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Resumo

O objetivo do presente estudo foi desenvolver membranas de barreira a partir
de compdsitos de poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) e vidros
bioativos contendo nidbio (BAGNb). O BAGND foi incorporado ao PBAT por
meio de extrusdo por fusdo para a producdo de compodsitos que foram
guimicamente caracterizados, previamente a producdo das membranas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e
termogravimetria. Membranas de barreira foram produzidas por evaporacao
de solvente com a adicdo de 10%, 20% e 30% em peso de BAGND.
Membranas sem adicdo de BAGNb foram utilizadas como controle. A
caracterizacdo das membranas foi realizada in vitro para avaliacdo das
propriedades mecanicas pelo ensaio de tracdo. As propriedades de
superficie foram avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura,
perfilometria e angulo de contato. A andlise de pH foi realizada em agua
destilada e o comportamento de células pré-osteoblasticas foi realizado para
avaliacao da proliferacdo e mineralizacédo celular As membranas contendo
30% em peso de BAGNb foram selecionadas para avaliagdo in vivo, em
modelo de calvaria de ratos e comparadas com as membranas sem adicéo
de BAGNb (PBAT) e a defeitos vazios (SHAM). A neoformacao éssea foi
avaliada por microtomografia computadorizada de raios-x. Os compésitos
foram produzidos com sucesso, e a estrutura quimica ndo mostrou
interferéncia do BAGNb na estrutura PBAT. A adi¢cdo de BAGNDb resultou em
aumentou significativo no médulo de elasticidade das membranas com
reducdo da resisténcia a tracdo (p < 0.05). Houve aumento na rugosidade

superficial da base da membrana com redugéo significativa do angulo de



contato nesta supericie para os grupos contendo 20% e 30% em peso de
BAGNb (p<0.05). Um aumento de pH foi observado para membranas
contendo BAGNbD na primeira hora de imersdo das amostras em agua, com
manutencdo de pH entre 10-11 até 7 dias. A proliferacdo e mineralizacéo
celular foram aumentadas a medida que a concentracdo de BAGNb aumenta.
Na avaliacdo em modelo de calota craniana, o grupo BAGNDb apresentou
aumento significativo no percentual de novo osso em 30 dias (36,59%),
enquanto o PBAT (25,46%) e o SHAM (25,08%) resultaram em menor
cobertura éssea no defeito (p < 0.05). Nao foi observada diferenca entre os
grupos na densidade Ossea e na espessura de traeculas (p > 0.05). A
separacao trabecular semelhante foi observada para os grupos testados aos
7 e 15 dias, enquanto uma reduc&o nos valores foi observada para BAGNDb
aos 30 dias em comparacao com PBAT e SHAM (p < 0.05). A medida do
namero de trabéculas apresentou valores estatisticamente maiores no grupo
BAGNb quando comparados aos outros tratamentos avaliados. A partir das
analises in vitro e in vivo é possivel concluir que a adicdo de 30% de BAGNb
ao PBAT resultou na producao de membranas de barreira com propriedades
adequadas e capacidade de incrementar a formacdo de novo 0sso para

aplicacdo em procedimentos de regeneracdo 0ssa guiada.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa, Regeneracdo Tecidual Guiada,

Modelos Animais, Biopolimeros, Niébio



Abstract

The aim of this study was to develop barrier membranes from poly (butylene
adipate-co-ephthatopate) composites (PBAT) and niobium-containing bioactive
glasses (BAGNDb). THE BAGNb was incorporated into PBAT by fusion extrusion
for the production of composites that were chemically characterized, prior to the
production of membranes by Fourier transform infrared spectroscopy and
thermogravimetry. Barrier membranes were produced by solvent evaporation
with the addition of 10%, 20%, and 30% by WEIGHT of BAGNb. Membranes
without the addition of BAGNDb were used as control. Membrane characterization
was performed in vitro to evaluate the mechanical properties by the tensile test.
Surface properties were evaluated by scanning electron microscopy,
profilometry, and contact angle. The pH analysis was performed in distilled water
and the behavior of pre-osteoblastic cells was analyzed by cell proliferation and
mineralization assays. The membranes containing 30% by weight of BAGNb
were selected for in vivo evaluation, in the rat calvaria model and compared with
membranes without the addition of BAGNb (PBAT) and empty defects (SHAM).
Bone neoformation was evaluated by x-ray computed microtomography where
the percentage of new bone into the defects and the morphometric characteristics
of newly formed bone were assessed. The composites were successfully
produced, and the chemical structure showed no interference of BAGNDb in the
PBAT structure. The addition of BAGNb resulted in a significant increase in the
modulus of elasticity of the membranes with a reduction of the tensile strength (p
< 0.05). There was an increase in the surface roughness of the membrane base
with a significant reduction of the contact angle in this surface for the groups

