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RESUMO

JARDIM, P.H.A. Esponja fibrilar de fluoreto de polivinilideno enriquecida com
oxido de grafeno reduzido no reparo do defeito 6sseo experimental em tibia de
ratos. 2022. Doutorado — Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

Estudos recentes com fluoreto de polivinilideno (PVDF) e Oxido de grafeno
reduzido (rGO) demonstram resultados promissores no reparo 0sseo. Objetivou-
se com esse estudo avaliar a utilizagédo de PVDF associado ao rGO no reparo de
defeitos 0sseos monocorticais unilaterias realizados em tibia de ratos. Foram
distribuidos 90 animais divididos em 3 grupos de 30: DEF (Controle), PVDF e
PVDF/rGO, que por sua vez foram subdivididos conforme o tempo de avaliacéo
(10, 20 e 30 dias). O grupo DEF foi submetido apenas ao defeito 6sseo e nao
recebeu tratamento. Os outros grupos foram submetidos ao defeito 6sseo e
tratados da seguinte forma: defeitos preenchidos com com fluoreto de
polivinilideno = PVDF e defeitos preenchidos com fluoreto de polivinilideno
enriquecido com oxido de grafeno reduzido = PVDF/rGO. Para as andlises foram
realizadas avaliacbes séricas de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase alcalina
0ssea (FAO) assim como avaliages histolégicas da regido do defeito conforme o
tempo de avaliagdo. Os grupos PVDF e PVDF/rGO demonstraram niveis maiores
de fosfatase alcalina éssea aos 20 e 30 dias pds-operatorias quando comparadas
dentro de seu grupo e aos 30 dias quando comparadas com o grupo DEF. As
analises histolégicas demonstraram aos 20 dias maior neoformacdo de tecido
0sseo do grupo DEF quando comparado com o grupo PVDF/rGO, presenca maior
de osteoblastos no grupo DEF em comparacédo aos grupos PVDF e PVDF/rGO
assim como presenca maior de infiltrado inflamatério do grupo PVDF/rGO em
realcao aos grupos DEF e PVDF. Foi evidenciada aos 30 dias de avaliacao
grande numero de células gigantes multinucleadas assim como intensa reacao
periosteal no grupo PVDF/rGO. Com auxilio das analises estatisticas significativas
(P<0.05) conclui-se que os biomatetiais PVDF e PVDF/rGO elevaram os niveis de
fosfatase alcalina O0ssea aos 20 e 30 dias de avaliacbes. A utilizacdo dos
biomateriais PVDF e PVDF/rGO néo aceleraram o processo de reparo 6sseo em
comparacao ao grupo DEF. O biomaterial PVDF/rGO promoveu grande formagéo
de células gigantes multinucleadas.

Palavras-chave: Consolidacdo O&ssea, piezoeletricidade, cirurgia veteriaria,

nanomateriais, solution blow spinning.
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ABSTRACT

JARDIM, P.H.A. Fibrillar polyvinylidene fluoride sponge enriched with
reduced graphene oxide in the repair of the experimental bone defect in rat
tibia. 2022. Doctorate - Graduate Program in Veterinary Sciences. Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

Recent studies with polyvinylidene fluoride (PVDF) and reduced graphene oxide
(rGO) demonstrate promising results in bone repair. The aim of this study was to
evaluate the use of PVDF associated with rGO in the repair of unilateral
monocortical bone defects performed in the tibia of rats. Ninety animals were
divided into 3 groups of 30: DEF (Control), PVDF and PVDF/rGO, which in turn
were subdivided according to the evaluation time (10, 20 and 30 days). The DEF
group was submmited only to the bone defect and received no treatment. The
other groups were submmited to the bone defect and treated as follows: defects
filled with polyvinylidene fluoride = PVDF and defects filled with polyvinylidene
fluoride enriched with reduced graphene oxide = PVDF/rGO. For the analyses,
serum alkaline phosphatase (ALP) and bone alkaline phosphatase (FAO)
estimates were performed, as well as histological estimates of the defect region
according to the evaluation time. The PVDF and PVDF/rGO groups showed higher
levels of bone alkaline phosphatase at 20 and 30 days after surgery when
compared within their group and at 30 days when compared with the DEF group.
Histological analyzes demonstrated, at 20 days, a greater neoformation of bone
tissue in the DEF group when compared to the PVDF/rGO group, a greater
presence of osteoblasts in the DEF group compared to the PVDF and PVDF/rGO
groups, as well as a greater presence of inflammatory infiltrate in the PVDF group
/rGO than to the DEF and PVDF groups. At 30 days of evaluation, a large number
of multinucleated giant cells was observed, as well as an intense periosteal
reaction in the PVDF/rGO group. With the help of weighted statistical analyzes
(P<0.05) it is concluded that the PVDF and PVDF/rGO biomaterials increase the
levels of bone alkaline phosphatase at 20 and 30 days of estimates. The use of
PVDF and PVDF/rGO biomaterials did not accelerate the bone repair process
compared to the DEF group. The PVDF/rGO biomaterial promoted great formation
of multinucleated giant cells.

