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RESUMO

INTRODUCAO: biomateriais tém sido desenvolvidos para uso como substitutos 6sseos para a recuperagio
funcional e estética de perdas de estrutura éssea por trauma ou patologias. Os compdsitos a base de polimeros
biodegradaveis tém se mostrado uma opcao terapéutica promissora. OBJETIVO: avaliar o reparo 6sseo, in vivo,
de um composito de poli (butileto adipato co-tereftalato) (PBAT) associado a biovidro e niébio em fémures de
ratos (PBAT/BAGNb). METODOLOGIA: cento e quarenta ratos foram divididos em 4 grupos, sendo (1)
controle negativo sem preenchimento; (2) controle positivo com osso autdgeno; (3) matriz 6ssea bovina
desmineralizada (MOBD); e, (4) comp6sito de PBAT/BAGNb. No fémur de cada rato foi criado um defeito
cirtrgico critico de 2mm de diametro por 2mm de profundidade. Cada grupo foi preenchido com o respectivo
enxerto ou substituto dsseo, com exce¢do do grupo controle negativo. O compésito foi fabricado como arcabougo
tridimensional nas dimensdes do defeito. Os tempos experimentais foram de 15, 30 e 60 dias p6s-operatorios. Os
fémures foram submetidos as analises qualitativa e histomorfométrica. Os dados qualitativos foram descritos e 0s
dados quantitativos foram tabulados e submetidos a analise estatistica. RESULTADOS: na analise qualitativa, 0
compdsito formou 0sso em um padrdo de osteogénese ao redor do composito; os grupos autégeno e MOBD
formaram 0sso como descrito em estudos prévios; no grupo controle ndo ocorreu formacao de 0sso no interior do
defeito. Os dados quantitativos mostraram neoformacéo 6ssea em todos os grupos, com maior area de neoformacéo
para 0 grupo MOBD (39,2+10,29%), seguida pelo enxerto autégeno (36,5+13,05%), pelo grupo controle
(24,946,67%), e pelo grupo PBAT/BAGND (12,3+5,63%). Houve diferenga estatisticamente significante entre
todos 0s grupos, com excecdo dos grupos autégeno e MOBD, quando analisados entre si. CONCLUSAO: o
compdsito de PBAT/BAGNbD formou osso em um padrdo de neoformacéo ao redor do arcabouco e dentro dos
poros, porém, em pequena quantidade de area de neoformacdo dssea (12,3+5,63%) em comparacdo aos demais
grupos estudados.

Palavras-chave: tecido ésseo; engenharia tecidual; experimentacdo animal; enxertos @sseos; materiais
biocompativeis.

ABSTRACT

INTRODUCTION: biomaterials have been developed to enhance functional and aesthetical repair due to bone
loss from trauma or pathologies. Composites based on biodegradable polymers have been a promising therapeutic
option. OBJECTIVE: to assess the bone repair, in vivo, with a composite of poly (butylene adipate co-
terephtalate) and niobium-dopped bioglasses (PBAT/BAGND), in rat femurs. METHODOLOGY:: one hundred
and fourty rats were divided into 4 groups: (1) sham control without filling; (2) positive control with autogenous
bone graft; (3) demineralized bovine bone matrix (MOBD); and, (4) PBAT/BAGNb composite. A surgical defect
of 2mm diameter per 2 mm depth was surgically created on each femur. Each group received a bone graft or
biomaterial; the sham group did not receive filling. The composite was designed and printed as a tridimensional
scaffold within the shape of the surgical defect. The experimental periods were 15, 30 and 60 post-operative days.
The femurs were submitted to qualitative and histomorphometric analysis. The qualitative data were described.
The quantitative data were submitted to statistical analysis. RESULTS: the qualitative analysis showed a
osteogenic pattern around the scaffold as well as inside its pores; the autogenous and MOBD groups showed the
same neoformation as described in previous studies; in the control groups there were no complete bone formation.
The quantitative data showed that bone neoformation occurred in all the groups, with the larger neoformation area
for MOBD (39,2+10,29%), followed by autogenous bone graft (36,5+£13,05%), controle group (24,9+6,67%), and,
PBAT/BAGND (12,3+5,63%). There were statistically significant difference among all groups, except for groups
autogenous and MOBD. CONCLUSION: PBAT/BAGNb composite enhanced the bone formation in and around
the scaffold, however, in small amount of newly formed bone area (12,3+5,63%) compared to the other groups.

Keywords: bone and bones; tissue engineering; animal experimentation; bone graft; biocompatible materials.
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1 INTRODUCAO

A tese de doutorado apresentada avalia um novo substituto 6sseo em modelo animal.

O composito de PBAT, biovidro e nidbio (PBAT/BAGNDb) foi desenvolvido no
Laboratdrio de Materiais Dentérios da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
E composto por poli(butileno) adipato co-tereftalato (PBAT), um polimero inerte; biovidro, um
material osteocondutor, e nidbio (Nb), um ion com potencial de melhorar a neoformacéo 6ssea

e a resisténcia mecénica. A tese foi escrita no formato de artigo cientifico.

1.1 TECIDO OSSEO

O osso € um tecido conjuntivo, sendo sua caracteristica mais marcante a presenca de
matriz extracelular calcificada. Ela se divide em por¢des organica e inorganica. Sua composicao
é de 30% de matriz, 60% de minerais e 10% de &gua. Na matriz estdo as proteinas colagenosas
e ndo-colagenosas. As células estdo distribuidas pelo tecido, dependendo da sua fungdo como
osteoblasto, ostedcito ou osteoclasto (1,2,3). Sua parte mineral é composta por fosfato de célcio
(Ca3[PO4]2) e hidroxiapatita (Caio[PO4]s[OH]2), com poros interconectados e estrutura
cristalina, o que permite a troca de ions com a matriz dssea (2,4).

O tecido dsseo tem a capacidade de fazer reparo morfoldgico e funcional depois de
sofrer perda de estrutura, seja por fratura, trauma ou patologias. E o Gnico tecido conjuntivo
que repara sem a formacdo de cicatriz fibrosa porque os processos moleculares, celulares e sua
estrutura fisico-quimica sdo semelhantes aos processos do desenvolvimento embrionario
esquelético. Apds o reparo, o tecido mantém suas caracteristicas morfoldgicas e mecéanicas. Os
dois processos pelos quais o reparo € realizado sdo o endocondral e o intramembranoso. Eles
ocorrem em duas fases: neoformacdo mediada por osteoblastos e reabsorcdo mediada por
osteoclastos. Para que ocorram, € necessario ter uma regido vascularizada(1,5,6,7).

Em casos de defeitos ndo-criticos, tem capacidade de reparo sem a formacéo de cicatriz
fibrosa. Porém, em defeitos criticos, ou seja, aqueles que ndo reparam sem enxertia ou
substituicdo de tecido, necessitam de preenchimento. Um defeito critico sem preenchimento
ndo apresenta o reparo 6Osseo total da regido e a ossificacdo pode se interpor a tecido
fibroso(5,8,9,10). No processo de reparo, a matriz e seus componentes participam da
sinalizacdo para o crescimento de vasos sanguineos e a migracao de células osteoprogenitoras
para o local a ser reparado. A matriz é o ambiente favoravel para o crescimento, migracdo de

osteoblastos e producdo de tecido mineralizado(2,4).
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Paralelamente aos conceitos sobre a fisiologia do tecido 6sseo é importante descrever a
vascularizagdo tecidual e os processos referentes a ela, pois a vascularizagdo é fator primordial
para que ocorra o reparo 0sseo. O termo angiogénese é usado para se referir ao crescimento de
novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes das proximidades do local a ser
revascularizado(5,6,11,12,13).

Os vasos sanguineos sdo essenciais para a formacgéo e crescimento de 0sso, bem como
para a formacédo e de cartilagem, e desenvolvem um papel importante no reparo de defeitos
0sseos. Como 0s vasos penetram nos arcaboucos e transportam oxigénio, nutrientes, fatores de
crescimento, horménios, citocinas, células-tronco, células precursoras de osteoblastos/
osteoclastos para os tecidos locais, ions célcio e fosfato para a mineralizacdo, o aumento da
formacdo de vasos aumenta proporcionalmente a formacéo de tecido 6sseo. A vascularizacdo
também remove os produtos do metabolismo e media as interacdes entre células 6sseas e células
vasculares. Para isso € necessario que ocorra a ativacdo de mecanismos complexos entre 0s
processos de angiogénese e osteogénese(5,6,12,13,14,15). As células dsseas do tecido adjacente
irdo penetrar o defeito 6sseo, previamente preenchido por codgulo. A formacéo de osso depende
da regeneracdo/ neoformacéo da rede vascular tridimensional proveniente da vascularizacao do
tecido hospedeiro(16).

