos CT (38,8 +
3,81) versus PS (23,6 + 4,56) mostraram uma reducdao significativa (Fig.8 B).

A dosagem de mieloperoxidase (MPO), esta concordante com os achados da
citometria, uma vez que assim como os neutréfilos se mostrou reduzida no grupo
tratado, CT (3,1 £ 0,42) versus PS (2,46 £ 0,15), (Fig.8C).

N&o houve diferenca entre os grupos avaliados quanto a concentracao de N-acetil-B-
D-glucosaminidase (NAG) intra-implante, CT (1,54 £ 0,28) versus PS (1,53 £ 0,30)
(Fig.8 D).

Analises macroscopicas e microscépicas do implante apds retirada

O implante de esponja foi bem tolerado por todos os animais. Durante o periodo de
15 dias do experimento, ndo houveram sinais visiveis de infec¢ao ou rejei¢cdo no local
do implante, nem sinais de toxicidade tais como alteracdo nas atividades motoras,

alteracéao no nivel de consciéncia ou perda de peso dos animais.
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Figura 9: VisGo macroscdpica do implante versus corte histolégico do implante em H&E. Fotomicrografia em lupa
do implante de esponja apds 14 dias de tratamento em A e B, do grupo controle e tratado respectivamente. Em
C e D, foram fotografados em lupa os cortes histoldgicos dos implantes corados em H&E na magnificdncia de
6.5x, do grupo controle e tratado respectivamente. Os implantes mostraram diferengas de tonalidades entre os
grupos.

Quanto aos aspectos macroscopicos dos implantes, foi visualizado a formacao de um
envoltério vascularizado entorno dos implantes de ambos os grupos, sendo que no
grupo controle esse envoltério apresentou tonalidades avermelhadas, enquanto que
no grupo tratado, o envoltério apresentou tonalidades de branco a amarelada. Na
fotomicrografia da esponja inteira, observa-se no grupo controle um aspecto mais

eosinofilico, sugerindo uma maior infiltragéo tecidual nesse grupo.
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Figura 10: Efeito do propionato de sddio sobre a formagdo do tecido fibroproliferativo no implante de esponja.
Fotomicrografia representativa do grupo controle e do grupo propionato corados em H&E, em A e B,
respectivamente. A esponja de poliéter poliuretano apresenta aspecto triangular e esté marcada em asterisco na
imagem.

Quanto aos aspectos microscopicos, cortes histoldgicos (coloragdo H&E) mostraram
a inducdo da resposta inflamatoria tipo corpo estranho, com formacéo de tecido
fibrovascular infiltrando os poros da esponja, composto por vasos neoformados
congestos e intensa celularidade com varios tipos de células inflamatérias, também
fibroblastos (Fig.10 A e B).

No grupo tratado com propionato percebe-se uma clara reducao da celularidade intra-
implante, com a presenga de um transudato claro, eosinofilico somado a poucas

células dispersas no interior do implante (Fig.10 A e B).
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Figura 11: Efeito do propionato de sddio sobre o infiltrado de mastocitos. Fotomicrografia das secbes
histoldgicas corados com Dominici. Os mastdcitos estdo apontados pelas setas, sendo o grupo controle
representado em A, e o grupo propionato representado em B. Os mastdcitos foram quantificados, e os
resultados foram expressos em C, com a média expresso com a média + SEM. *p < 0.05; teste T de student, n=5
animais por grupo

Através da coloracdo de secc¢des de implante com Dominici, observou-se a infiltracédo
mastocitaria no tecido fibrovascular formado (Fig.11 A e B). O tratamento com
propionato de sédio promoveu a reducao no nimero de mastdcitos/campo, CT (4,01
+ 0,27) versus PS (3,04 £ 0,35) (Fig.11 C).