Keywords: Bone consolidation, piezoelectricity, veterinary  surgery,
nanomaterials, solution blow spinning.
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1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento da nanociéncia, nanomedicina e ciéncia dos materiais
favoreceu a fabricacdo de novos projetos e materiais de engenharia tecidual,
especialmente para o tratamento de defeitos 6sseos (CHIARA et al.,, 2012;
CINQUE et al., 2015; GRUNWALD et al., 2018).

Essas lesdes tém tido um aumento significativo devido a condigbes
cronicas de saude e fraturas associadas a idade da populacdo. O problema se
torna muito maior se considerarmos 0s ocasionados por acidentes e doencas
(TANG, 2016).

O tratamento de fraturas Osseas, especialmente as com perdas de
fragmentos, atraso da unido ou até mesmo a nao unido, tem como padréo ouro a
utilizacdo de autoenxertos 6sseos (MOSHIRI et al., 2014; BUCK & MURTHA,
2017). No entanto, enxertos 0sseos naturais (aloenxertos, autoenxertos e
xenoenxertos), ainda que sejam a abordagem clinica mais comum, apresentam
varios problemas relacionados a morbidade local, transmissdo de doencas, falta
de acessibilidade e altos custos (MOSHIRI et al., 2014; VYAS et al., 2017). Para
superar essas limitagBes, os enxertos sintéticos (scaffolds), representam uma
alternativa promissora para a engenharia de tecidos (VYAS, et al., 2017).

Dentre as possibilidades de terapias utilizadas como auxilio e/ou
tratamento, 0s materiais bioativos podem ser agrupados segundo suas
propriedades que intensificam a cicatrizagdo quanto a osteogénese, formacao de
novo 0sso, osteoinducgédo, recrutamento e diferenciacao de células formadoras de
0sso, osteoconducdo, suporte mecanico, ou um arcabouco para células
formadoras de o0sso. Essas opc¢les terapéuticas podem ser usadas isoladamente
ou em combinacdes sinérgicas para melhorar a cura da fratura e fornecer o fator
deficiente (EGGER et al., 2014).

Entre os materiais que vem atraindo a atencao dos pesquisadores estdo os
com efeitos piezoelétricos. Em 1880 Jacques e Pierre Curie descobriram que um
potencial elétrico poderia ser gerado aplicando-se pressao a cristais de quartzo, a
sais de Rochelle e até a cristais de cana de acucar nomeando este fenbmeno de
“0 efeito piezo” (KARTZIR, 2003).
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A piezoeletricidade 6ssea ocorre devido ao colageno, pois mesmo 0 0SSO
desmineralizado em solucdo acida apresenta efeito piezoelétrico, podendo gerar
sinais elétricos depois de ter sofrido tensdo mecanica e contribuindo para
reparacdo oOssea (BASSET & BECKER, 1962). Fukada e Yasuda (1957)
descreveram esse efeito ao demonstrar que o 0sso desenvolve campos elétricos
em sua superficie quando submetido a tensdo mecénica. Dentre os polimeros
piezoelétricos mais estudados quanto a capacidade osteogénica esta o fluoreto
de polivinilideno (PVDF) (RAJABI et al., 2015).

Integrando o grupo de materiais utilizados, os nanomateriais a base de
grafeno também chamam a atencdo em aplicacbes biomédicas devido as suas
propriedades fisico-quimicas unicas, funcionalizacdo, boa biocompatibilidade e
alta area de superficie, sendo investigado em diversas funcdes como
biossensores, entrega de medicamentos, bioimagens, diagndstico terapias, entre
outros (LIN et al., 2016).

Um desses materiais € o 6xido de grafeno reduzido (rGO), obtido por meio
da remocdo parcial de alguns grupos funcionais de oxigénio da estrutura do 6xido
de grafeno (XU et al.,, 2015). O oOxido de grafeno € um material com
caracteristicas benéficas na biologia 6ssea, como a promoc¢do da mineralizacéo
de hidroxiapatita com qualidade osteocondutora (LIU et al., 2014), o aumento da
formacdo de nédulos mineralizados (ZANCANELA et al., 2016), o favorecimento
da formacdo de apatita semelhante ao tecido 6sseo, a adesdo celular e
diferenciacdo osteogénica (PENG et al., 2017) e a obtencado de valores elevados
de diferenciacéo celular éssea de células tronco mesenquimais de ratos (REN et
al., 2017). Em geral, o rGO tem melhor biosseguranca e estabilidade do que GO
in vivo, e sua composi¢cao esta relacionada a uma menor citotoxidade (YAN et al.,
2017).