A vascularizacdo comeca a ser formada em um tecido ou 6rgao quando ele aumenta de
tamanho além do qual pode ser feita a troca de oxigénio, nutrientes e dejetos metabolicos por
difusdo. A partir deste momento, surge a angiogénese, que € a formacao de vasos sanguineos a
partir dos vasos ja existentes. Em resumo, o local de uma fratura fica com hipdxia, pela ruptura
dos vasos e da formacdo de um hematoma. Esta condi¢do gera sinalizacdo para fatores de
crescimento pré-angiogénicos, que fazem o inicio da formacdo dos vasos no local. Ou seja, 0
inicio ocorre com as células endoteliais que, estimuladas pelos fatores de crescimento do
endotélio vascular, formam os brotos e, na sequéncia, 0s ramos dos Nnovos vasos sanguineos.
Com a anastomose dos ramos existentes, formam-se novos ramos. A fase final € a maturacéo
das células endoteliais, deposicdo de matriz extracelular, aumento da formacéo de juncOes
celulares e a remodelacdo dos ramos vasculares para atingir a rigidez que o fluxo sanguineo
local necessita. Paralelo a esta formacéo, em cada vaso formado sdo transportadas as células
inflamatdrias para o reparo da area do defeito 6sseo. Na sequéncia, formam-se os calos 0sseos
mole e duro, durante 0s quais, a nova vasculariza¢ao os nutre de oxigénio, nutrientes e ions que

serdo usados no processo de mineraliza¢do 6ssea(5,6,11).

1.2 ENGENHARIA TECIDUAL
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Baseada na anatomia e fisiologia do tecido ésseo, a engenharia tecidual ¢ um campo de
estudo multidisciplinar que tem por objetivo o reparo do tecido lesado. Aplica os conhecimentos
das areas de engenharia e de salde para reparar tecidos que, de outra forma, ndo seriam
substituidos. Para isso é importante o entendimento de anatomia e fisiologia de cada 6rgéo ou
tecido, com vistas ao desenvolvimento de substitutos que restaurem, mantenham ou melhorem
as respectivas fungdes(7,8,17). O tecido dsseo, com suas células e matriz, responde a estimulos
bioldgicos, fisicos, quimicos e mecanicos. Por isso responde a enxertos e substitutos 6sseos,
bem como a substancias e ions liberados por eles. A resposta do tecido é definida pelas
propriedades de cada material usado como substituto(18,19).

Atualmente, o melhor conceito de substitui¢éo de tecido mineralizado é com arcabougos
tridimensionais. Estes simulam a anatomia Gssea, interagem com o 0sso do hospedeiro,
protegem o coagulo, impedem a invaginacao de tecidos circundantes, e favorecem a migracao,
invaginacdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células e vasos sanguineos, criando um
ambiente propicio para a osteogénese. Tambeém, funcionam temporariamente como mantenedor
do espaco do defeito dsseo, bem como suporte para as cargas biomecanicas, pois sao
reabsorvidos gradativamente a medida que o novo o0sso se forma. Os arcaboucos podem ser
osteoindutores e/ou osteocondutores para promover formagédo de novo 0sso em quantidade e
qualidade, bem como favorecer a adesdo entre o substituto e o tecido
remanescente(2,10,15,17,20,21,22,23,24,25,26).

Arcaboucos sdo delineados para uso em defeitos 6sseos bem vascularizados com boa
cobertura de tecidos moles. As caracteristicas associadas as propriedades mecanicas e as
funcdes celulares (crescimento, colonizacgdo, migracao, diferenciacao, producao de matriz) séo
porosidade média, tamanho médio de poros e espessura média de trabéculas(4,17,19,27).

Suas caracteristicas que interferem no reparo 6sseo podem ser divididas em: material de
base, arquitetura 3D, porosidade, tratamento de superficie, propriedades mecénicas, ambiente
inicial (pH, osmolaridade), ambiente tardio (degradacéo). A utilizagdo destes substitutos traz
como vantagens a reprodutibilidade, menor custo de fabricacdo e a possibilidade de ser
produzido para defeitos dsseos especificos, com as caracteristicas escolhidas pelo cirurgido.
Pode ser usado como carreador de substancias e células osteoindutoras, bem como de
medicamentos. Para engenharia tecidual: abertura de poros maior que 50% e largura de poro
maior que 100um(14,24).

Para que se proponha um novo substituto 6sseo é importante entender os principios
envolvidos na formagdo de novo 0sso e na manutencdo do tecido ja formado. Os conceitos

necessarios para este entendimento sdo explicados a seguir.
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Osteogénese é a formacdo de novo o0sso. Ocorre, como padrdo-ouro, em enxertos
autégenos que funcionam como um arcabouco e sdo fontes de células osteoprogenitoras e
proteinas d6sseas(1,3,4,28). Muitos substitutos 6sseos ndo as possuem e, para ter um resultado
semelhante de osteogénese, podem ser associados a células osteoprogenitoras, osteoblastos,
proteinas morfogenéticas Osseas, fatores de crescimento, materiais bioativos e matriz 6ssea
desmineralizada. O conceito de osteogénese, portanto, inclui a ideia de que os substitutos, por
serem biocompativeis e osteocondutores, podem possuir células ou proteinas que estimulem o
processo de formacao de 0sso, tornando-os osteoindutores e, por conceito, semelhantes ao 0sso
autogeno(4,20).

Osteoinducdo é um mecanismo de reparo 6sseo, no qual a formacdo de novo tecido é
induzida por processos de sinalizacdo do colageno, proteinas morfogenéticas dsseas e fatores
de crescimento. Este processo tem a capacidade de estimular as células mesenquimais ou
células-tronco a se diferenciarem em células osteoprogenitoras, seguidas da sua migracdo e
proliferacdo no local da lesdo(1,3,29). Como a matriz 6ssea possui intrinsecamente estas
proteinas e fatores de crescimento, enxertos autdgenos e alégenos possuem esta capacidade, ou
seja, ocorre a estimulacdo das células mesenquimais perivasculares para que desagreguem do
tecido adjacente, migrem para a area que necessita reparo, reagreguem, proliferem e se
diferenciem em cartilagem e 0sso(3,4,19,28,31).

Osteoconducao pode ser definida como a capacidade de crescimento das células 6sseas

em contato com uma superficie 6ssea ou com um arcabouco que funcione como matriz 6ssea e
permita a entrada de células 6sseas e a deposi¢cdo de novo 0sso. O enxerto ou o substituto 6sseo
pode ser este arcaboucgo. Quando a funcdo de arcabouco esta completa, este é reabsorvido e
novo 0sso é depositado no local. A osteoconducdo pode, também, ser considerada como a
resposta dos osteoblastos a um biomaterial. Ocorre em enxertos autdgenos, alégenos e em
substitutos 6sseos xenogenos. Os substitutos sintéticos podem apresentar esta propriedade,
dependendo da sua composicao(1,4,28,30,32).

Um conceito importante é que o reparo 0sseo precisa da combinacdo de osteoinducéo e

ostecondugdo para formar um novo 0ss0(3,4,19,28,30,31,32).

Osteointegracdo é a capacidade do enxerto ou do substituto 6sseo de se unir a0 0sso
circundante(4).

Bioatividade € a interagdo entre 0 0sso do hospedeiro e 0 enxerto ou substituto 0sseo.
Esté relacionada ao tipo de enxerto, bem como & composicdo do substituto 6sseo e a sua

estrutura de poros(4,21).
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Biocompatibilidade é a caracteristica de ndo provocar reacdo inflamatéria anormal ou

resposta imunolégica, bem como néo ser carcinogénico(9).

Osteogenicidade é a imunogenicidade 6ssea, ou seja, a capacidade de inducdo de uma

resposta imune por parte do organismo como, por exemplo, a formacao de anticorpos(4,9).

Osteotransdutividade é a formacdo de novo 0sso na interface osso/enxerto ou

osso/substituto 6sseo. Ocorre simultaneamente a reabsorcdo do substituto ésseo pelo sistema
imunologico, particularmente pelas células responsaveis pela fagocitose(1).

Além das propriedades do tecido 6sseo que devem ser reproduzidas nos substitutos,
existem as propriedades ideais de um biomaterial. Sdo elas: biocompatibilidade; facilidade de
manipulacéo transoperatoria; propriedades mecanicas, térmicas, quimicas e fisicas semelhantes
ao 0sso em curto e longo prazos; disponibilidade do material; porosidade; possibilidades de
esterilizacdo e armazenamento a longo prazo; tempo de reabsorcdo/degradacdo do material e
sua transformacéo em hidroxiapatita, em tempo semelhante ao da formagao do novo 0sso; e,
custo-beneficio de fabricacdo(4,5,7,8,9,21,24,33,34).

Em relacdo as propriedades mecéanicas, a substituicdo de 0ssos que recebem cargas,
principalmente as cargas mastigatorias, deve ser realizada por um substituto que tenha
propriedades mecénicas semelhantes ao osso cortical e/ou medular, dependendo da regiéo a ser
reabilitada(33). Os arcabougos com a microestrutura em trés dimensdes apresentam a vantagem
de permitir o crescimento de novo 0sso engquanto suporta as cargas fisioldgicas do 0sso a ser
substituido(7,21,24,33,34).