42

o &
a Il Controle 15-
E —_ Hm Controle
9 6. mm Propionato s
] t W Propionato
] 3 10,
S4 63T
o mwoe
o KRR S 8
o

g, 2 0.5
E 2 :
z

0 0.0

Figura 12: Efeito do propionato de sddio sobre a angiogénese. Em A e B. Fotomicrografia representativa, numa
magnificdncia de 50x, mostrando a formag¢éo de um tecido vascularizado, com vdrios vasos dispersos pela
superficie do implante do grupo controle em A, e raros vasos focalmente na superficie do implante do grupo
tratado com propionato em B. C e D Fotomicrografia das se¢Ges histoldgicas do implante de esponja (5um)
corados em H&E, numa magnificacdo de 1000x, representando o quantitativo de vasos por campo nos grupos
controle em C, e no grupo propionato em D. Setas: vasos intra-implante. O resultado da quantificagdo do niumero
de vasos intra-implante foi expresso em E, e a concentra¢do de VEGF intra-implante foi expresso em F, ambos
com a média + SEM. ****p < 0.0001; *p < 0.05, teste T de student, n=5 animais por grupo. O tratamento com
propionato de sédio reduziu significativamente o niumero de vasos por campo.
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O efeito anti-angiogénico do AGCC é visualizado pela reducdo quantitativa dos vasos
em 81% no grupo tratado, representado pelas imagens dos implantes (Fig. 12 A-D).
Semelhantemente, a concentracdo de VEGF intra-implante se apresenta reduzida no
grupo tratado (Fig.12 C) CT (0,71 £ 0,34) versus PS (0,06 + 0,045).
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Figura 13: Efeito do propionato de sédio na reagdo tipo corpo estranho. Fotomicrografia representativa da reagdo
tipo corpo estranho corado em H&E em A no grupo controle, e em B no grupo propionato. Observa-se a presenca
de células gigantes multinucleadas aderidas ao biomaterial (apontado em asterisco) em ambos 0s grupos;
havendo uma redugéo da celularidade intra-implante e do quantitativo de células gigante/campo, representado
em C. A morfologia das células gigantes no grupo tratado apresentou-se alterada, com redugdo do numero de
nucleos e do citoplasma. Os resultados sdo expressos com a média + SEM. ****p < 0.0001; teste T de student, n=
5 animais por grupo.

Foi confirmada a reacdo tipo corpo estranho pela presenca marcante de células
gigantes com numerosos nucleos dispersos em citoplasma abundante, aderidos ao
biomaterial (Fig. 13 A e B). No entanto observou-se que no grupo tratado houve uma

significativa reducdo da celularidade intra-implante e do quantitativo de células
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gigantes por campo, CT (3,757 = 0,1118) versus PS (1,581 + 0,1036) (Fig. 14 C).,

sendo ainda observadas alteracdes morfoldgicas nas células gigantes, com reducédo

do conteudo citoplasmatico e do niumero de ndcleos no seu interior.
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Figura 14: Efeito do propionato de sddio sobre a deposicdo de fibras coldgenas. Fotomicrografia representativa
das fibras coldgenas intra-implante evidenciadas pela coloragdo Picrosirius red, o grupo controle em A, e o grupo
propionato em B. Nessa coloragdo a luz polarizada, as fibras de coldgeno tipo I, adquirem birrefringéncia
aumentada em matizes amarela viva, laranja ou vermelho, e as fibras coldgenas tipo Il adquirem birrefringéncia
aumentada em matizes de verde. O quantitativo de fibras coldgenas total estd expresso em C. O quantitativo de
fibras coldgenas tipo | e tipo 11l estd expresso em D. Os resultados sdo expressos com a mediana, *p < 0.05, **p <

0.01, ****p < 0.0001 Mann Whitney teste, n=5 animais por grupo.
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Figura 15: Efeito do propionato de sodio sobre a formag¢do da capsula na superficie do disco de esponja.
Fotomicrografia representativa da cdpsula fibrosa que envolve o implante, corado em H&E, em A o grupo
controle, e em B o grupo propionato. A mensuragdo da espessura da cdpsula foi expressa em C. Os resultados sGo
expressos com a médiat SEM. *p < 0.05, teste T de student, n=5 animais por grupo.