Assim, para que se possa compreender e recapitular a cascata de
cicatrizagéo, defeitos 6sseos devem ser realizados in vivo por meio de modelos
animais apropriados contribuindo com a padronizacéo ou eliminagdo das variaveis
que resultardo em sucesso ou fracasso de materiais de engenharia de tecidos
(KHAN e LANE, 2004). Existem muitos modelos animais experimentais que sdo
usados para avaliar substitutos de enxertos 6sseos. Os quatro principais sao:
defeito calvarial, osso longo ou segmentar, defeito cortical parcial e defeito 6sseo
esponjoso (BIGHAM-SADEGH e ORYAN, 2015).
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Em 2006, Prado et al. realizaram defeitos 0sseos circulares em tibias de
ratos com a finalidade de padronizagdo de um modelo experimental, sugerindo
um tamanho do defeito 6sseo de 3mm de diametro com avaliacdes realizadas em
menores periodos do que as estabelicidas no estudo (15, 30, 45 dias).

A engenharia de tecidos 6sseos oferece uma ampla variedade de opgdes
para promover a cicatrizacao e regeneracdo 0ssea, no entanto os esforcos para
encontrar uma abordagem mais adequada e ideal continuam. Estudos tém
demonstrado resultados promissores de regeneracao do tecido 6sseo, ensejando
a perspectiva de que terapias celulares associadas a biomateriais em defeitos

0sseos poderdo se beneficiar com o progresso dos ensaios in vivo e in vitro.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a utilizagdo da esponja fibrilar de PVDF enriquecida com 6xido de
grafeno reduzido no reparo de defeito 6sseo em tibia de ratos.

2.2. Objetivos especificos

o Realizar analise descritiva do processo de reparo 6sseo monocortical de
3mm de didmetro em tibia proximal medial de ratos aos 10, 20 e 30 apds a
inducgéo do defeito.

o Avaliar os niveis séricos de fosfatase alcalina serica (FAL), fosfatase
alcalina termoestavel (FAte) e fosfatase alcalina 6éssea (FAO) nos periodos pré e
pés-operatorios (10, 20 e 30 dias) apos a inducdo dos defeitos 6sseos sem
preenchimento, preenchidos com esponija fibrilar de PVDF e os preenchidos com
esponja fibrilar de PVDF enriquecida com Oxido de grafeno reduzido e compara-
los.

o Avaliar a neoformacédo de tecido 0sseo, deposicdo de fibras colagenas,
preenchimento das lacunas osteociticas, presenca de osteoblastos, formacédo de
tecido mieloide e presenca de infiltrado inflamatdrio nos periodos 10, 20 e 30 dias

apos a inducdo dos defeitos 0sseos sem preenchimento, preenchidos com
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esponja fibrilar de PVDF e os preenchidos com esponja fibrilar de PVDF

enriquecida com oxido de grafeno reduzido e comparé-los.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Tecido e reparo 6sseo

O tecido 6sseo é o principal componente do esqueleto. Protege 6rgaos
vitais localizados na cavidade toracica, caixa craniana e canal raquidiano. Este
tecido também proporciona apoio aos musculos esqueléticos, fazendo com que
suas contracdes resultem em movimentos Uteis, além de armazenar substancias
como calcio, fosfato, e outros ions, liberando-os de forma controlada para
manutencdo das concentracbes nos liquidos corporais (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2019).

Este tecido tem origem embrionaria a partir de células indiferenciadas do
mesénquima. Essaspodem originar os multiplos tecidos mesenquimais, como o
conjuntivo, cartilaginoso, adiposo, muscular, mucoso e o0 hematopoiético
(INTROINI, 2011). Sua osteogénese pode acontecer por ossificacao
intramembranosa (internamente no tecido conjuntivo) ou por ossificacdo
endocondral (no interior de um molde cartilaginoso). As duas formas de
desenvolvimento possuem o mesmo mecanismo de deposicdo e mineralizacao
0ssea, dando origem a um tecido ésseo no qual ndo se distingue a maneira como
se formou inicialmente. Os tipos de osteogénese se referem apenas ao
microambiente inicial no qual o osso se forma. O osso formado originalmente é
chamado de osso primario, que € substituido gradual e continuamente por 0sso
secundario (SAMUELSON, 2007; OVALLE e NAHIRNEY, 2014).