Sobre as propriedades fisico-quimicas, estas influenciam todo o processo de
neoformacdo déssea, por exemplo, as reacOes celulares, a formacdo tecidual e o padrdo de
degradacdo do material. Em relacdo a degradacdo, os materiais podem ser bioinertes ou
biodegradaveis. Os bioinertes sdo materiais inertes que permanecerdo dentro do corpo humano
para sempre ou até a sua retirada cirdrgica, se necessario. Os biodegradaveis ndo necessitam de
uma segunda cirurgia para sua remocdo, pois serdo degradados e substituidos por 0sso
neoformado. A taxa de degradacéo deles é dependente das caracteristicas fisico-quimicas. A

degradacdo do material, in vivo, ocorrera durante e depois do periodo de reparo(2,15,28).

1.3 ENXERTOS E SUBSTITUTOS OSSEOS
O enxerto autégeno é considerado o padrdo-ouro da reabilitacdo. Apresenta as
caracteristicas necessarias para a osteogénese, que sao: (1) osteoinducéo; (2) osteoconducao;

(3) osteogenicidade; (4) alta celularidade; (5) imunologicamente inerte(2,20,24,25,35).
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O enxerto autdégeno pode ser retirado do sitio doador como osso cortical, medular ou
cortico-medular, proporcionando variadas possibilidades de reabilitagdo, em diferentes locais,
com diferentes cargas funcionais e em diferentes apresentacdes (blocos, granulados, pos)
(4,19,24,28).

Porém, é consenso entre 0s autores que o0 enxerto autdgeno apresenta desvantagens:
necessidade de um segundo sitio operatorio, maior morbidade cirurgica, formagao de cicatriz,
risco maior de hemorragias e infec¢@es, quantidade limitada de 0sso, limitagfes anatdmicas e
cirurgicas, tendéncia a reabsorcéo, pouca resisténcia mecanica ao ser enxertado e maior tempo
de espera até a osteointegracdo/reabilitacdo funcional(2,4,7,19,20,24,25,26).

Como segunda opcao, dentro dos enxertos da mesma espécie, a literatura apresenta 0s
enxertos alégenos, que sdo derivados de pecas cadaveéricas de outros seres humanos e estdo
disponiveis nos mesmos tipos e apresentacdes dos enxertos autdgenos. Como é da mesma
espécie do receptor, o enxerto alégeno pode ser usado como um arcabouco osteogénico,
osteoindutivo e osteocondutivo, com poros para a invaginacdo de vasos sanguineos e,
consequentemente, formacéo de novo 0sso, com boa qualidade de osteointegracdo. Apresenta
as vantagens de ser de facil obtencdo e ndo necessitar de um segundo sitio cirdrgico como area
doadora. Entretanto, o preparo destas pecas pode diminuir consideravelmente as capacidades
indutivas e condutivas, bem como a resisténcia mecanica. Outras desvantagens podem ser
citadas: risco de transmissdo de doencas bacterianas, virais, alteracfes na resposta imunolégica
do receptor, transferéncia de células malignas, atraso na vascularizacdo e tendéncia a
reabsorcédo. A esterilizacdo das pecas € uma seguranca, porém, diminui, consideravelmente as
propriedades do 0ss0(4,19,24,28).

Um tipo de enxerto alégeno é a matriz 6ssea desmineralizada, ou seja, 0sso que foi
particulado e descalcificado, perdendo sua parte mineral. O material restante mantém a estrutura
original da matriz extracelular, com as fibras de colageno e as proteinas, tornando-se um
material osteoindutivo e osteocondutivo. Pode ser usada em cavidades ou associada a um
carreador(4,26,36).

Com o0 avango das pesquisas, iniciou-se a manufatura e o uso de materiais inertes em
formato de arcabouco. A primeira geracdo foi fabricada com materiais que ndo interagiam com
os tecidos vizinhos. A segunda geracdo incluiu materiais bioativos, na superficie dos quais
aconteciam reacOes bioquimicas para osteointegra-los aos tecidos circundantes. A terceira
geragdo, atualmente em producdo e uso, procura imitar as estruturas proprias do tecido 6sseo,

como as trabéculas do 0sso medular e a matriz extracelular e manter a associagcdo com 0s
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materiais bioativos da segunda geracdo. Além de substituir o fragmento de osso perdido tem
por funcédo estimular células e vasos sanguineos para o tecido regenerar(9,14).

Um dos tipos de material inerte sdo os polimeros. Sao definidos como macromoléculas
compostas de cadeias de monémeros unidas por ligacdes covalentes; os mondémeros podem ser
iguais ou diferentes, sendo, respectivamente, homo-polimeros ou co-polimeros. Em relagdo a
suas propriedades gerais sdo amorfos, cristalinos e biodegradaveis. Em relacéo a classificacéo,
podem ser naturais ou sintéticos(2,37).

Os polimeros naturais podem ser arcaboucos bem indicados para adesdo e crescimento
celular devido a sua biocompatibilidade, hidrofobicidade e estabilidade estrutural, porém, a
falta de propriedades mecénicas adequadas para resistir as forcas que incidem sobre 0s 0ss0s
contraindicam o seu uso(5,8).

Os polimeros sintéticos apresentam melhora nas propriedades mecéanicas e podem ser
moldados em diferentes formas. Podem ser fabricados na exata forma do defeito 6sseo ou do
local que necessita reconstrucao(5,8). Dentre os polimeros sintéticos o grupo de interesse é o
dos poliésteres. Alguns exemplos séo acido poli-glicolico (PGA), acido poli-latico (PLA) e
poliglactina 910, material usado para fabricacao de fio de sutura reabsorvivel(2).

Das propriedades gerais, a biodegradacédo é fator importante a ser considerado. Ela é
realizada por enzimdlise e/ou hidrélise, quando o material entra em contato com os fluidos
corporais. Ocorre a quebra de macromoléculas em micromoléculas e, em menor quantidade,
diéxido de carbono e 4gua. A remocao dos subprodutos monomeéricos é realizada pelo processo
fisioldgico de excrecdo. A resisténcia mecanica, diretamente relacionada com a biodegradacéo,
é lenta no primeiro estagio da degradacdo e rapida ao final da mesma(2).

Com o entendimento dos polimeros, surge a ideia dos compdsitos, que sdo a combinagao
de dois ou mais polimeros. Eles tém sido desenvolvidos para suprir as deficiéncias dos
polimeros usados individualmente, principalmente a falta de resisténcia mecanica. Para corrigir
isso, deve-se usar dois polimeros ou um polimero associado a material bioceramico (biovidro,
hidroxiapatita, fosfato de calcio). Esta opgdo visa aumentar a resisténcia mecénica e ter
propriedades osteocondutoras. Propriedades osteoindutoras podem ser conseguidas por
associacdo com as proteinas morfogenéticas 0sseas, fatores de crescimento ou aspirado de
medula dssea. Dessas combinagdes surgem compositos com propriedades melhores do que as
das formulas convencionais e individuais de cada material. Outra opgéo € a nanotecnologia que,
pela adicdo de nanoparticulas, aumenta as propriedades mecanicas, melhora a bioatividade e a
taxa de reabsorcao do compdsito(4,17,19,22,36,37).
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Para aplicagdes bioldgicas, uma das caracteristicas mais importantes de um composito
é sua biocompatibilidade e interacdo com os tecidos vivos. As caracteristicas necessarias para
essa interacdo sdo: (1) uma superficie que permita os processos celulares sobre ela; (2) auséncia
de resposta inflamatoria e toxica do material ou dos subprodutos da degradacédo; (3) grande
quantidade de poros interconectados; (4) ampla &rea de superficie e espaco suficiente para
deposicdo de matriz extracelular; (5) reabsor¢do controlada simultanea a formagdo de novo

0ss0; (6) possibilidade de construcdo como arcabouco tridimensional (32).

1.4 BIOVIDROS

Biovidros ou vidros bioativos sdao materiais solidos compostos de éxido de sodio, 6xido
de célcio, dioxido de silicone e fosforo. Fazem parte dos materiais bioceramicos e apresentam
propriedades semelhantes ao 0sso no que diz respeito a formacdo dos cristais de apatita. Séo
materiais sintéticos, biocompativeis, capazes de interagir com o tecido do hospedeiro devido a
liberacdo de ions quando em contato com tecidos vivos. Para que isso ocorra, a composi¢do e
a microestrutura sdo fundamentais para a habilidade de promover tecido 6sseo(4,8,13,14,21).

O primeiro biovidro 45S5, patenteado com a marca Bioglass, foi descoberto em 1969 e
usado a partir de 1985. Seu uso em pesquisa demostrou a capacidade osteocondutiva deste
material. O segundo a ser desenvolvido foi 0 1393 com a vantagem de ser moldado em
arcabouco, o que aumenta suas propriedades mecanicas em relagdo ao 45S5(13).