Quanto ao remodelamento, o propionato de sédio apresentou efeito antifibrogénico.
Houve a diminuicdo da producéo total de colageno, CT (mediana= 676277) versus PS
(mediana= 512105 pm?); de colageno tipo I, CT (mediana= 886970 pm?) versus PS
(mediana= 248220 um?) e colageno tipo Il CT (mediana= 382167 pum?) versus PS
(mediana=253226 um?) no grupo tratado (coloracéo Picrosirius red). Sendo observado
ainda que ha maior reducéo das fibras colagenas tipo | (mais espessas) que fibras
coldgenas tipo Il (reticulares) no grupo tratado, apontando um atraso no
remodelamento da matriz (Fig.14 A - D). Houve também reducdo quantitativa da
espessura da capsula, CT (311,5 £ 40,12) versus PS (208,5 + 28,87), que adquiriu um
aspecto fragmentado com espacamento entre as fibras colagenas (Fig.15 A-C).
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Nossos resultados demonstraram que o propionato de sodio exerceu efeito anti-

inflamatdrio, anti-angiogénico e anti-fibrogénico sobre a reacéo tipo corpo estranho.

6. DISCUSSAO

O éxito no implante de um biomaterial esta relacionado a intensidade da reacéo
inflamatéria gerada e seus produtos. ApoOs a insercao, os implantes desencadeiam
uma cascata de sinalizacao pré-inflamatéria que pode evocar uma intensa resposta
inflamatoria do tipo corpo estranho com formacéo de tecido fibrovascular que adere
a interface do implante e infiltra nos seus compartimentos, podendo levar ao
comprometimento da funcionalidade e durabilidade do implante e do tratamento
proposto (SOCARRAS et al, 2014; PEREIRA et al, 2018; CHU et al, 2019;
VOLLKEMER et al, 2019; DE LAZARI et al, 2020).

Estudos envolvendo compostos naturais mostraram que os AGCC podem atuar na
migracao de leucocitos para sitios inflamatorios, inibindo a expressdo de moléculas
de adeséo (LI et al, 2018; VESTWEBER, 2015). Porém nédo encontramos estudos na
literatura que avaliassem o efeito de um AGCC, o propionato de sddio, na resposta

inflamatéria do tipo corpo estranho.

Para avaliar a hipétese de que este composto também poderia modular a reacéo do
tipo corpo estranho utilizamos o modelo de implante de poliéter poliuretano (modelo
de implante de esponja em camundongo) que é o modelo experimental utilizado por
nosso grupo de pesquisa.O processo inflamatério que se desenvolve dentro e ao
redor de implantes de discos de esponja de 14 dias, exibe -caracteristicas
compativeis com uma inflamacdo do tipo corpo estranho, como a presenca de
neutrofilos, mastocitos, mondcitos, linfécitos, fibroblastos, macréfagos e células
gigantes do tipo corpo estranho, produzindo um tecido fibrovascular com intensa
neovascularizagdo que infiltra os poros da esponja, como também a formagéo de

uma capsula fibrosa. O que tem sido observado em trabalhos ja publicados por nosso
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grupo de pesquisa (CASTRO et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; CASSINI-VIEIRA
et al., 2018).

Neste trabalho, o propionato de sddio administrado por via oral, reduziu a infiltracédo
de células inflamatdrias na esponja do grupo tratado, avaliada através da frequéncia
de algumas populacdes de leucdcitos. Os linfocitos sdo leucécitos importantes na
resposta do tipo corpo estranho devido ao seu papel na producgéo de citocinas pré-
inflamatérias que sustentam e orquestram eventos inflamatérios e promovem a
adeséao e fusdo de macréfagos em células gigantes (WAJNER, 1999; BRODBECK
et al, 2005; CHANG, COLTON e ANDERSON, 2009; MARIANI et al, 2019). Em nosso
modelo de estudo, os linfocitos apresentaram uma tendéncia a reducdo intra-
implante. Este resultado é coerente com a literatura, onde ja foi reportado que os
AGCC podem alterar a diferenciacao fenotipica e a funcdo dos linfocitos, sendo que
0 propionato mais especificamente, inibe a ativacdo e a formacéo de colbnias de
linfécitos T em altas concentragdes in vitro (BROWN et al, 2003; VINOLO et al, 2011;
PARK et al, 2015). Porém em nosso modelo, possivelmente devido ao tempo de
estudo avaliado, 14 dias, ndo foi observada diminuicdo do quantitativo de linfécitos

intra-implante no grupo tratado.