containing 20% and 30% by weight of BAGNb (p<0.05). A pH increase was



observed for membranes containing BAGNb in the first hour of sample
immersion, with pH maintenance between 10-11 and 7 days. Cell proliferation
and mineralization have increased as BAGNb concentration increases. In the
evaluation of a cranial cap model, the BAGNb group showed a significant
increase in the percentage of new bone at 30 days (36.59%), while PBAT
(25.46%) and SHAM (25.08%) resulted in lower bone coverage in the defect (p <
0.05). No difference was observed between the groups in bone density and
trabecular thickness (p > 0.05). Similar trabecular separation was observed for
the tested groups at 7 and 15 days, while a reduction in values was observed for
BAGNDb at 30 days compared to PBAT and SHAM (p < 0.05). The measurement
of the number of trabeculae presented statistically higher values in the BAGNb
group when compared to the other treatments evaluated. From the in vitro and
in vivo analyses, it is possible to conclude that the addition of 30% of BAGND to
PBAT resulted in the production of barrier membranes with adequate properties
and the ability to increase the formation of new bone for application in guided

ossa regeneration procedures.

Keywords: Regenerative Medicine, Guided Tissue Regeneration, Animal

models, Biopolymer, Niobium.
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1. Introducéao

1.1 Regeneracdo Ossea em Odontologia

As perdas dentarias impactam na qualidade de vida dos pacientes por
afetarem a mastigacéo, a fala, e a estética dos individuos (GERRITSEN et al.,
2010; HAAG et al., 2017). Apesar dos esforgcos para a prevencao de doencas
bucais ao longo das ultimas décadas e do aumento da manutencdo de dentes
em adultos ao longo da vida (KASSEBAUM et al., 2014) a perda severa de
dentes decorrente da carie, doencgas periodontais e traumas atinge pelo menos
4,7% da populacdo mundial (405 milhdes de pessoas) (MACHADO et al., 2020).
No Brasil, os dados mais recentes oriundos da Pesquisa Nacional de Saude
Bucal de 2010 (SBBrasil) (PERES et al., 2013) mostram que o edentulismo
atinge pelo 54% da populacdo com idade entre 65 a 74 anos, e a perda dental
ainda esta presente em 17.4% dos adolescentes brasileiros. Por ser relacionada
a condicfes cronicas e progressivas, a perda dental acompanha os individuos
ao longo do tempo, influenciando na sua saude geral (PERES et al., 2019). Dada
a prevaléncia de perda dental na populacao, estratégias reabilitadoras mostram-

se essenciais para a promocao de saude em Odontologia.

A utilizagdo de implantes de titdnio e a otimizagdo da sua estrutura ao
longo das ultimas décadas tem se mostrado bem sucedida, com taxas de
sobrevivéncia de 94,6% em 10 anos (MORASCHINI et al., 2015) sendo o
tratamento de escolha na reabilitacdo de regides que apresentam perdas dentais
(ATIEH et al., 2021). Um fator limitador para a instalacéo destes dispositivos € a
quantidade e qualidade insuficiente de osso alveolar (CHAPPUIS; ARAUJO;

BUSER, 2017). Alteracdes pos-extracdo sdo responsaveis por até 50% de perda



13

de espessura em rebordo alveolar na regido de molares e pré-molares no
primeiro ano ap6s o procedimento (CHAPPUIS; ARAUJO; BUSER, 2017). A
regido da extracdo dental também apresenta reducéo da atividade celular nas
primeiras semanas, com perda na atividade osteoclastica e osteoblastica,
fazendo com que os processos de remodelacdo reduzam o volume 0sseo.
(TROMBELLI et al.,, 2008). Enquanto procedimentos de manutencdo 6ssea
alveolar vem sendo utilizados como estratégia para conter a reabsorcgéo alveolar
e manter altura e espessura suficientes para futuras intervencdes reabilitadoras
(AVILA-ORTIZ et al., 2014; AVILA-ORTIZ; CHAMBRONE; VIGNOLETTI, 2019),
procedimento mais invasivos sdo necessarios em casos onde a reabsorgéo de
0sso alveolar ja € observada. Ganhos verticais e horizontais nestes casos séo
necessarios para que haja aumento do volume 6sseo perdido possibilitando a
instalacdo de implantes dentais (AL-NAWAS; SCHIEGNITZ, 2014; MACBETH

et al., 2017; SANZ-SANCHEZ et al., 2015).

1.2 Regeneracdo Ossea Guiada

Dentre as estratégias utilizadas para a obtencdo de adequado volume
0sseo prévio a instalacdo de implantes esta a regeneracéo 6ssea guiada (ROG).
Este conceito foi inicialmente proposto na década de 90 (BUSER et al., 1990;
NYMAN, 1991) e trata da utilizacdo de membranas sobre a area que necessita
aumento de volume afim de se obter um ambiente protegido e manter o espaco
para crescimento 6sseo (ZENG et al., 2016). A utilizagdo da membrana baseia-
se nos principios da regeneracao guiada sendo estes: (1) fechamento primério
do defeito 6sseo; (2) manutencdo do espaco para aumento de volume 0sseo; (3)
estabilidade do reparo, com prevencéo da invaginacdo de tecidos moles; e (4)

favorecimento da angiogénese local com prote¢do do coagulo e formacgéo de
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rede vascularizada ao longo do defeito (BENIC; HAMMERLE, 2014; GARCIA et

al., 2018; GRUBER; STADLINGER; TERHEYDEN, 2017).