O o0sso é considerado um tipo especializado de tecido conjuntivo,
constituido por células e material extracelular calcificado denominado matriz
0ssea, revestidas externa e internamente por camadas conjuntivas contendo
células osteogénicas, chamadas de periésteo e enddsteo. A matriz 0ssea é
composta de uma parte organica e de uma parte inorganica. Aproximadamente
95% da matriz organica € constituida por fibras colagenas, principalmente
colageno tipo |, sendo os proteoglicanos e as glicoproteinas 0s componentes

restantes. Devido a riqueza de fibras de colageno, essa matriz cora-se pelos
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corantes seletivos do colageno e por HE, determinada pela cor vermelho-rosa por
eosina. A parte inorganica compde cerca de 50% do peso da matriz éssea. Os
ions mais encontrados sdo o fosfato e o calcio. Porém, existem pequenas
guantidades de bicarbonato, magnésio, potassio, soédio e citrato. A associacdo de
hidroxiapatita e fibras de colageno proporciona a caracteristica singular de dureza
do tecido 6sseo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2019).

Macroscopicamente verifica-se que o osso € formado por uma parte
compacta, 0 0SS0 compacto, sem cavidades visiveis e em seu interior por uma
estrutura esponjosa, 0 0SSO esponjoso, com muitas cavidades intercomunicantes.
As extremidades dos 0ssos longos, também chamadas de epifises, sdo formadas
de osso esponjoso revestidas por uma delgada camada superficial de 0sso
compacto. A diafise, regido cilindrica, é formada quase que em sua totalidade por
0SSO compacto, com uma pequena quantidade de 0SSO esponjoso em sua
superficie interna que delimita o canal medular (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2019).

O osso compacto constitui 80% do esqueleto e forma a camada externa
dos ossos. Nele, as fibras de colageno estdo distribuidas na forma de lamelas,
que ficam paralelas umas as outras ou se dispdem em camadas concéntricas em
torno de canais com vasos, formando os sistemas de Havers. Cada sistema é
constituido por um longo cilindro, paralelo ao eixo longitudinal do osso (diafise).
No centro desse cilindro existe o canal de Havers que contém vasos, nervos e
tecido conjuntivo frouxo. Esses canais comunicam-se entre si com a cavidade
medular e com a superficie externa do 0sso por meio de canais transversais
denominados de canais de Volkmann (SILVA, 2009).

As células que compde o tecido 6sseo sao: células osteoprogenitoras,
ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. As células osteoprogenitoras sao
derivadas do mesénquima e possuem potencialidade para se diferenciarem em
osteoblastos. No osso maduro localizam-se no endosteo e revestem os canais de
Havers, sendo mais ativas durante o processo de crescimento 6sseo (GITIRANA,
2004). Os osteocitos séo células que se encontram na matriz 6ssea e ocupam
lacunas das quais partem canaliculos. Cada lacuna é constituida por apenas um
ostedcito, que se comunica com outro através de seus prolongamentos, por meio
de juncbes comunicantes por onde passam pequenas moléculas e ions de um

para o outro. Outra célula que compde o tecido 6sseo € 0 osteoblasto, que sao
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encontrados sempre nas superficies 6sseas, dispostos lado a lado, lembrando um
epitélio simples e responsavel por sintetizar a parte organica (colageno tipo |,
proteoglicanos e glicoproteinas) da matriz éssea, concentrar fosfato de calcio,
participando da mineralizacdo da matriz e na sintese de osteonectina e a
osteocalcina, responsaveis por facilitar a deposicdo de calcio e estimular a
atividade dos osteoblastos. A célula responséavel pela reabsorcéo e remodelacao
O0ssea €& o0 osteoclasto, células gigantes multinucleadas e extensamente
ramificadas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A reparacgdo é um processo complexo. Porém, bem ordenado € iniciado em
resposta a injurias, resultando em reestabelecimento da estrutura e fungcédo do
esqueleto (DIMITRIOU et al., 2005; AL-AQL et al., 2008).

A forma mais comum da cicatrizacdo das fraturas é a consolidacao indireta
ou secundéria, caracterizada por uma cicatrizacdo Ossea endocondral e
intramembranosa (GERSTENFELD et al., 2006). Neste processo, assim como ha
regeneracdo de outros tecidos, sdo identificadas fases distintas e que se
sobrepdem, sendo estas: fase inflamatodria, fase reparadora e fase remodeladora
(GRIFFON, 2005; CROSS, 2012).

Quando ocorre uma fratura, os vasos sanguineos se rompem levando a
uma hemorragia local, formando posteriormente um hematoma dando inicio a
fase inflamatéria com seu influxo de células e liberacdo de fatores teciduais. Uma
vez que essa fase aguda diminui, a fase reparadora é iniciada. Células
mesenquimais pluripotentes decorrentes do endosteo, peridsteo e tecidos moles
circundantes sdo induzidas e diferenciadas em fibroblastos, condroblastos e
osteoblastos. Essas células produzem tecido fibroso, cartilagem e tecido 6sseo,
respectivamente. A medida que o processo reparador caminha até o ponto final
da unido 6ssea clinica, ele se sobrepbe a fase de remodelacdo. Durante essa
fase, 0 osso desnecessario € reabsorvido e 0 0sso se aproxima de sua forma
original de acordo com a lei de Wolff (CROSS, 2012).