Biovidros liberam ions no momento da sua implantacédo, e por consequéncia, se unem
ao 0sso do hospedeiro e criam um ambiente favoravel a osteoconducéo. Para isso, depende do
pH do meio e da quantidade de silicone contido no vidro. Em relacdo ao pH, os ions séo
liberados e a silica se une ao H*, em meio aquoso, deixando 0 meio com aumento de OH" e
alcalinizacdo. Para isso, a quantidade ideal é de 45% a 52% de silica. A bioatividade ocorre
porque a silica se quebra em contato com os fluidos corporais, e se une ao 0sso, tanto mecanica
guanto quimicamente, resultando na deposicdo de uma camada de hidroxiapatita. 1sso resulta
em alta osteointegracao na interface 0sso do hospedeiro/vidro bioativo(4,8,34,38). A liberacéo
dos ions Si, Ca, P e Na, soluveis, como resultado da degradacao do vidro é citado como o que
confere as propriedades osteocondutora e, consequentemente, osteogénica dos
biovidros(13,14).

Como vantagens deste material, podem ser citadas: biocompatibilidade, alta taxa de
osteointegracdo, osteoconducdo, porosidade adequada, habilidade de modificar sua
composic¢do, boa reabsorcgdo, propriedades mecénicas semelhantes as do tecido 6sseo. Podem

ser moldados em diferentes formas, como esferas, implantes, arcabougos, pastas e fibras(4,9).
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Dentre os ions, muitos sdo usados para estimular a osteogénese, entre eles: nidbio, borio,
magnésio, aluminio, cobre, entre outros(8,39). Dentre eles estdo 0s metais raros, como bério e
niobio. Dentre as principais vantagens destes metais estdo: a possibilidade de serem associados
em compositos, biocompatibilidade, auséncia de citotoxicidade. Também merecem destaque as
propriedades de bioatividade e resisténcia mecanica. Quando um metal é considerado para ser
parte de um compdsito é importante que a associa¢do resulte em uma resisténcia mecanica
semelhante a do osso cortical. Neste cenéario, o nidbio apresenta comportamento bioativo e
aumenta a resisténcia mecanica de um compdsito. Quando associado ao biovidro, proporciona
uma resisténcia mecanica parecida com a do osso cortical e melhora a propriedade de
bioatividade do biovidro(8,37,38,39,40).

1.5 PBAT

O polimero usado nesta tese ¢ o poli (butileno adipato co-tereftalato) (PBAT). E um co-
poliéster alifatico-aromatico derivado dos monémeros 1,4-butanediol, acido tereftélico e acido
adipico. Foi sintetizado pela primeira vez em 1995 com o objetivo de se criar um material com
as propriedades mecéanicas de flexibilidade e dureza, e com a propriedade térmica de
biodegradacdo. Este material tem sido comercializado pela BASF com o nome de Ecoflex e
pela Eastman Chemical com o nome de Easter-bio(17,33,37,41).

A combinacdo das porcdes alifatica e aromatica € importante para que se forme um
material com as melhores caracteristicas dos dois grupos. Os poliésteres alifaticos apresentam
biodegradacdo controlada e sdo flexiveis, porém, ndo apresentam propriedades térmicas e
mecanicas suficientes para uso em engenharia tecidual. Por outro lado, 0s poliésteres
aromaticos suprem as caracteristicas mecéanicas, mas sdo resistentes a biodegradagdo. Em
combinacdo, pode-se fabricar compdsitos vidveis para uso como substituto 6sseo(17,33,41,42).

O PBAT é um polimero relativamente novo para aplicacdes na area da saude. Apresenta
caracteristicas semelhantes a outros polimeros, como baixa cristalinidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e alta flexibilidade, pouca resisténcia mecénica, baixa bioatividade e
hidrofobicidade(37,41,43).

Ele pode ser fabricado em diferentes formatos e por diferentes métodos. Os formatos se
dividem, basicamente em duas (2D) e trés dimensdes (3D). PABT em duas dimensdes € usado
como um filme ndo-poroso para liberagdo de medicamentos, por exemplo. Em trés dimensdes,
como malhas, arcabougos. As malhas sdo usadas como membranas e os arcaboucos para

substituir 0sso, tenddo e cartilagem(7,32,33,37,41).
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Arslan et al, em 2017, caracterizaram o PBAT puro para uso em engenharia tecidual e
enumeraram propriedades importantes para sua aplicagdo como substituto 6sseo. Para isso, eles
fabricaram corpos de prova de PBAT em 2D e 3D. Os corpos de prova em 2D foram filmes
ndo-porosos de nano-fibras de 400um de espessura. Os corpos de prova em 3D foram
arcabougos com porosidade entre 62% e 90% e poros de 283um interconectados uns aos outros.
Nas imagens de microscopia eletronica foi possivel observar a superficie rugosa de todos os
corpos de prova, o que favorece os processos celulares(33).

Por outro lado, Nar et al, 2014, fabricaram malhas porosas, que foram um 6timo suporte
para tecidos moles quando usadas como membranas. Com rugosidade de superficie, estrutura
porosa e poros interconectados, influenciaram todos os processos celulares da osteogénese. No
seu estudo, estes autores testaram malhas de PBAT 100% e blendas de malhas de PBAT 80%
+ PHBV 20% poly (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate). Como resultado, os materiais
apresentaram biodegradacdo em 2 semanas associado a adeséo, crescimento celular e producao
de matriz colagenosa na superficie do polimero, o que sugere que os sub-produtos da
biodegradacao ndo foram toxicos. Ambos podem ser usados como substitutos 6sseos, porém, a
melhor resposta celular foi com a blenda PBAT 80. Isso mostra que existe a possibilidade de
se fabricar um polimero ou um compdsito com as propriedades mecanicas necessarias a area
que sera reabilitada. Pela mudanca nas porcentagens de cada material pode-se chegar a uma

blenda adequada para cada reabilitagdo(21).

1.6 MOBD

Matriz 6ssea bovina desmineralizada (MOBD) (Bio-Oss, Geistlich, Germany) € um
material sintético, xendgeno, inorganico, de origem bovina, granulado, biocompativel e nao-
antigénico. Caracteriza-se por ser uma matriz 6ssea mineral porosa, com uma composi¢cdo
bioldgica, fisica, quimica e microestrutural semelhante ao 0sso humano. Como estrutura, é
formado por cristais de hidroxiapatita, com a mesma orientacdo e tamanho dos cristais do 0sso
humano; tem baixa cristalinidade. Apresenta uma rede de poros interconectados divididos em
macroporos (de 300-1500nm) e microporos (do tamanho dos canais haversianos e dos canais
vasculares da medula) e espacos entre os cristais (de 3-26nm), resultando em uma porosidade
de 70-75%. Sua composicdo por hidroxiapatita permite que seja usado como arcabouco e
favoreca que osteoblastos sejam aderidos a sua superficie e produzam matriz de novo 0sso ao
redor(19,35).

Quando colocado em defeitos 0sseos, oferece estabilidade ao coéagulo,

osteocondutividade, e previne perda de volume na fase de retracdo da ferida(35). Materiais em
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grénulos ocupam o espaco do defeito semelhantemente a um arcabouco 3D e ao 0sso trabecular,
com a microarquitetura de poros interconectados. Eles criam uma macroporosidade que permite
a entrada de fluidos, células dsseas e vasos, em direcdo centripeta, a partir dos tecidos
adjacentes. Os espacos entre os granulos mimetizam poros interconectados e favorecem estas
migracdes quando s&o maiores que 300um, abertos e interconectados(44).

Como propriedades em relagdo ao tecido dsseo, é osteocondutor e permite a formagédo
de 0ss0, vasos sanguineos e matriz extracelular de alta celularidade. Sua taxa de reabsorcéo €
lenta. Ndo apresenta propriedades osteoindutoras(19,25,35).

Do mesmo modo que os polimeros, pode ser associado a outros biomateriais e aos
diferentes tipos de enxertos(42,45). As associag0es somam as propriedades de cada material e
devem ser usadas dependendo do objetivo especifico de cada reabilitacdo. No trabalho de Ge,
et al, 2018, ele foi associado ao 0sso autdgeno na proporcao de 1:1. Os resultados obtidos
mostraram um 0sso de melhor qualidade, taxa de crescimento mais rapida e maior volume final.
O 0sso autdgeno, neste caso, atuou como osteoindutor, acelerando a osteogénese e a
mineralizacdo(35).

Em seguida ao exposto sobre o estado da arte de enxertos e substitutos 6sseos, cabe uma
justificativa desta tese. A reabilitagdo 6ssea em casos de perda de estrutura por trauma ou
patologias € um desafio para cirurgides buco-maxilo-faciais. Muitos fatores precisam ser
considerados para a realizacdo da reabilitacdo: local/extensdo da perda déssea, disponibilidade
de tecido mole, saide do paciente e tipo de enxerto ou substituto 6sseo a empregado.