Estes pilares tém sido utilizados para a investigacdo dos mecanismos
associados a regeneracdo de tecido 6sseo com a aplicacdo de ROG. Com a
protecdo do coagulo e do defeito promovida pelas membranas busca-se um
ambiente de estabilidade mecanica elevada para a neoformacéo tecidual
impedindo a penetracdo de tecido mole para a regido do defeito 6sseo, ainda
que o fechamento do defeito seja realizado em primeira intencdo (BASLER et
al., 2018; NYMAN, 1991). A presenca de adequado suporte vascular durante a
regeneracao tecidual é de grande relevancia e, enquanto algumas estratégias
reabilitadoras visam contribuir com o aporte sanguineo com fatores externos ao
defeito Osseo (BARABASCHI et al, 2015; SUBBIAH et al., 2021;
THRIVIKRAMAN et al., 2019), a aplicacdo da regeneracado 0ssea guiada busca
isolar o componente vascular 6sseo dentro do defeito impedindo que tecidos
adjacentes venham a povoar 0 espaco necessarios para ganho de volume
(ELGALI et al., 2017; GRUBER; STADLINGER; TERHEYDEN, 2017; OMAR et

al., 2019a).

A maneira como sera obtida esta estabilidade e a protecdo do defeito
dependera do tipo de membrana aplicada na estratégia de regeneracao tecidual
com sucesso clinico destes procedimentos é reportado em diferentes condicdes
clinicas. A cobertura com membranas em alvéolos de dentes recém extraidos
para a realizacdo de procedimento de preservagdo alveolar demonstrou
manutencao de altura e espessura éssea superiores em relacéo a alvéolos néo
cobertos em tempos de acompanhamento que variaram de 3 a 20 meses

(AVILA-ORTIZ et al., 2014; AVILA-ORTIZ; CHAMBRONE; VIGNOLETTI, 2019).
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Em casos de aumento lateral de osso em maxila e mandibula, uma revisdo
sistematica com metanalise mostrou que o uso de membranas de barreira
promoveu aumento de significativo na espessura de tecido 6sseo, promovendo
o ganho tecidual para a instalagdo de implantes apds a manutencgdo da barreira
no sitio cirurgico por 6,3 meses em média (THOMA et al., 2019). Neste estudo,
observou-se que o uso de membranas sem qualquer substituto 6sseo em
conjunto demonstrou capacidade de aumentar o volume 6sseo nos niveis ideias
para o sucesso clinico em 68% dos casos.
1.3 Membranas de Barreira

Idealmente as membranas de barreira devem apresentar
biocompatibilidade, capacidade de promover uma barreira de protecéo ao defeito
0sseo, habilidade de manter o espaco para neoformacdo tecidual, facil
manipulacdo e aplicacdo no sitio cirargico, e favorecimento da manutencao da
integridade tecidual nos tecidos adjacentes. De maneira geral as membranas
utilizadas para regeneracéo tecidual guiada podem ser divididas em membranas
ndo reabsorviveis e membranas reabsorviveis e no caso das ultimas, tem-se
como requisito a sua reabsorcdo em tempo adequado a neoformacéo tecidual

(ELGALI et al., 2017).

As malhas de titanio e membranas de politetrafluoretileno (PTFE) séo as
principais membranas ndo-reabsorviveis disponiveis comercialmente (BASLER
et al., 2018). Apesar de apresentarem maior tempo clinico de acompanhamento
(CUCCHI et al., 2017; JUNG et al., 2013), a grande limitacdo destes materiais
baseia-se na necessidade de uma intervencdo adicional para remocao das
membranas apos o periodo de cicatrizacdo (ZENG et al., 2016). Este fator tem

contribuido para a reducdo na utilizacdo destas membranas, visto que,
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incrementos no custo do procedimento e a morbidade do paciente frente a
multiplas intervencdes tendem a dificultar sua selecdo no momento do

procedimento.

As malhas de titanio séo as membranas com maior resisténcia mecéanica
dentre as comercialmente disponiveis. O uso de liga de titanio-aluminio-vanadio
(Ti-6Al-4V) é a forma mais comum de comercializacdo destas membranas uma
vez que a estabilizacdo da fase B com organizacdo atbmica de fase cubica
centrada permite um menor médulo de elasticidade para a liga (90-115 GPa)
quando comparado & outras formas do titanio (CORDEIRO; BARAO, 2017; LI et
al., 2021; XIE et al., 2020), facilitando a conformabilidade da membrana no sitio
cirdrgico. Apesar disso, a rigidez desse material quando comparado a valores
encontrados no 0sso cortical e nos tecidos moles é elevada fazendo com que a
prevaléncia de complicacbes poOs operatdrias seja mais provavel nestes
(GARCIA et al., 2018). Estas complicacdes estdo majoritariamente relacionadas
a deiscéncia do tecido mole e a exposicdo da membrana, levando, com
frequéncia a necessidade de reintervencdo e de controle de processos

inflamatorios e infecciosos resultantes da exposicdo (GARCIA et al., 2018).