Os neutrdfilos e os niveis da enzima MPO, produto da sua ativagdo, tiveram
significativa reducao do seu quantitativo intra-implante no grupo tratado, o que pode
ter contribuido para atenuar a resposta inflamatéria tipo corpo estranho e o
remodelamento do tecido fibrovascular nesse grupo. Os neutrofilos, sdo células
importantes na coordenacdo e intensificacéo das reacdes inflamatérias tanto na fase
aguda, quanto na fase crbnica da resposta do hospedeiro ao biomaterial, devido a
sua acao atraves da liberagéo de proteinas granulares, espécies reativas de oxigénio
e quimiocinas, e da formacao de armadilhas extracelulares (NETs) (SOEHNLEIN et
al., 2017; SELDERS et al, 2017; WANG, PAN e LIU, 2019). Estudos observaram que
ao inibir a migracao de neutrdfilos na fase aguda da inflamacéo e consequentemente
reduzir a concentracdo de seus produtos no sitio inflamatorio, o recrutamento de
outros leucécitos é comprometido, como observado em nosso modelo (MASLOWSKI
et al, 2009; VINOLO et al, 2011; CORREA et al, 2017). Atualmente na literatura, tém



48

sido discutido a importancia dos neutroéfilos na coordenacdo dessa resposta imune a
biomateriais, ndo s6 pela sua manutencao no sitio de implantacéo por periodos mais
longos devido ao recrutamento continuo e a inibicdo da apoptose espontanea do
processo normal destas células, como também pela sua atuacdo na interface
tecido/implante com formacao de NETs nas superficies dos implantes. Os neutrofilos
liberam NETs quando séo incapazes de fagocitar um estimulo nocivo, sendo essa
acao considerada um analogo da formacéo de células gigantes tipo corpo estranho.
A liberacdo de NETs aumenta a resposta fibrogénica, contribuindo para uma
producdo excessiva de uma matriz fibrética densa, promovendo o encapsulamento
fibrético e prejudicando a regeneracao tecidual (JHUNJHUNWALA et al, 2015;
SELDERS, 2017; MARIANI, 2019; ODE BONI et al, 2019).

O estimulo continuado provocado pela permanéncia da interacdo tecido/implante,
evoca uma inflamacéo crénica, com predominio de mondcitos e macréfagos e seus
diferentes fenatipos no sitio inflamatorio (ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG, 2008;
FILIPPONE et al, 2020). Esse predominio esta bem caracterizado em nosso modelo
de estudo, tanto pela citometria de fluxo, quanto pelas andlises histopatoldgicas.
Segundo alguns estudos existem duas populacdes descritas de mondcitos em
camundongos, caracterizada pela expressao de receptores transmembrana de
glicocorticéide: os GR1 9" e os GR1-°"/Ned, Os mondcitos com alta expresséo de
GR1, conhecidos como mondcitos inflamatérios sdo aqueles que migram dos vasos
para o tecido, se tornando uma fonte de citocinas inflamatérias, podendo também se
diferenciar em macrofagos que contribuem na defesa e no reparo tecidual. Ja os
mondcitos GR1°%Neg - conhecidos como mondcitos patrulhadores, sdo aqueles que
estdo relacionados a producdo de quimiocinas e ao recrutamento de células para o
local da inflamacdo (SERBINA et al.,, 2008; AUFFRAY, SIEWEKE, GEISSMANN,
2009; ZIEGLER-HEITBROCK et al, 2010; INGERSOLL et al, 2010). O tratamento com
o proprionato de sédio foi capaz de diminuir esta populacao celular intraimplante em

nosso modelo.