O padrédo-ouro para este reparo é o enxerto 6sseo autdgeno. Porém, suas desvantagens
sdo vastamente discutidas na literatura, principalmente pela necessidade de dois sitios
cirargicos. Por esse motivo, a pesquisa de um substituto 6sseo é importante.

Neste cenario surgiu o uso de polimeros, fabricados em laboratério, sem o uso de
matéria animal e com a possibilidade de usar tecnologia controlada para definir melhor suas
propriedades bioldgicas, quimicas, fisicas e mecanicas. As primeiras pesquisas mostraram que
0 uso de um polimero, em formato de arcabouco, associado a células ou ions trazem os melhores
resultados.

Esta tese apresenta o teste, in vivo, de um compdsito do polimero poli(butileno) adipato
co-tereftalato (PBAT) com biovidro e nidbio (PABT/BAGND). O PBAT é um polimero usado
na industria e que foi testado para uso como substituto 6sseo pelas razdes apresentadas na
introducgdo. Dentre elas, a principal é a possibilidade de ser um material biocompativel possivel
de ser moldado na forma do defeito cirdrgico. O biovidro tem propriedade osteocondutora e o

niobio favorece a osteogénese quando associado a biovidro. Cada um deles foi associado, em
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pesquisas prévias, a muitos substitutos 6sseos com bons resultados. Entéo, a ideia de associar
estes 3 biomateriais se justifica para que se somem as propriedades de cada um deles em um
novo compasito.

Como embasado pela literatura, a escolha do tipo de enxerto ou de substituto 6sseo é
determinante no sucesso dos procedimentos de reabilitacdo. Com atengdo as propriedades ja
citadas, a combinacdo de materiais que esta tese apresenta € inédita. A caracterizagdo do
material e os testes laboratoriais foram realizados previamente, em artigo ja publicado(46).

Com base no exposto, 0 objetivo desta tese foi avaliar, através de histomorfometria e
andlise descritiva, o reparo 6sseo, in vivo, de um compdsito de PBAT — poli (butileno adipato
co-tereftalato) - associado a biovidro e nidbio (PBAT/BAGND), como substituto dsseo, em
comparacdo com controle negativo (auséncia de enxerto), controle positivo (0sso autégeno) e
MBOD.
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RESUMO

INTRODUGCAO: biomateriais tém sido desenvolvidos para uso como substitutos 6sseos para a recuperacio
funcional e estética de perdas de estrutura 6ssea por trauma ou patologias. Os compésitos a base de polimeros
biodegradaveis tém se mostrado uma opcao terapéutica promissora. OBJETIVO: avaliar o reparo 6sseo, in vivo,
de um composito de poli (butileto adipato co-tereftalato) (PBAT) associado a biovidro e niébio em fémures de
ratos (PBAT/BAGNDb). METODOLOGIA: cento e quarenta ratos foram divididos em 4 grupos, sendo (1)
controle negativo sem preenchimento; (2) controle positivo com osso autdgeno; (3) matriz 6ssea bovina
desmineralizada (MOBD); e, (4) comp6sito de PBAT/BAGNb. No fémur de cada rato foi criado um defeito
cirtrgico critico de 2mm de didametro por 2mm de profundidade. Cada grupo foi preenchido com o respectivo
enxerto ou substituto dsseo, com exce¢do do grupo controle negativo. O compésito foi fabricado como arcabougo
tridimensional nas dimensdes do defeito. Os tempos experimentais foram de 15, 30 e 60 dias p6s-operatorios. Os
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fémures foram submetidos as analises qualitativa e histomorfométrica. Os dados qualitativos foram descritos e os
dados quantitativos foram tabulados e submetidos a analise estatistica. RESULTADOS: na analise qualitativa, 0
compdsito formou 0sso em um padrdo de osteogénese ao redor do composito; os grupos autégeno e MOBD
formaram o0sso como descrito em estudos prévios; no grupo controle ndo ocorreu formacdo de 0sso no interior do
defeito. Os dados quantitativos mostraram neoformacéo 6ssea em todos os grupos, com maior area de neoformacéo
para o grupo MOBD (39,2+10,29%), seguida pelo enxerto autégeno (36,5+13,05%), pelo grupo controle
(24,946,67%), e pelo grupo PBAT/BAGNb (12,3+5,63%). Houve diferenca estatisticamente significante entre
todos 0s grupos, com excecdo dos grupos autégeno e MOBD, quando analisados entre si. CONCLUSAO: o
composito de PBAT/BAGNDb formou osso em um padrdo de neoformagdo ao redor do arcabougo e dentro dos
poros, porém, em pequena quantidade de area de neoformagdo 6ssea (12,3+5,63%) em comparacdo aos demais
grupos estudados.

Palavras-chave: tecido 0sseo; engenharia tecidual; experimentacdo animal; enxertos 0sseos; materiais
biocompativeis.

ABSTRACT

INTRODUCTION: biomaterials have been developed to enhance functional and aesthetical repair due to bone
loss from trauma or pathologies. Composites based on biodegradable polymers have been a promising therapeutic
option. OBJECTIVE: to assess the bone repair, in vivo, with a composite of poly (butylene adipate co-
terephtalate) and niobium-dopped bioglasses (PBAT/BAGND), in rat femurs. METHODOLOGY:: one hundred
and fourty rats were divided into 4 groups: (1) sham control without filling; (2) positive control with autogenous
bone graft; (3) demineralized bovine bone matrix (MOBD); and, (4) PBAT/BAGNb composite. A surgical defect
of 2mm diameter per 2 mm depth was surgically created on each femur. Each group received a bone graft or
biomaterial; the sham group did not receive filling. The composite was designed and printed as a tridimensional
scaffold within the shape of the surgical defect. The experimental periods were 15, 30 and 60 post-operative days.
The femurs were submitted to qualitative and histomorphometric analysis. The qualitative data were described.
The quantitative data were submitted to statistical analysis. RESULTS: the qualitative analysis showed a
osteogenic pattern around the scaffold as well as inside its pores; the autogenous and MOBD groups showed the
same neoformation as described in previous studies; in the control groups there were no complete bone formation.
The quantitative data showed that bone neoformation occurred in all the groups, with the larger neoformation area
for MOBD (39,2+£10,29%), followed by autogenous bone graft (36,5+£13,05%), controle group (24,9+6,67%), and,
PBAT/BAGND (12,3+5,63%). There were statistically significant difference among all groups, except for groups
autogenous and MOBD. CONCLUSION: PBAT/BAGNb composite enhanced the bone formation in and around
the scaffold, however, in small amount of newly formed bone area (12,3+5,63%) compared to the other groups.
Keywords: bone and bones; tissue engineering; animal experimentation; bone graft; biocompatible materials.

RESUMEN

INTRODUCCION: se han desarrollado biomateriales para su uso como sustitutos 6seos para la recuperacion
funcional y estética de perdidas de estrutura 6sea por traumatismos o patologias. Los composites basados en
polimeros biodegradables han demostrado ser una opcidn terapéutica prometedora. OBJETIVO: evaluar la
reparacion Osea, in vivo, de um compuesto de poli(butil adipato co-tereftalato) (PBAT/BAGNDb) asociado com
biovidrio y nidbio em fémures de rata. METODOLOGIA: ciento diecinueve ratas fueron divididas en 4 grupos,
siendo (1) controle negativo sin relleno; (2) control positivo con hueso autégeno; (3) matriz 6sea bovina
desmineralizada (MOBD); y, (4) compuesto de PBAT/BAGNDb asociado con biovidro y nidbio. Se cre6 um defecto
quirdrgico critico que media 2mm de didmetro por 2mm de profundidad em el fémur de cada animal. Cada grupo
se rellend cone | respectivo injerto o substituto dsseo, conexcepcion del grupo de control negativo. EI material
compuesto se fabricd como un andamio tridimensional en las dimensiones del defecto. Los tiempos experimentales
fueron 15, 30y 60 dias postoperatorios. Los fémures se sometieron a anélisis histomorfométrico. Los datos fueron
tabulados y sometidos a analisis estadistico. RESULTADOS: la neoformacidn ésea ocurrié em todos los grupos,
con mayor area de neoformacion para el grupo MOBD (39,2+10,29%), seguido del injerto autégeno
(36,5£13,05%), del grupo control (24,9+6,67%), y por el grupo PBAT/BAGND (12,3+5,63). Hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre todos los grupos, con la excepcién de los grupos autdgenos y MOBD, cuando
se analizaron entre si. En ela grupo PBAT/BAGND, el hueso recién formado rodeo la estrutura y penetro en los
poros creados por la estrutura tridimensional, incluso en pequefias cantidades. No se observaron reacciones
inflamatorias ni toxicidad local. CONCLUSION: el compuesto PBAT/BAGND asociado con biovidrio y niébio
formd hueso alrededor de la estrutura y dentro de los poros, em uma pequefia cantidad de area de neoformacion
6sea (12,3+5,63%) em comparacion con los otros grupos estudiados.