As membranas reabsorviveis, por sua vez, apresentam a vantagem se
serem instaladas em um Unico momento cirdrgico sem a necessidade de
reintervencdo (HAMMERLE; JUNG, 2003; RETZEPI; DONOS, 2010). As
membranas reabsorviveis comercialmente disponiveis sdo compostas de
coldgeno de origem animal contendo ou néo ligacdes cruzadas (BECKER et al.,
2009). Independente da origem e presenca de ligacdes cruzadas, o colageno
sofre hidrdlise e degradacao induzida por enzimas, como a colagenase, ao longo

do tempo apos a implantacdo sem deixar residuos locais ap6s a quebra da sua
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estrutura (BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). Esta degradacao, contudo, varia
dependendo da origem do coldgeno do método de obtencdo das ligacdes
cruzadas. Enquanto membranas de origem bovina com liga¢cdes cruzadas
induzidas por formaldeido apresentam degradacdo em até 4 semanas,
membranas de origem porcina sem ligacbes cruzadas podem manter-se no
defeito por até 24 semanas (BUNYARATAVEJ; WANG, 2001). Apesar das
diferencas entre as membranas, o efeito da degradacéo no sucesso da terapia
regenerativa ainda nao € bem estabelecido e ndo hd uma adequada definicdo
sobre o tempo de permanéncia das membranas durante o procedimento de ROG

(BOZKURT et al., 2014).

A auséncia de resisténcia mecanica para manutencdo de espaco €
demonstrada como uma das principais desvantagens do uso das membranas de
colageno e aumentos de volume obtidos com esses materiais em geral estdo
associados a presenca de granulos de substitutos 6sseos (BUNYARATAVEJ;
WANG, 2001). A utilizacdo de agentes de ligacGes cruzadas como radiacdo
ultravioleta, tratamentos hidrotérmicos ou com agentes quimicos como aldeidos
e hexametileno elevam os valores de resisténcia destes materiais pela unido dos
grupamentos amina presentes na periferia das cadeias de polipeptideos da sua
estrutura (EL-JAWHARI et al., 2019; KEOGH; O’'BRIEN; DALY, 2010). Apesar
de resultar em diferenca na resposta celular in vitro (KEOGH; O’'BRIEN; DALY,
2010) e da possivel melhor na capacidade oclusiva das membranas de barreira
(EL-JAWHARI et al.,, 2019), a presenca de ligacdes cruzadas parece néo
modificar a resposta tecidual resultando em maior sucesso clinico, o que

demonstra que essa segue sendo um limitacao intrinseca deste polimero natural
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(SCHWARZ; SCHMUCKER; BECKER, 2017; WESSING; LETTNER;

ZECHNER, 2018).

Como alternativa ao colageno dentro das membranas reabsorvieis,
polimeros sintéticos vém sendo estudados pela possibilidade de controle das
propriedades com maior versatilidade, uma vez que uma variedade grande de
materiais pode ser empregada. Polimeros termoplasticos alifaticos como
derivados dos poliésteres sdo os mais investigados dentre os materiais sintéticos
pela sua capacidade de serem degradados ao longo do tempo por mecanismos
semelhantes a degradacdo observada no colageno, com a liberacdo de
compostos ndo téxicos neste processo (GAO et al., 2022; PFAU et al., 2021;
WANG et al., 2019). O poliacido lactico (PLA) (SHANKAR; WANG; RHIM, 2018),
o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) (FU et al., 2017), a policaprolactona
(PCL) (CASTRO et al., 2018) e a polidoxanona (SASKA et al., 2021) estdo dentre
os polimeros sintéticos mais estudados para a producdo de membranas de
barreira. De modo geral, esses polimeros apresentam alguns dos requisitos para
a aplicacdo em regeneracao tecidual guiada como a biocompatibilidade, a
resisténcia para manutencao de espaco e protecao do defeito, e facil producao
e manipulacdo, com a desvantagem de apresentarem elevada rigidez. Métodos
de producdo visam modificar a estrutura destas membranas para reduzir o
modulo de elasticidade destes materiais, para controle da probabilidade
complicagbes pobs-cirargicas (CHAIWUTTHINAN et al.,, 2019; CHOU;
WOODROW, 2017; LIM et al., 2018; PLACKETT et al., 2003; YU; LI, 2014).