Outra caracteristica importante € a piezoeletricidade 6ssea. Fukada e
Yasuda (1957) descreveram esse efeito ao demonstrar que o0 0sso desenvolve
campos elétricos em sua superficie quando submetido a tensdo mecéanica. Essa
caracteristica ocorre devido ao colageno, pois mesmo o0 0sso desmineralizado em
solucdo acida ainda apresenta efeito piezoelétrico podendo gerar sinais elétricos
depois de ter sofrido tensdo mecanica (BASSET & BACKER, 1962). A
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compressdo O6ssea causa uma carga negativa que estimula a atividade
osteoblastica, enquanto a tensdo causa uma carga positiva, estimulando a
atividade osteoclastica. Este fendmeno também ilustra o beneficio da sustentacao
de peso durante a consolidacdo da fratura. O processo de remodelacdo pode
continuar por anos, eventualmente resultando em osso sem evidéncia histologica
ou radiogréfica de cicatriz, uma caracteristica compartilhada por poucos tecidos
(CROSS, 2012).

Deve-se atentar que alguns fatores como a diminuicdo de suprimento
vascular, deficiéncia no vigor da resposta osteocondral e deficiéncias da
estabilidade ou continuidade fisica, podem contribuir para o atraso ou
impedimento da cicatrizacdo 6ssea. O uso de fatores bioativos, células e/ou
matrizes de suporte pode melhorar o reparo da fratura fornecendo ou estimulando
o fator deficiente (EGGER et al., 2014).

3.2. Fluoreto de Polivinilideno (PVDF)

Mais conhecido por sua sigla PVDF, o fluoreto de polivinilideno € um
polimero sintético que possui alta piroeletricidade e piezoeletricidade
(DUCHEYNE e HASTINGS, 1984; RIBEIRO et al., 2012).

A piezoeletricidade é um fenbmeno que ocorre quando materiais sélidos
geram carga elétrica em resposta ao estresse mecanico (STEVEN e HENRY,
2007). Desta forma, materiais piezoelétricos podem gerar cargas elétricas em
resposta a uma tensao aplicada ou a uma deformagdo mecéanica minuciosa,
eliminando assim a necessidade de fontes de energia externas para estimulacéo
elétrica (CARDOSO et al., 2018). Essa caracteristica foi descoberta em 1880,
guando Jacques e Pierre Curie observaram que um potencial elétrico poderia ser
gerado aplicando-se pressao a cristais de quartzo, a sais de Rochelle, e até a
cristais de cana de acgucar nomeando este fendmeno de efeito piezo (KARTZIR,
2003). Tal fenébmeno foi evidenciado no PVDF quando Kawai em 1969 induziu
este efeito aplicando um campo elétrico no mesmo (KAWAI, 1969).

O PVDF exibe cinco polimorfos cristalinos, incluindo as fases a e € nao
polares e as fases polares B, y e §, dependendo das condi¢cbes de cristalizagao e

processamento (MONDAL et al., 2018). Dentre esses polimorfos, a fase 3 € a
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mais procurada devido as suas propriedades piezoelétricas e piroelétricas
superiores as outras (DAMARAJU et al, 2013; ZADOROSNY et al., 2013).

Em meio as técnicas de obtengdo de materiais na fase B para aplicagdes
como elemento eletroativo, estéo: o estiramento mecéanico uni ou biaxial de filmes
originalmente na fase a (BRANCIFORTI, 2007; BERA et al., 2016), a cristalizagcado
do PVDF a partir da solugéo, desde que a evaporacdo do solvente seja lenta
(GREGORIO, 2008; BERA et al., 2016), a eletrofiacdo (electrospinning),
considerada a mais popular e que utiliza forcas elétricas para produzir fibras
poliméricas de diversos diametros, e mais recentemente, estudos tem
demonstrado sucesso utilizando uma técnica denominada Solution Blow Spinning
(SBS) (ROTTA et al., 2016; LARIOS et al., 2018). Nessa, a forca motriz é gerada
pela presenca de um gas pressurizado, onde as principais vantagens sao o baixo
custo de producdo, alta taxa de produtividade (CENA et al., 2018) e a nao
utilizagdo de alta tensdo, produzindo fibras de didmetros semelhantes aos
produzidos por eletrofiacdo (DIAS et al., 2018).

As aplicacfes desse polimero sdo diversas e dependem da caracteristica
distinta que cada fase fornece (BRANCIFORTI, 2007). Algumas delas como seu
comportamento eletroativo, boa biocompatibilidade, excelente resisténcia quimica
e estabilidade térmica, viabilizaram sua utilizacdo em aplicacdes biomédicas,
eletrbnicas, ambientais e de captacdo de energia (RIBEIRO et al., 2015;
CARDOSO et al., 2018; MONDAL et al., 2018). Outra caracteristica ndo menos
importante é sua alta hidrofobicidade, fator que pode dificultar determinadas
aplicacoes, pois influencia diretamente na absorcdo do material. Desse modo,
busca-se desenvolver a modificacdo deste material com a finalidade de fornecer
caracteristica hidrofilica e agregar novas propriedades (JANG et al., 2015;
LARIOS et al., 2018).