Palabras clave: huesos; ingenieria de tejidos; experimentacion animal; transplante Osseo; materiales
biocompatibles.
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1. Introducéo

A reabilitacdo 6ssea dentro da especialidade da Cirurgia e Traumatologia Buco-maxilo-faciais ¢ um
desafio para a equipe cirirgica. Como 0 0sso é um tecido conjuntivo com a capacidade de fazer o reparo
morfologico e funcional depois de sofrer perda de estrutura, seja por fratura ou trauma, essa capacidade permite a
estimulagio deste tecido por diferentes enxertos e substitutos dsseos (Jo, Kim & Choi, 2018; Li et al., 2019).

O enxerto 6sse0 autdégeno é o padrdo-ouro para reabilitacdo. Apresenta propriedades osteoindutivas e
osteocondutivas e, com isso, favorece a osteogénese em quantidade e qualidade ideais. Porém, estd bem
caracterizado na literatura, as desvantagens do osso autdgeno, em relagdo a necessidade de um segundo sitio
cirlrgico, risco aumentado de infecgdo e hemorragia, quantidade limitada de 0sso, pouca resisténcia mecanica ao
ser enxertado e maior tempo até a osteointegracdo e reabilitacdo funcional (Pérez-Sayans et al., 2019; Sheikh et
al., 2015; Walsh et al., 2017).

Para substituicdo de tecido 6sseo com biomateriais, a literatura mostra os melhores resultados com o uso
de arcaboucos tridimensionais (Zhang et al., 2021). O padrdo-ouro é 0 MOBD, um material sintético, xendgeno,
inorganico e granulado. Caracteriza-se por uma matriz 6ssea mineral porosa, com composicdo biol6gica, fisica,
guimica e micro-estrutural semelhante ao osso humano. A disposicdo dos granulos forma uma rede de poros
interconectados que se assemelha a uma estrutura de arcabouco tridimensional. E osteocondutor e permite a
formacdo de 0sso e vasos sanguineos ao redor dos granulos (Arbez et al., 2019; Ge et al., 2018; Subhapradha,
Abudhahir, Aathira, Srinivasan & Moorthi, 2018).

Dentre os substitutos ésseos destacam-se 0s polimeros. Os polimeros surgiram como uma opgao inerte,
ndo derivada de animais ou seres humanos e que podem ser associados a outros biomateriais para a formacéo de
compositos. O objetivo principal da formagdo de compdsitos é reproduzir as propriedades de bicompatibilidade,
osteoindutividade e osteocondutividade para atingir uma neoformacao éssea semelhante a do enxerto autégeno ou
do MOBD.

O poli (butileno adipato co-tereftalato) é um co-poliéster alifatico-aromatico derivado dos mondémeros
1,4-butanediol, &cido-tereftalico e acido adipico. Foi sintetizado pela indUstria para substituto do plastico e ja
aplicado como substituto 6sseo (Fukushima, Wu, Bocchini, Rasyida & Yang, 2012; Arslan, Cakmak, Cengiz &
Gumisderelioglu, 2016; Arslan, Cakmak & Gumdusderelioglu, 2018). Tem como caracteristicas
biocompatibilidade, biodegradacdo controlada e flexibilidade. Pode ser usado em compdsitos e fabricado por
diferentes métodos, 0 que aumenta suas possibilidades de uso. Apresenta como desvantagens a auséncia de
propriedades osteoindutoras ou ostecondutoras e pequena resisténcia mecénica (Santana-Melo et al., 2017; Arslan
et al., 2018).

Os biovidros sdo materiais bioceramicos sélidos que apresentam propriedades semelhantes ao 0sso na
formacdo dos cristais de apatita, resultando em propriedades mecénicas ideais para uso como substituto 6sseo,
quando combinados a outros biomateriais (Bi, Zobell, Liu, Rahaman & Bonewald, 2014; Chlanda et al., 2019).
Em contato com o 0sso, interagem com o tecido do hospedeiro, favorecendo a bioatividade, a osteointegracéo e a
osteotransdutividade (Chen, Tien, Chuang & Chen, 2019; Balbinot et al., 2018; Ulbrich et al., 2021).
Recentemente, ions usados para estimular a osteogénese foram adicionados aos biovidros, incluindo ions raros,
como hdrio e niébio. Este Gltimo tem comportamento bioativo e, quando associado ao biovidro, aumenta a
resisténcia mecéanica do biomaterial (Arslan et al., 2018; Balbinot, Leitune, Ponzoni & Collares, 2019; Pantulap,
Arango-Ospina & Boccaccini, 2021).

Este estudo tem por objetivo avaliar a o reparo 6sseo com o uso de um compdsito de PBAT, biovidro e
nidbio. A associacdo se justifica por congregar em um Unico substituto ésseo as caracteristicas do PBAT (um
material inerte, biocompativel, sem riscos de imunogenicidade e/ou transmissdo de doencas) com o biovidro
(osteocondutor, bioativo, com propriedades mecanicas semelhantes as do 0sso humano) e ni6ébio (aumento de
resisténcia mecanica).

2. Metodologia )
A pesquisa experimental, em modelo animal, foi aprovada pelo CEP - Comité de Etica em Pesquisa - da
Universidade Positivo, sob o nimero 411.

2.1 Protocolos de tratamento

Foi utilizado um compésito de PBAT com biovidro e nidbio (BAGNb) na proporgao de 10% em peso do
composito. A porosidade média foi de 72,17% (+6,94), com poros de 465,03um (£25,84) (Ulbrich, 2021).

Cento e quarenta ratos machos (Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar) foram submetidos a
intervencdo cirdrgica para a criagdo de um defeito cirdrgico critico no fémur. Eles foram randomizados em 4
grupos: (1) controle negativo sem preenchimento do defeito; (2) controle positivo com preenchimento do defeito
com enxerto 6sseo autogeno; (3) MOBD, com tamanho dos granulos de 0,25-1mm; (4) compésito de
PBAT/BAGND (Figuras 1 e 2). Todos os enxertos e substitutos, aplicados no trans-cirtrgico, preencheram a
totalidade do defeito dsseo.
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Figura 2. Composito de PBAT/BAGND.

A figura 1 mostra o composito de PABT/BAGNb com a arquitetura tridimensional e a estrutura de poros. A
porosidade média foi de 72,17% (+6,94), com poros de 465,03um (+25,84) (Ulbrich, 2021).

Figura 2. Grupos experimentais com o defeito cirlrgico criado nos fémures dos ratos e o0s respectivos
preenchimentos.

Fonte: autores

A figura 2 mostra o protocolo experimental. (A) Defeito sem preenchimento por enxerto ou substituto
0sseo. Observa-se o coagulo preenchendo a regido. (B) Defeito preenchido por osso autdgeno retirado do préprio
defeito e reinserido no local. (C) Defeito preenchido por MOBD. Observam-se 0s granulos do substituto 6sseo e
a compactacdo do material e do sangue na cavidade. (D) Defeito preenchido pelo compésito de PBAT/BAGNB
associado a biovidro e com ni6bio. Observa-se, parcialmente, a arquitetura tridimensional do substituto 6sseo e o
sangue dentro da sua macroestrutura.

2.2 Animais e procedimento cirurgico

Os ratos pesavam 350+50g, se alimentavam de racdo padrdo para a espécie e &gua ad libitum,
permaneceram em sala com temperatura controlada de 21+2°C, umidade relativa do ar entre 40% e 60%, sistema
de exaustdo de ar e ciclo claro-escuro de 12 horas. Cada animal foi anestesiado com injeg&o intraperitoneal de
cloridrato de quetamina (90mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10mg/Kg). A anestesia foi mantida com isoflurano
vaporizado em oxigénio 100%. Como anestesia local infiltrativa, foi administrado cloridrato de mepivacaina 2%
com epinefrina 0,018mg, na dose de 0,5ml. O lado do fémur, para criagdo do defeito 6sseo, foi randomizado. A
pele da regido femural foi tricotomizada e recebeu antissepsia por iodo polivinilpirrolidona (PVPI) tépico a 10%.

Foi realizada uma incisdo de 1cm de comprimento sobre a area do fémur, seguida da divulsao tecidual
por planos e exposicao da sua diafise lateral. Foi realizado um defeito cirdrgico com trefina (Promm, Porto Alegre,
Brasil) em baixa rotagdo sob irrigacdo constante de soro fisioldgico a 0,9%. As dimensGes do defeito cirlrgico
foram de 2mm de didmetro por 2mm de profundidade. Cada defeito cirdrgico recebeu o tratamento conforme
randomizacdo prévia. Os defeitos foram preenchidos na sua totalidade. O o0sso autdgeno foi retirado do préprio
defeito 0sseo e reinserido na cavidade. A MOBD, comercialmente disponivel e previamente esterilizada por
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radiacdo gama, foi colocada até o preenchimento total do defeito. O compésito, esterilizado em autoclave, foi
fabricado nas dimens@es do defeito e preencheu toda a cavidade (Figura 2).