1.4 Poli(butileno adipato-co-tereftalato)(PBAT)
Dentre os poliésteres de cadeia alifatica com propriedades mecanicas

controladas encontra-se o poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) pode ser
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utiizado como alternativa aos polimeros reabsorviveis na producdo de
membranas. O PBAT é um copoliéster alifatico-aromatico de cadeia linear
semicristalino (ARSLAN et al., 2016; ELIAS et al.,, 2019; FUKUSHIMA;
RASYIDA; YANG, 2013; YU et al., 2019). E formado por uma unidade aromatica,
que contribui para a estabilidade térmica e mecéanica do polimero, e por uma
unidade alifatica, que confere flexibilidade ao polimero e contribui para sua
degradacdo (KASHANI RAHIMI et al., 2017). A combinacdo destas duas
unidades foi obtida incialmente para o desenvolvimento de plasticos
biodegradaveis para aplicacfes industriais. Por estas razbes o PBAT foi
desenvolvido e aplicado incialmente na produc¢édo de blendas monomeéricas em
combinacdo com polimeros como poliésteres mais rigidos, controlando suas
propriedades fisico-quimicas (JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020). Sua sintese se
da pela policondensacédo do butanediol (HOCH2CH2CH2CH20H) com o &cido
adipico (CeH1004) e 0 &cido teraftalico(CeHa(COOH)2). A estrutura resultante
desta sintese, apresentada na Figura 1, demonstra as unidades alifatica
(butileno aditpato; BA) e aromatica (butileno tereftalato; BT) do polimero. A
proporcdo entre as unidades de cadeia € relevante para a sintese destes
polimeros e a presenca de 20-30% em mol de unidades BT costuma ser utilizada
para a sintese dos PBAT comercialmente disponiveis, em que € observada a
incorporacao das unidades BA a rede de cristais BT criando uma estrutura com
menor organizacdo quando comparadas a outros poliésteres de alifaticos
(CRANSTON et al., 2003). Isto influencia diretamente na reduzida rigidez deste
polimero (DOU; CAl, 2016; FUKUSHIMA et al., 2012; FUKUSHIMA; RASYIDA,;
YANG, 2013) e o torna um candidato para aplicacdo em membranas de barreira.

Além disso, a degradacdo do PBAT ocorre com a formacdo de produtos
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semelhantes aos observados para outros poliésteres: a sua hidrolise gera a
formacao de didxido de carbono e agua, principalmente. Diferente de poliésteres
alifiticos, a degradacdo ocorre por hidrolise tanto na unidade BA onde a
clivagem da unidade éster € responsavel pela degradac¢éo do polimero, como na
unidade BT onde a agua reage com a carbonila (FERREIRA et al., 2019; FU et

al., 2020; JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020).

Figura 1. Estrutura molecular do poli(butileno adipato-co-tereftalato)
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Um ponto relevante na utilizacdo do PBAT como material na area
biomédica esta relaciona a producédo de compadsitos para regeneracao tecidual.
Nos poliésteres rigidos, a incorporacdo de particulas inorganicas pode ser
limitada, uma vez que estas tendem a elevar a rigidez destes materiais, apesar
desta ser uma estratégia comumente aplicada para melhorar as propriedades
bioldégicas de polimeros inertes (PLACKETT et al., 2003; SHANKAR; WANG,;
RHIM, 2018).

1.5 Vidros Bioativos Contendo Niobio

Apesar da capacidade que polimeros naturais e sintéticos tem de atuar
como barreira em sitios cirtrgicos, nenhum destes € capaz de contribuir com a
formacao de tecido 0sseo no local do defeito cirargico por meio da liberacéo de
componentes bioativos da sua estrutura (OMAR et al., 2019b). A incorporacéo
de componentes bioativos a membranas de barreira visa guiar a formacao de
tecido 6sseo no local do defeito protegido pela membrana e diversas estratégias

tem sido utilizadas com a combinacao de diferentes polimeros e particulas como
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fosfatos de célcio (MASOUDI RAD et al., 2017; PARK et al., 2015) e vidros
bioativos (HIDALGO PITALUGA et al., 2018; SUNANDHAKUMARI et al., 2018).
Os vidros bioativos séo uma classe de materiais reabsorviveis tradicionalmente
compostos de uma matriz de silica com modificadores minerais como calcio,
sédio e fosfato organizados em uma matriz majoritariamente amorfa (JONES,
2015). A acdo dos vidros bioativos € demonstrada em uma vasta literatura
produzida a partir da década de 70 onde se tem evidéncias da capacidade de
controle da atividade celular promovida pela liberacdo idnica da estrutura dos
vidros com um favorecimento da nucleagcédo de apatitas na sua superficie (EL-
RASHIDY et al., 2017; HENCH; PASCHALL, 1974; JONES, 2015).