Sua utilizacdo em tecido Osseo € interessante pois, como € de
conhecimento, 0 0sso desenvolve campos elétricos em sua superficie quando
submetido a tensdo mecanica. Tal caracteristica foi descoberta por Fukada e
Yasuda em 1957, incentivando mais estudos realizados na area.

As pesquisas demonstram resultados animadores ndo s6 quanto a boa
compatibilidade do PVDF e suas associa¢gOes (DEFTERALI et al., 2016; BARSKI
et al., 2017; LI et al., 2018) como também na inducéo de diferenciacéo de células-
tronco osteogénicas (RIBEIRO et al., 2015; DAMARAJU et al.,, 2017), acao
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antimicrobiana, aumento da densidade de osteoblastos (LI et al., 2018) e aumento
da adeséo de osteoblastos junto a producéo de coldgeno no local (SZEWCZYK et
al., 2019), elucidando o grande potencial deste material por suas propriedades

osteoindutoras e aplicacdes na engenharia de tecidos 0sseos.

3.3. Oxido de grafeno reduzido

A grafita ou grafite, como é popularmente conhecido, é um al6tropo do
carbono encontrado naturalmente em grande quantidade e apresenta uma
estrutura do tipo lamelar, formada por planos de &tomos de carbono organizados
de forma hexagonal (camadas de grafeno) em hibridizacdo do tipo sp2
(MACEDO, 2011).

O grafeno e seus compostos sdo estruturas com alta area de superficie,
leve, elasticidade mecéanica excepcional, grande mobilidade como transportador,
biocompatibilidade, capacidade de funcionalizacéo e baixa resistividade térmica e
elétrica (MISRA et al., 2012) encontrado em um simples lapis (CARDOSO, 2017).
Inicialmente suas caracteristicas superiores aos materiais tradicionais
encontrados nas principais aplicacdes da engenharia mecénica, térmica e elétrica
(DREYER et al., 2010), levantaram a perspectiva de sua producdo de maneira
rentavel e em larga escala (CARDOSO, 2017).

Devido a dificuldade em produzi-lo com propriedades adequadas e em
bastante quantidade utiliza-se o 6xido de grafeno (GO) e o Oxido do grafeno
reduzido (rGO), como materiais alternativos ao grafeno (YU et al., 2013).

Houve um grande e rapido aumento nas aplicacbes de 6xido de grafeno
(GO) e oxido de grafeno reduzido (rGO) no campo biomédico, incluindo
administracdo de drogas, biosenssores e ferramentas de diagndstico. Dentre
todas as aplicacoes, os scaffolds baseados em GO e rGO sdo um sistema muito
promissor que tem chamado a atencdo por sua grande projecdo clinica em
terapias de regeneracgéo de tecidos (RASLAN et al., 2020).

O rGO é obtido removendo alguns grupos funcionais parciais de oxigénio
do o6xido de grafeno (XU et al., 2015). O GO, descoberto a quase 150 anos
(BRODIE, 1960), é constituido por uma pequena monocamada de atomos de
carbono com formato de favo de mel bidimensional (MEHRALI et al., 2014),
proveniente da esfoliacdo do grafite oxidado (PARK e RUOFF, 2009; DREYER et
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al., 2010). Alguns outros nomes podem ser dados ao rGO como: Grafeno
funcionalizado, grafeno quimicamente modificado, grafeno quimicamente
convertido e grafeno reduzido (EDA & CHHOWALLA, 2010).

As técnicas mais atrativas utilizadas para obtencdo de rGO sao as que
envolvem processos quimicos e térmicos, devido a simplicidade e baixo custo
(GANGULY et al., 2011). Porém, na reducdo quimica os agentes redutores sao
toxicos (ZHAO et al., 2012), produzem um material com baixa proporcéo
Carbono/Oxigénio e folhas de rGO de baixa qualidade (ZHANG et al., 2018). Com
0 intuito de melhorar sua qualidade, outros métodos de produgcdo de rGO séo
empregados. O método de reducéo térmica do GO o reduz termicamente sob
vacuo em uma atmosfera inerte ou redutora (BARADARAN et al., 2014), em uma
faixa de temperatura entre 300 ° C e 2000 ° C (PElI & CHENG, 2012; WANG et al.,
2008). Ainda, pode-se utilizar o aquecimento do GO em forno micro-ondas ou a
reducao fito-térmica onde se obtém o rGO com auxilio do feixe de laser direto (LI
et al., 2010).