Estudos demonstram que o propionato de sédio inibe as acdes pro-inflamatérias de
monacitos e células derivadas através da ligacdo com o receptor GPR41, que tem
maior afinidade por este AGCC (BROWN et al, 2003; COX et al, 2009; VENEGAS et
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al, 2019). Fillipone e seus colaboradores demonstraram a inibicdo das atividades de
macrofagos murinos pelo propionato de sédio in vitro e atenuagéo da inflamacéo in
vivo num modelo de inflamacdo da pata de rato induzida por carragenina onde o0s
ratos receberam 10, 30 e 100 mg / kg de propionato de sédio por via oral ( FILLIPONE
et al, 2020). No nosso modelo de estudo foi observado que os macréfagos tiveram
uma reducdo em sua populacao intraimplante no grupo tratado juntamente com o0s
mondcitos GR1H9" mas diferentemente dos mondcitos GR1-°%Ned, que tiveram um
aumento em sua populacédo celular intraimplante. Ao dosarmos a enzima N-acetil-3-
D-glucosaminidase, que é uma enzima produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos ativados, foi observado que ndo houve diferenca nas concentragcdes entre
0s grupos. Consideramos que, os mondcitos patrulhadores, que tiveram um aumento
no grupo tratado tenham contribuido para contrabalancear a manutencdo das

atividades dessa enzima nesse grupo.

Os macrofagos sdo estimulados a se diferenciar no fendtipo “alternativamente
ativados” (M2) e, pela presenca continuada do implante, a formar células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho (GARG et al. 2013). Essas células podem
produzir uma reacéo exacerbada e um remodelamento patolégico, devido a formagéo
de um ambiente hostil para regeneracéo e reparo tecidual causado pela secrec¢éo
excessiva de fatores de crescimento, que conduzem os fibroblastos, a uma producéo
e deposicao excessiva de fibras colagenas tipo | e 1l na matriz formada. O resultado
€ a formacao de uma capsula fibrosa, numa tentativa do hospedeiro de resolucédo da
lesdo (ANDERSON, RODRIGUEZ, CHANG, 2008; BROWNE et al, 2015;
RATNER,2016; CHUNG et al, 2017; BARKER e ENGLER, 2017; THEVENOT et al,
2011). O propionato de sédio se mostrou capaz de atenuar a reacdo do tipo corpo
estranho, sendo observado uma reducéo muito expressiva do quantitativo de células
gigantes no grupo tratado, bem como da alteracdo da sua morfologia. Farmacos e
compostos que atenuem a reacdo do tipo corpo estranho sdo importantes para
melhoria da adaptacdo do organismo ao implante e para estender a vida util do
dispositivo (KASTELLORIZIOS, PAPADIMITRAKOPOULOS, BURGESS, 2015;
CHANDORKAR et al, 2015; BROLY et al, 2019).

Os mastdcitos sdo outro tipo celular considerados uma das principais células na

reacdo do tipo corpo estranho, por sua relevancia na promoc¢ao da quimiotaxia de
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células inflamatérias e no estimulo aos eventos fibrogénicos. (ZDOLSEK, EATON,
TANG, 2007; TCACENCU e WENDEL, 2008; WEISKIRCHEN et al, 2019; OZPINAR
et al, 2021). Estudos comprovam que a inibicdo da acdo dos mastocitos e seus
produtos tém efeito sobre a intensidade da resposta inflamatéria e do remodelamento
tecidual. Em um modelo murino deficiente em mastdcitos, foi observado uma
expressiva reducao da presenca de fagocitos e do tecido fibrético no sitio de implantes
subcutaneos apés duas semanas da implantacdo do biomaterial, sugerindo que a
deficiéncia de mastdcitos interfere no recrutamento de macrofagos e neutrofilos e nos
seus efeitos sobre a fibrogénese (THEVENOT et al, 2011). Zdolsek e seus
colaboradores também observaram um resultado semelhante, em humanos e em
camundongos, ao inibirem a acéo da histamina com antagonistas dos receptores de
histamina H1 e H2 (ZDOLSEK, EATON, TANG, 2007). Outros estudos apontam que
a permanéncia de mastécitos no sitio do implante pode estar relacionada ao grau de
encapsulacao fibrotica, devido a secrecdo de TGF-B1 e de proteases que estimulam
os fibroblastos e a formacéo de fibras de colageno. (TCACENCU, WENDEL, 2008;
LAROUCHE et al, 2018). Nesse contexto, uma resposta imunolégica atenuada seria
interessante, uma vez que resulta em uma resposta de remodelamento tecidual
atenuada, e numa melhor interacdo hospedeiro/implante (CHUNG et al, 2017; LOVE
e JONES, 2009). Esses dados da literatura corroboram com os resultados desse
estudo, em que houve uma reducdo significativa do infiltrado inflamatorio e
mastocitario intra-implante pela acéo do propionato de sddio, o que pode ter interferido
na acdo dos mastdécitos e seus produtos sobre 0s eventos subsequentes, causando a
reducdo da celularidade intra-implante, da angiogénese, da espessura capsular e da

deposicéao de fibras colagenas na matriz.