Modificagdes na sua estrutura buscam a melhora da atividade bioldgica
destes compostos e a adi¢cdo de nidbio é uma das alternativas encontradas para
complementar a atividade destes materiais (BALBINOT et al., 2018; LOPES et
al., 2014). Diversos ions metdlicos vem sendo estudados como adjuvantes no
processo de reparo 6sseo buscando o controle de processos biol6gicos durante
aregeneracao 0ssea (D’'ONOFRIO et al., 2016; GENG et al., 2015). Dentre estes
metais, 0 niébio apresenta-se como uma alternativa. O niébio € um metal
abundante no Brasil (ALVES; COUTINHO, 2015) e sua capacidade de modular
a resposta celular em diferentes materiais tem sido estudada tanto pela sua
presenca em materiais de substituicdo 6ssea (DSOUKI et al., 2014; LOPES et
al., 2014; OBATA et al., 2012; PRADEEP et al., 2018; PRADHAN et al., 2016;
SOUZA et al., 2018) quando pela sua incorporacdo a ligas metalicas para
implantes (GUO et al., 2019; YOLUN et al., 2021; ZHAO et al., 2020).

Vidros bioativos contendo niobio (BAGNb) produzidos pela rota sol-gel

foram desenvolvidos em estudos préevios e avaliados in vitro (BALBINOT et al.,
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2018) e in vivo (BALBINOT et al., 2019). A sintese pela rota sol-gel permite
versatilidade para a producdo de particulas inorganicas (HENCH; WEST, 1990;
RUIZ-CLAVIJO et al., 2019) especialmente as compostas de rede de silica, como
€ 0 caso dos vidros bioativos (BAINO; FIORILLI; VITALE-BROVARONE, 2017).
Com este método foi possivel produzir vidros bioativos em po e scaffolds, que,
com baixa concentracdo de nidbio, foram capazes de modificar as condi¢cdes
ambientais quando em ambiente aquoso, favorecendo a proliferacdo e a
diferenciacéo celular (BALBINOT et al., 2018). Nestes vidros, a sintese resultou
na producgdo de estruturas com niobio na sua forma atdbmica ortorrdombica que é
estudada pela sua capacidade de modular a diferenciagcdo de células em
linhagens 6sseas (PRADHAN et al., 2016). A andlise destas composi¢des in vivo
confirmou os resultados, demonstrando que 0s materiais apresentaram
capacidade de reparo 6sseo de maneira comparavel ao 0sso autégeno em
defeitos 6sseos nao-criticos, com melhora da organizacao tecidual ao longo do
reparo (BALBINOT et al., 2019). Com a otimiza¢&o da estrutura destas particulas
inorganicas, o potencial do BAGNb em estimular a regeneracao tecidual pode
ser utilizado, em combinacdo a de polimeros com propriedades mecéanicas
adequadas, como o PBAT, para a producdo de compdsitos bioativos com
propriedades controladas para a producdo de membranas de barreira para

regeneracao 0ssea guiada.
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2. Objetivo

O obijetivo do presente estudo foi desenvolver membranas de barreira a partir
de compdsitos de poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) e vidros

bioativos contendo nidbio (BAGND).



3. Artigos cientificos

A presente tese sera apresentada na forma de dois artigos cientificos.
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3.1 Artigo |

O artigo apresentado abaixo encontra-se publicado no periédico Materials

Science and Engineering: C (ISSN 0928-4391)
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3.2 Artigo |l
O presente artigo esta organizado de acordo com as normas da revista Dental

Materials (ISSN 0109-5641), para onde sera submetido.
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1. Consideracg0es finais

A busca pela regeneracéo de tecido 6sseo é uma das grandes demandas
da Odontologia dada a necessidade de tratamentos de aumento vertical,
horizontal e de manutencdo Ossea necessarios para garantir reabilitacdes
dentais. Biomateriais sao utilizados na maioria dos procedimentos que visam o
estabelecimento de condi¢des 0sseas adequadas para reabilitacdes e sabe-se
que a demanda por estes procedimentos é elevada, o que é demonstrado pelo
ndamero elevado de procedimentos realizados (CAMPANA et al, 2014;
GILLMAN; JAYASURIYA, 2021) e pelo crescimento do mercado de materiais
para substituicdo 6ssea (“Bone Grafts And Substitutes Market Report,2022-
2030”). A demanda por materiais e procedimentos na area biomédica favorece
o desenvolvimento de novas terapias para regeneracao 0ssea, area da literatura
gue encontra-se em crescimento (CHEN; DUBIN; KIM, 2014; HUANG et al.,

2020).