A sutura dos planos profundos foi realizada com fio de poliglactina 910, 4.0 e a sutura da pele com fio de
mononylon 5.0. Os cuidados pdés-operatérios foram realizados diariamente e acompanhados por médico
veterinario. A medicacdo pds-operatéria intramuscular foi enrofloxacino 10mg/Kg a cada 24 horas por 7 dias;
morfina 5mg/Kg em dose Unica e cloridrato de tramadol 7mg/Kg a cada 12 horas por 5 dias.

Os tempos experimentais foram de 15, 30 e 60 dias. Os animais foram mortos pelo método quimico de
sobredose anestésica com isoflurano vaporizado em oxigénio 100%, por via inalatdria. Os fémures foram retirados
e conservados em formol a 10%.

2.3 Preparo histoldgico e analise

Os fémures foram descalcificados em &cido férmico, seccionados no seu longo eixo, processados e
emblocados em parafina, de modo que os cortes histolégicos iniciassem a partir do centro do defeito. Em seguida,
foram realizados cortes de 5um de espessura e corados com HE para as anlises qualitativa e histomorfométrica.

As laminas foram escaneadas pelo Scanner Zeiss/MetaSystems (Oberkochen, Alemanha) e as fotos foram
capturadas no programa Zen Blue 3.4 na objetiva de 25X.

Para analise qualitativa foram separadas imagens capturadas, na quantidade de 4 imagens por tempo, por
grupo. Foi realizada a descricdo de: fechamento ou ndo da cortical superior do defeito, mineralizac&o do interior
da cavidade; presenca residual de substituto e padrdo de noformacdo 6ssea.

Para avaliar a &rea de neoformacéo Gssea, um programa de imagem Image Pro Plus (Image Pro Plus,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) foi calibrado com uma mascara para selecéo de tecido 6sseo
mineralizado. O limite da mascara foi selecionado para inclusdo de o0sso cortical e exclusdo de tecido medular. A
area do defeito cirtrgico foi medida e definida como a regido de interesse (RI); em seguida, foi utilizada a mascara
para definicdo da &rea de neoformacdo déssea (RN), dentro da &rea de interesse (RI). A razdo ((RI/RN)*100)
forneceu a porcentagem de 0sso neoformado.

2.4, Andlise estatistica

Para a analise estatistica, a normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, resultando em dados com
distribuicdo normal. A varidvel continua foi estabelecida como a area de neoformagao Gssea. O teste ANOVA de
uma via foi utilizado para comparaco entre todos os grupos e, também, para a comparacéo entre os tempos de um
mesmo grupo. O teste t de Student foi utilizado para comparacdo do mesmo tempo entre diferentes grupos. Valores
de p<0,05 indicam diferenca estatistica. O Software utilizado foi 0 JMP (™) Pro 14.0.0. (SAS Institute, Cary, NC).

3. Resultados e Discussao
Do total de 140 animais, dois ratos, randomizados para o grupo controle, foram perdidos na indugéo
anestésica. Outras 19 pecas anatdmicas foram deterioradas no transporte. A amostra final foi de 119 animais, sendo
32 para o grupo autégeno, 29 para o grupo MOBD, 35 para o grupo PBAT/BAGNB e 23 para o grupo controle.
A andlise qualitativa esta descrita nas figuras 3 a 5.

Figura 3. Grupos experimentais aos 15 dias pos-operatorios.

Fonte: autores

Na figura 3 observa-se o inicio do reparo 6sseo. (A) Autdgeno: observa-se as margens do defeito cirdrgico
e 0 0SS0 autdgeno ao centro (seta). O 0sso autdgeno estd envolto por tecido com inicio da mineralizagdo, sem a
coaptacdo com as margens do defeito. (B) MOBD: os granulos (seta) estdo envoltos por tecido com inicio de
mineralizacdo; sem coaptacdo das margens do defeito. (C) compdsito de PBAT/BAGNB: o material (seta) esta
envolto por tecido de alta celularidade, sem inicio de mineralizagdo. A medula foi perdida durante o preparo
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histotécnico. (D) Controle: formagao de tecido de alta celularidade entre as margens do defeito, sem unido com o
tecido das margens do defeito. HE, 25x.

Figura 4. Grupos experimentais aos 30 dias pds-operatorios.
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Fonte: autores

Na figura 4 observa-se a metade da andlise do reparo désseo. (A) Autdgeno: fechamento da cortical do
defeito e substitui¢do parcial do enxerto autdgeno (seta) por 0sso neoformado. (B) MOBD: fechamento da cortical
do defeito e maior formag&o de osso no interior da cavidade, ao redor dos granulos (seta) em relagdo a 15 dias. (C)
composito de PBAT/BAGNB: porgdes do material envoltas em osso cortical e fechamento parcial da cortical do
defeito. Material presente no interior da cavidade (setas) sem a medula. (D) Controle: fechamento parcial da
cortical do defeito sseo; alta celularidade no interior do defeito sem mineralizagdo. HE, 25x.

Figura 5. Grupos experimentais aos 60 dias pos-operatorios.

Fonte: autores

Na figura 5 observa-se o final do reparo 6sseo. (A) Autdgeno: fechamento da cortical do defeito, unido
dos bordos dsseos e substituicdo quase total do enxerto autégeno (seta) por osso neoformado. Medula com alta
celularidade e gordura. (B) MOBD: fechamento da cortical do defeito, unido dos bordos 6sseos e mineralizagéo
do tecido no interior da cavidade, ao redor dos granulos (seta); medula preservada. (C) compdsito de
PBAT/BAGNB: fechamento da cortical do defeito com uma fina camada de o0sso cortical que margeia o material
(setas). Proximo a medula, outra formacdo cortical, indicando que o tecido 6sseo mineralizado circundou o
arcabouco tridimensional. Pequena por¢éo de medula preservada, com alta celuaridade. D) Controle: fechamento
parcial da cortical do defeito dsseo; alta celularidade no interior do defeito sem mineralizagdo. HE, 25x.

Em relacdo a analise quantitativa, a média da neoformacéo éssea e o0 desvio-padrdo foram calculados para
0s grupos autégeno (36,5+13,05), MOBD (39,2+10,29), PBAT/BAGNDb (12,3+5,63) e controle (24,9+6,67). A
area de neoformagdo 6ssea foi comparada entre 0s quatro grupos do estudo (Gréfico 1). O protocolo de medicéao
foi descrito por Jo et al (2018) e Pérez-Sayans et al (2019).
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Grafico 1. Porcentagem de neoformag&o 6ssea nos 4 grupos experimentais.
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Fonte: autores

O gréfico 1 mostra a comparagdo dos 4 grupos experimentais. O quadrado preto indica a média de
neoformacdo 6ssea do grupo e os pontos pretos indicam os animais do referido grupo. Observa-se, graficamente,
a proximidade das médias dos grupos autdgeno e MOBD. O grupo PBAT/BAGND apresenta os valores individuais
mais préximos da média.

A comparacéo entre 0s grupos autdgeno e MOBD ndo mostrou diferenca estatistica com relagdo a area
de neoformacdo dssea (p=0,6713). Nas demais comparagdes, ocorreu diferenca significativa. O grupo
PBAT/BAGND apresentou diferenga estatistica em relagdo a todos os outros grupos (Santana-Melo et al., 2017),
porém, com menor diferenca e valores bem proximos em relagdo ao grupo controle. O primeiro teste, in vivo, deste
compdsito se assemelhou ao controle negativo de um defeito critico. Os autores embasam este resultado pela
pequena porcentagem de biovidro e nidbio, o que resulta em menor capacidade osteocondutora. Santana Melo et
al (2017) compararam PBAT/BAGND puro e com adigéo de 3% e 5% de hidroxiapatita. Em todos os grupos houve
neoformagdo pequena, como neste estudo. Porém, quanto maior a porcentagem de hidroxiapatita, maior a
formacdo de osso maduro (Arslan et al, 2018). Outros arcabougos de polimeros receberam borio, calcio, B-
trifosfato de célcio para aumento das propriedades osteocondutora (Arslan, et al., 2018; Pantulap et al, 2021). O
conceito de que a combinagdo de materiais osteocondutores aumenta a quantidade e qualidade da formagdo 6ssea
tem sido descrito na literatura (Arbez et al., 2019; Balbinot et al., 2018; Bi et al., 2014; Chen et al., 2019). O
compdsito apresentado tem duas substancias osteocondutoras e que podem ser proporcionadas em diferentes
quantidades para maior formag&o dssea.

Para a comparacéo entre os tempos do mesmo grupo foi realizada pelo teste ANOVA de uma via. No
grupo autogeno, ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de 15, 30 e 60 dias pos-operatorios (p=0,4340)
(Grafico 2).

Grafico 2. Porcentagem de neoformacéo 6ssea no grupo autdgeno.
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Fonte: autores

O grafico 2 mostra a representacao grafica da porcentagem de neoformacéo dssea do grupo autégeno nos
diferentes tempos experimentais. Os tempos de 30 e 60 dias tiveram média muito semelhante, indicando que a
substituicdo do enxerto por 0sso ocorreu simultaneamente, sem aumento da neoformacéo 6ssea aos 60 dias.