Outro componente importante do processo de interacdo tecido/implante é a
vascularizacdo. Sabemos que a angiogénese estabelece uma relacdo de co-
dependéncia com os eventos inflamatdrios e fibrogénicos, promovendo suporte de
oxigénio e metabdlitos para as células e tecidos envolvidos em ambos 0s processos.
Ao mesmo tempo, recebe estimulo dos produtos desses eventos, de modo que a
inibicdo da inflamacdo e seus mediadores pode suprimir também a angiogénese
(CARMELIET, 2003; CREWE, AN, SCHERER, 2017; KASTELLORIZIOS,
PAPADIMITRAKOPOULOS, BURGESS, 2015). A angiogénese é estimulada por
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diversas substancias, sendo regulada principalmente pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (WU et al, 2018). Estudos publicados demonstraram que
a acdo dos AGCC sobre a producao de VEGF e sobre a angiogénese, varia de acordo
com a dose administrada e o modelo experimental (SAWA, H. et al., 2002;
BELAKAVADI et al, 2005; LUI et al, 2016). Em um modelo murino de displasia
broncopulmonar, a administracao intraperitoneal de 1,2 mg / g de propionato de sédio
promoveu a angiogénese (CHEN et al, 2018). No entanto a descricdo do efeito do
propionato de sédio sobre a producao de VEGF e sobre a angiogénese na reagao tipo
corpo estranho ndo estd documentada. A administracdo de 100mg/kg/dia de
propionato de sédio durante 14 dias em nosso modelo de estudo, apresentou acao
anti-angiogénica, com uma diminuicdo da concentracdo de VEGF intra-implante e do
guantitativo de vasos neoformados, 0 que possivelmente influenciou na formacao e
remodelamento do tecido fibrovascular intra-implante e na formacéo da capsula ao

redor do implante.

Ao avaliarmos o remodelamento no tecido fibrovascular e a cépsula formada
observamos que as médias das mensuragfes da espessura da capsula fibrovascular
e da producao de colageno total, colageno tipo I, colageno tipo IllI, tiveram reducao.
Inferimos que tais achados podem ser associados também a modulacdo das
populacdes de fagocitos exercida pelo propionato de sddio. Dados da literatura
corroboram estes achados, demostrando que na inflamacéo cronica, a proliferagcéo de
fibroblastos e a producédo de colageno séo fortemente influenciadas por produtos de
fagocitos, como IL-18 eTNF-a (THEVENOT et al, 2011; CHUNG et al, 2017). Tais
estudos concordam com nossos resultados, uma vez que nos animais tratados com
propionato de sodio houve diminuicdo da populacdo de neutréfilos, mondcitos

inflamatérios, macréfagos e células gigantes.

Observamos ainda, uma imaturidade e fragilidade no remodelamento e na
composicdo da capsula formada no grupo tratado, uma vez que no grupo tratado as
fibras tipo | tiveram maior reducéo que as fibras tipo Ill, e as fibras que compdem a
capsula fibrotica encontraram-se fragmentadas, com espac¢os vazios entre elas.

Relatos da literatura afirmam que a diminuicdo da intensidade do remodelamento é
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favoravel para melhor adaptacdo do implante ao hospedeiro (CHANDORKAR et al,
2015; VEISEH e VEGAS, 2019).

7. CONCLUSAO

A administracdo oral do propionato de sddio modulou negativamente a fase
inflamatoria, a angiogénese e a reacdo do tipo corpo estranho com consequente
diminuicdo do remodelamento patolégico em modelo murino de implante de esponja

de poliéter-poliuretano.

7z

O propionato de sédio é um composto com pouca toxicidade, que apresenta
potencial para o uso como uma inovacdo terapéutica no tratamento das
complicacfes inerentes ao implante de dispositivos médicos implantaveis. Porém
mais estudos se fazem necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos

envolvidos nesses processos.
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