O desenvolvimento cientifico-tecnologico na éarea fez com que ao longo
dos anos o entendimento de mecanismos de regeneracao e as possibilidades de
terapia evoluissem para que tratamentos com materiais que atuam apenas na
substituicdo de tecido 6sseo fossem substituidos por materiais que geram
estimulos ao crescimento natural do tecido, favorecendo sua capacidade
intrinseca de reparo (CHEN; DUBIN; KIM, 2014). Apesar de ser apresentado no
inicio dos anos 1990 (NYMAN, 1991), o conceito de regeneracéao tecidual guiada
relaciona-se com esta ideia, uma vez que por meio do uso das membranas de
barreira busca-se a manutencdo da cascata de eventos relacionadas a

neoformacéo 6ssea. A manutencdo do espaco para 0 crescimento 0sseo e a
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protecdo do defeito fazem com que, mesmo em um espaco nao preenchido por
substitutos ou enxertos 0sseos, seja possivel haver crescimento a partir da
ativacao de fatores inflamatérios relacionados a coagulagéo para o recrutamento
de células mesenquimais indiferenciadas oriundas da periferia do defeito que
sofrem estimulos para diferenciacdo iniciando a deposi¢cdo de matriz éssea a
partir da formag&o de uma matriz colagena (OMAR et al., 2019a). Esse processo
€ guiado por diversos fatores na comunicacdo célula-célula para geracao da
resposta tecidual frente a presenca do defeito 6sseo e da membrana utilizada e
sabe-se que as propriedades oclusivas da membrana na regeneracao tecidual
guiada tém relacdo com o recrutamento de células progenitoras oriundas do
tecido vascular presente no 0sso nativo que apresentam maior capacidade de
transformacdo em células osteoblasticas (GRUBER; STADLINGER,;
TERHEYDEN, 2017). Soma-se a manutencao da angiogénese no defeito 6sseo,
a estabilidade mecéanica promovida pela presenca da membrana fazendo com
que procedimentos de regeneracao 0ssea guiada venham sendo utilizados com
sucesso ao longo das Ultimas décadas (ATIEH et al., 2021; HAMMERLE; JUNG;
FELOUTZIS, 2002; SONG et al., 2020; STARCH-JENSEN; DELUIZ; TINOCO,

2020).

Outro fator importante relacionado a funcdo das membranas de barreira,
considerando as interacdes até o momento conhecidas entre o complexo
processo de neoformagdo O6ssea e o0s materiais utilizados, esta a
imunomodulag&o promovida por fatores intrinsecos do processo de regeneracao
(ZHENG et al., 2021). A reacao inflamatoria frente a presenca do defeito deve
ser responsavel pela sinalizagédo celular nos estagios iniciais do reparo e apesar

de ser geralmente evitada, seu controle pode contribuir com a angiogénese e
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osteoclastogénese local, o que é determinante para a producdo de um tecido
neoformado funcional capaz de remodelacdo para a reabilitacdo desejada
(FANG et al., 2020; SOHLING et al., 2022; VASCONCELOS et al., 2016).
Fatores inflamatdrios vem sendo estudados pela sua capacidade de modular a
resposta angiogénica e o aumento da sua expressdo em estagios iniciais do
reparo sdo relacionados a uma resposta biologica controlada e aumento de
neoformacgéo 6ssea (FRANZ et al., 2011; VASCONCELOS et al., 2016). Estes
efeitos sdo observados em membranas que apresentam elevada
biocompatibilidade como as membranas de colageno (CHU et al., 2020) e devem
ser investigadas para novos materiais, como as membranas desenvolvidas no
presente trabalho. Produtos da degradacdo do BAGNb e do PBAT ainda nao
foram investigados em relacdo a sua influéncia em marcadores celulares para
regeneracao 0ssea. Vidros bioativos com composi¢cdo semelhante, porém sem
adicao de niobio vem sendo estudados recentemente, buscando o entendimento
do papel destes componentes na ativacdo de grupamentos celulares
relacionados a resposta imune, especialmente para o entendimento da sua
influéncia na regulagdo de macréfagos pro e anti-inflamatorios, fundamentais
nos processos de remodelagdo no microambiente 6sseo (SADOWSKA;

GINEBRA, 2020; ZHENG et al., 2021).

J4 em relacdo ao PBAT, ndo existem publicacdes investigando em
detalhes a resposta inflamatorio promovida ao longo da sua aplicacdo; sabe-se
que sua aplicagdo in vivo é segura (FUKUSHIMA et al., 2012; FUKUSHIMA;
RASYIDA; YANG, 2013), conforme demonstrado no presente trabalho, porém a
sua influéncia nos processos de inflamacdo e regeneragdo Ossea ainda nao

foram explorados. Outros poliésteres de cadeia alifatica, como o PLA e 0 PLGA,
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ja foram estudados quanto a sua relagdo com reacdes inflamatorias agudas e
estimular a polarizacdo celular. Enquanto o primeiro apresentou-se inerte ao nao
modificar a reposta imune in vitro (BERNARDO et al., 2022), o segundo
apresentou intensa resposta pré-inflamatéria (SOHLING et al., 2022). Cabe
ressaltar que apesar de pertencerem a um mesmo grupo de polimeros, o tempo
de degradacdo, as modificagbes no comportamento mecanico a partir da
implantagéo e os produtos oriundos da degradacdo sdo diferentes para cada
material, o0 que pode alterar a resposta celular frente ao contato com cada
polimero. Para investigar o efeito dos componentes estudados na producao das
membranas de PBAT/BAGND na resposta imune em estagios iniciais do reparo
0sseo 0 tempo poés-operatdrio de sete dias foi incluido no presente estudo por
ser compativel com o desfecho desejado. Andlises futuras do material biolégico
coletado na amostra avaliada neste trabalho serdo utilizadas para a verificacéo

de marcadores celulares associados a inflamagéo.