Com o0 avanco das pesquisas, estudos relacionados a biocompatibilidade e
resposta celular frente a esses materiais também cresceram. Embora utilizado em
diversas areas, Panzarini et al. (2016) relatam que os resultados sobre a
toxicidade ainda s&o conflitantes. Sabe-se que a toxicidade do GO esta
relacionada a varios fatores incluindo dose (MISRA, et al., 2012; MITTAL, et al.,
2016; CIRIZA et al., 2018), tipo celular envolvido (LV et al., 2012; RASLAN et al.,
2020) assim como seu tamanho estrutural lateral (MITTAL et al.,, 2016). Estes
conflitos também sdo encontrados nos estudos relacionados ao rGO, atribuindo
até mesmo as técnicas empregadas para sua obtencdo como fatores importantes
do nivel de citotoxidade (ZHANG et al., 2018).

Paralalelamente, outros estudos elucidaram resultados promissores quanto
ao comportamento desses materiais no tecido 6sseo. Supronowicz et al. (2002)
perceberam que poderiam auxiliar na estimulacdo elétrica de osteoblastos
durante a formacdo do tecido por meio de sua superior condutividade elétrica.
Zancanela et al. (2016), notaram a possibilidade de aumentar a formacao de
nodulos mineralizados e estimular a biomineralizagcdo acelerando a regeneracao
O0ssea. Peng et al. (2017) promoveram a formacdo de apatita semelhante ao
tecido 6sseo melhorando a adeséo celular e diferenciacédo osteogénica e Norahan

et al. (2019) ativivaram a diferenciacédo de células-tronco mesenquimais derivadas
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da medula 6ssea humana em osteoblastos apés 14 dias, mesmo sem a adicdo de

um meio de diferenciacéo osteogénico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Locais de desenvolvimento

Os procedimentos cirargicos foram realizados no Centro Cirdrgico
Experimental do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

A sintese do oOxido de grafeno reduzido e do PVDF, assim como sua
associacdo, foram realizadas no Laboratério de Nanomateriais e Nanotecnologia
Aplicada (LNNA), localizado no Instituto de Fisica (INFI) da UFMS.

As andlises de fosfatase alcalina sérica foram realizadas no Laboratorio de
Patologia Clinica, localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FAMEZ) da UFMS.

As andlises histomorfolégicas foram realizadas no Laboratério de Histologia

do Instituto de Biociéncias, localizado na UFMS.

4.2. Sintese do Fluoreto de polivinilideno

A sintese foi realizada pela técnica denominada Solution Blow Spinningg
(SBS) desenvolvida por Medeiros et al. (2009). O filme fibroso de PVDF foi obtido
a partir de solucbes contendo: PVDF, N, N-dimetilformamida (DMF) e acetona em
quantidades de 2,4 gramas, 16mL e 4mL respectivamente. Primeiramente foi
adicionado 16mL de DMF em um Becker, adicionando gradativamente pequenas
quantidades de PVDF sob agitacdo constante em temperatura ambiente 25°C
com auxilio de um agitador magnético. Apés a completa dissolucdo dos 2,4
gramas de PVDF, foi acrescentado 4mL de acetona na solugcdo inicial. Essa
solucéo foi aspirada em uma seringa de 10mL que por sua vez foi encaixada em
uma bomba de infusdo de seringa, ajustando a taxa de infusdo em 0,11mL/min,
de acordo com as opgOes oferecidas na programacao do aparelho. Em seguida,
uma agulha 22G foi acoplada a seringa instalada na bomba e encaixada no
aerografo utilizando uma pressao de gas de 120 kPa. As fibras produzidas foram
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coletadas em papel aluminio inserido em um coletor cilindrico girante, a uma

distancia de 15 cm da agulha ejetora.

4.3. Sintese do 6xido de grafeno reduzido e Associacdo com o PVDF

A sintese foi realizada por esfoliacdo quimica do grafite pelo método
modificado de Hummer's descrito por Hirata et al. (2004), onde o grafite é
misturado ao nitrato de s6dio em um recipiente resfriado a zero grau Celsius. Na
sequéncia, adicionou-se acido sulfarico sob agitacdo homogénea e em seguida,
adicionou-se gradualmente permanganato de potassio nessa solucdo, de modo
gue a temperatura ndo ultrapasse 20 °C. ApoOs duas horas de reacédo a solucao foi
removida do banho de zero grau Celsius, mas permanecendo sob agitacéo por 5
dias. Como resultado, uma pasta viscosa de cor marrom avermelhada foi obtida.
Entdo, misturou-se essa pasta a uma solu¢cdo aquosa com 5% em massa de
H2SO4, deixando-se reagir por duas horas. Na sequéncia, foram adicionados
cerca de 30% em massa de peroxido de hidrogénio (H202), reagindo por mais
duas horas.