Ge, 2018, comparou enxerto autdgeno com MOBD e concluiu que ambos tiveram formagdo dssea
semelhante, porém, quando usado em conjunto, o resultado era melhor em quantidade e qualidade do que quando
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usados separadamente. Este estudo nao testou os dois simultaneamente, porém, os resultados separados mostraram
gue, tanto o enxerto autdgeno, considerado o padrdo-ouro com propriedades osteocondutora e osteindutoras,
guanto o MOBD, com propriedades osteocondutoras, formaram osso de qualidade e quantidade em 60 dias pos-
operatérios.

No grupo MOBD, houve diferenca estatistica entre os tempos de 15 e 30 (p =0,0460) e entre 15 e 60
(p=0,0088). Porém, ndo houve diferenca entre 30 e 60 dias pos-operatérios (p=0,8029) (Grafico 3). Isso pode ser
explicado pelo padrdo de formacdo dssea ao redor dos granulos e proximo as margens do defeito, o que faz com
gue os granulos atuem como um arcabouco para o reparo dsseo e favorece a formacéo de tecido entre 0s mesmos
no inicio do reparo 6sseo (Chen et al., 2019; Pérez-Sayans et al., 2018).

Gréfico 3. Porcentagem de neoformagéo dssea no grupo MOBD.
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Fonte: autores

Gréfico 3. Representacdo grafica da porcentagem de neoformacéo déssea do grupo MOBD nos diferentes
tempos experimentais. A neoformacdo dssea aumentou ao longo dos tempos experimentais, indicando um efeito
osteocondutor continuo e crescente nos tempos estudados.

No grupo PBAT/BAGND, ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de 15, 30 e 60 dias pos-
operatérios (p=0,0930) (Gréfico 4).

Graéfico 4. Porcentagem de neoformacéo 6ssea no grupo PBAT/BAGND.
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O gréfico 4 mostra a representacdo grafica da porcentagem de neoformagdo Ossea do grupo
PBAT/BAGND nos diferentes tempos experimentais. Observa-se que a média de 15 e 30 dias é proxima, porém
distante da média de 60 dias. Este resultado sugere que o melhor efeito do compdsito foi préximo a 60 dias, ou
seja, na cicatrizacdo tardia.

A pequena porcentagem de formacao éssea pode ser explicada pela quantidade e padréo dos poros (Arslan
et al., 2019; Balbinot et al., 2019). No estudo de Arslan et al, 2018 houve maior formagdo dssea com arcabougos
de PBAT e porosidade de 91%. Nesta configuragdo, os arcaboucos promoveram a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular. Porém, a mineralizacdo foi pouco densa. Por outro lado, Arbez et al, 2019, descrevem que
poros menores e em menor quantidade permitem uma arquitetura mais compacta do arcabougo.
Consequentemente, permitem maior superficie livre de biomaterial disponivel para interacdo de células e tecidos.
Neste cenario, a configuragdo tridimensional do composito proposto, com média de 70% de porosidade favorece
a osteointegracdo e bioatividade (Bi et al., 2014; Chlanda et al., 2019; Ge et al., 2018; Li et al., 2019). Pelo padrao
de formacdo dssea que circundou o compdsito, pode-se sugerir que a estrutura tridimensional com menor
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porosidade favoreceu a interacdo entre células e tecidos. Porém, devido a pequena porcentagem de biovidro e
niébio, a quantidade de noformacdo dssea foi reduzida (Chen et al., 2019; Sheikh et al., 2015).

Na andlise trans-operatéria do compdsito, ele apresentou-se como um material promissor, de facil
esterilizacdo e manipulacdo. Em primeiro lugar, ele se adaptou bem ao defeito cirrgico, por ter sido impresso no
tamanho da perfuracdo e por se tornar parcialmente maleavel com a exposicdo ao sangue. A desvantagem foi o
tempo de trabalho reduzido, pois quanto mais tempo exposto ao sangue, mais maledvel ficava e perdia sua
conformacéo tridimensional. Quando analisados em nanoescala, estes polimeros ndo mantém um padrao ordenado
da sua arquitetura (Chlanda, 2019) e isso pode explicar a perda da conformacéo original quando em contato com
umidade. Também, nas fotomicrografias, 0 novo osso circundou as partes do composito, porém, ndo na superficie
do defeito cirGrgico porque o compdsito ndo apresentou resisténcia mecanica para preencher todo o defeito e foi
deslocado para o fundo da cavidade. O aumento da porcentagem de biovidro e nidbio aumentara as propriedades
mecanicas, diminuira esta flexibilidade e favorecera o fechamento da cortical do defeito (Ulbrich et al., 2021).

No grupo controle, ndo houve diferenga estatistica entre os tempos de 15, 30 e 60 dias pds operatorios
(p=0,7608) (Grafico 5).

Gréfico 5. Porcentagem de neoformacéo éssea no grupo controle.

% AREA DE NEOFORMAGAO POR ROI
[

15DIAS 30DIAS 60 DIAS

DIAS
Fonte: autores

O gréfico 5 mostra a representagéo grafica da porcentagem de neoformacdo 6ssea do grupo controle nos
diferentes tempos experimentais. Média de neoformacdo semelhante, indicando que o tempo ndo mudou o
resultado, por se tratar de um defeito critico.

Os resultados do grupo controle sdo variados na literatura, dependendo da metodologia empregada
(Balbinot et al., 2019; Bi et al., 2014; Walsh, et al., 2017). Pérez-Sayans et al. (2018) obtiveram defeitos com
crescimento 6sseo parcial, semelhante aos resultados deste estudo.

Para a comparacéo do mesmo tempo experimental nos diferentes grupos, foi usado o teste t de Student,
conforme mostra a Tabela 1. A comparagdo do compdsito com cada grupo resultou em diferenca estatistica
significativa, em todos os tempos experimentais. A comparacdo entre MOBD e autdégenos ndo apresentou
diferenga estatistica.

Um ponto importante e a favor da apresentacao deste substituto 6sseo inédito é o padrdo da neoformacéo
Ossea, ao redor do biomaterial, sendo, em um primeiro teste in vivo, caracteristica mais importante do que a
quantidade de tecido 6sseo neoformado. Porém, até 60 dias pds-operatérios, o material ndo foi reabsorvido e teve
sua arquitetura mantida, o que dificultou a neoformagéo 6ssea. A taxa de degradacéo foi avaliada em 10% (Arslan
et al., 2018). O biovidro e ions como horio e nidbio apresentaram degradacgdo simultanea a formagéo de 0sso em
4 semanas (Chen et al., 2019). Portanto, a falta de degradacdo ocorreu devido ao PBAT (Fukushima et al., 2012;
Zhang et al., 2021).

N&o foram observadas infec¢des durante os tempos experimentais, em todos 0s grupos.

4. Concluséao

Dentro da metodologia testada, o compdsito de PBAT/BAGNDb foi envolvido por osso neoformado e
apresentou pequenas areas de neoformacao nos poros do material. Esse padréo de neoformagdo foi observado na
andlise qualitativa nas micrografias. Em relagdo a quantidade, a média de neoformagdo dssea no grupo
PBAT/BAGND foi de de 12,3% da area do defeito 0sseo.

A arquitetura tridimensional, a manipulagéo cirirgica e o padrdo de neoformagdo dssea indicam o
compdsito como um material promissor. Futuras pesquisas poderdo adaptar sua composicao para favorecer a
degradacdo mais rapida e aumentar a neoformacao 6ssea.
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3 CONCLUSAO

Com base na metodologia testada, pode-se concluir que o compoésito proposto a base de
PBAT/BAGNDb associado com biovidro e nidbio estimulou o reparo 6sseo ao redor da sua
estrutura tridimensional, bem como dentro dos seus poros, em pequena quantidade de tecido
neoformado. Porém, o padrdo de formacéo 0ssea torna este compdsito promissor.

A primeira limitacdo do estudo foi a manipulagdo cirdrgica do compoésito que, em
contato com sangue, perdia parte da sua conformacao tridimensional. Pela técnica realizada e
pelo tamanho do defeito foi possivel adapta-lo na cavidade preservando a conformac&o incial.
Porém, para a sequéncia da linha de pesquisa, € importante reavaliar a sua composicao, talvez
com aumento da quantidade de biovidro para aumento da resisténcia mecénica, caracteristica
que falta no polimero PBAT.

A segunda limitacdo do estudo foi a descalcificacdo realizada em acido férmico para o
primeiro preparo histotécnico e, posteriormente, repetida para que fosse possivel fazer o corte
do biovidro. Como padronizag&o técnica, o uso do acido foi o0 mesmo em todos 0s grupos. Ao
realizar a analise imunohistoquimica, ndo ocorreu reacdo do anticorpo. Sugere-se, para
pesquisas futuras, desenvolver um protocolo que permita o corte do biovidro sem o uso de &cido
férmico para que seja possivel a realizacdo da analise do endotélio dos vasos.
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