A composicdo dos materiais apresenta um papel crucial na resposta
tecidual durante a regeneracdo Ossea. Apesar de serem descritas para a
aplicacdo em regeneracdo tecidual guiada, sabe-se que as membranas
comercialmente disponiveis apresentam marcantes diferencas entre as suas
propriedades (CABALLE-SERRANO et al., 2018). Como anteriormente descrito,
um ponto relevante na diferenciacdo entre as membranas disponiveis é a sua
capacidade de ser reabsorvida ao longo do processo de reparo tecidual. Na
producdo de compdsitos de PBAT/BAGNb deve-se garantir que haja a
progressiva dissolugdo dos compostos para que a biodegradacédo seja efetiva.
Enquanto a literatura apresenta relatos da degradacdo dos vidros bioativos

(JONES, 2015), a bioreabsor¢céo das membranas necessita ainda investigacao.
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No presente estudo a analise por microtomografia computadorizada de raios-x
ndo permitiu a analise da membrana remanescente e por esse motivo ainda nao
se sabe o grau de reabsorcéo obtido nos tempos de acompanhamento. Com a
realizacdo de analises histolégicas dentro das perspectivas futuras da anélise da
amostra estudada sera possivel elucidar a reabsor¢cdo da membrana de PBAT
nas condi¢cBes estudas e, principalmente a influéncia da adicdo de particulas
inorganicas na cinética de degradacao do material. A clivagem da cadeia éster
do PBAT em processos bioldgicos ja foi descrita para scaffolds (LM et al., 2022),
mostrando-se acelerada em comparacao a outros poliésteres quando estudada

em diferentes condi¢bes ambientais (FU et al., 2020; FUKUSHIMA et al., 2012).

O aprimoramento das propriedades das membranas de barreira possibilita
gue suas funcdes sejam otimizadas para melhores desfechos clinicos. Como
anteriormente exposto, o fechamento do defeito 6sseo em primeira intencao &
um dos pilares da ROG, contribuindo para a oclusdo do defeito (RETZEPI;
DONOS, 2010). A exposicao, intencional ou ndo, da membrana de barreira pode
acontecer e esta relacionada a uma maior prevaléncia de microorganismos
patogénicos relacionados a infeccdo do sitio cirdrgico. ComplicacGes
relacionadas a exposicao acidental da membrana e infec¢ao levam ao insucesso
de 17% dos procedimentos de ROG (LIM et al., 2018). Nestes casos é
necessaria a reintervencdo com frequente demanda por antibioticoterapia
sistémica faz com que o tempo para a reabilitacdo, a morbidade do paciente e
0s custos da terapia sejam aumentos. Membranas de barreira com capacidade
antimicrobiana vem sendo desenvolvidas para permitir o melhor controle da

adesao bacteriana na regido do defeito impedindo que a exposicdo da

membrana acidental gere insucessos clinicos e eventualmente possibilitando o
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fechamento de feridas em segunda intencdo sem prejuizo a protecao do defeito
0sseo (TOLEDANO-OSORIO et al.,, 2022). Farmacos (KUO et al.,, 2022;
MATHEW et al., 2017; TOLEDANO-OSORIO et al., 2021) e agentes
antimicrobianos (PORRELLI et al., 2021) tem sido estudados para este fim e
demonstrado eficacia contra bactérias prevalentes nestas infec¢des, como o S.
aureus. Os resultados obtidos com as membranas de PBAT/BAGNb
demonstram a possibilidade de combinar o efeito regenerativo encontrado neste
estudo com possiveis agentes antimicrobianos na producdo de membranas de
dupla camada (FU et al.,, 2017). Neste caso, a camada contendo os agentes
antimicrobianos seria posicionada voltada para a mucosa enquanto o BAGNb
teria acdo limitada ao tecido 6sseo. E crucial, no entanto que estratégias de
liberagdo prolongada e agentes antimicrobianos de baixo grau de toxicidade
sejam considerados, visto que as membranas ficardo em intimo contato com o
tecido gengival e que a exposi¢cao da membrana no ambiente bucal pode resultar
em perda da substantividade do agente antimicrobiano. Com esta demanda pelo
controle de infecgcéo local em ROG, desenham-se perspectivas futuras para o
desenvolvimento de novos materiais na area da ROG, oportunizando a
otimizagdo da producédo destes materiais visando a melhora dos desfechos
clinicos para a reabilitacdes de pacientes com necessidade de ganho de volume

dsseo.
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