A purificacdo ocorreu com a disperséo e precipitacdo de toda a mistura em
solugéo aquosa, com 3 e 0,5% de H2SO4 e H202, respectivamente. Apos dois dias
de precipitacdo, 0 sobrenadante da solugcdo foi removido e descartado. Esse
processo foi repetido dez vezes. Para finalizar, um pequeno volume da pasta
precipitada foi disperso em agua deionizada por sonicacdo, obtendo-se assim o
oxido de grafeno. Para garantir a homogeneidade de solucdo que contém o 6xido
de grafeno, o material particulado precipitado foi removido. Assim, restaram na
solucdo apenas flocos de monocamadas de 6xido de grafeno, ou até mesmo
flocos com poucas camadas (< 5), ficando estaveis em agua por longos periodos.
Em seguida foi realizada a fragmentacdo do Oxido de grafeno com auxilio de
ultrassom de alta poténcia durante 72 horas, seguida de filtragem em membrana
de acetato de celulose com 220nm resultando na obtencéo de flocos com menos
de 220nm de 6xido de grafeno.

Apbs sua producéo, este foi transferido para uma placa de Petri e colocado
em uma estufa a 40°C durante 24 horas para secagem. Apds a secagem, O
material seco foi retirado da placa de Petri com auxilio de uma espatula, fazendo

movimentos de friccdo da espéatula no material. Esse produto foi levado ao forno
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tubular para entdo passar pelo tratamento térmico em uma atmosfera inerte com
fluxo de argonio, a uma temperatura de 200°C durante 20 minutos, obtendo como
resultado o 6xido de grafeno reduzido.

Apoés a obtencao dos materiais, o 6xido de grafeno reduzido foi introduzido
na solucdo de PVDF. Para a dispersao do p6 de éxido de grafeno reduzido foi
utiizado uma ponteira ultrassbnica da marca Eco-Sonics com frequéncia
ultrassoénica de 20 kHz com microponta de titanio de 4mm de diametro operando
a uma potencia de 50W. Primeiramente foi preparada uma solucdo de 5ml de
DMF para dispersao do rGO na propor¢cao de 1mg em relacdo a massa de PVDF.
A disperséo resultante foi sonicada durante 20 minutos em intervalos intercalados
de 5 minutos. Enquanto isso o PVDF foi dissolvido, sob agitacdo e aquecimento a
70°, em DMF (40%). ApOs o processo, verteu-se a solucdo contendo a dispersao
no bequer contendo o polimero dissolvido. Desta forma a solu¢do concentrada do
polimero dissolvido passou a ter concentracdo de 20%. Apds a homogeneizacao
da mistura em agitacdo magnética a solucdo foi levada para o processo de

obtencdo dos nanocompositos.

4.4 Animais e Grupos experimentais

O experimento foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da
proposta registrada com o numero 1022/2019 em 29 de marco de 2019. Foram
utilizados noventa ratos da linhagem Wistar albino (Rattus norvegicus), machos
adultos com idade aproximada de trés meses, e peso de 260 a 350 gramas,
fornecidos pelo biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Esses
foram mantidos com dieta a vontade e alojados em caixas apropriadas para a
espécie com forragem de maravalha substituida regularmente. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de 30 animais: DEF (Controle), PVDF e
PVDF/rGO, que por sua vez foram subdivididos conforme o tempo de avaliagéo
(10, 20 e 30 dias) em 3 grupos de 10 animais (Figura 1).
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DEF PVDF PVDF/rGO
N =30 N =30 N =30
| | 1 | | | | | 1
DEF DEF DEF PVDF PVDF PVDF PVDF/rGO || PVDF/rGO || PVDF/rGO
10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS 10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS 10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS
N=10 N =10 N =10 N =10 N=10 N=10 N =10 N=10 N=10

Figura 1. Distribuicdo dos animais em seus grupos.

4.5. Periodo pré-operatorio

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo visando o ajuste dos
horéarios de alimentacéo, limpeza e obtencdo do pesol/idade pré-determinados. O
periodo de duracdo dessa etapa foi de 20 dias. Antecedendo o procedimento
cirargico, os animais foram distribuidos aleatoriamente. Esta selecéo foi realizada
identificando os animais inicialmente com numeros de “1” a “90” para
posteirormente sortear os nameros que ficariam em cada grupo. Em seguida os
animais foram identificados quanto ao seu grupo correspondente com auxilio de
uma ficha de identificacéo fixada em sua caixa, contendo a sigla do grupo, o dia

da cirurgia e o dia da eutanasia.

4.6. Anestesia

Os animais foram induzidos em uma camara de indugdo do aparelho
inalatorio de experimentacdo com isoflurano vaporizado a 4%. Apoés a inducao foi
administrado cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) na dose de 75mg/kg por via
intraperitoneal em associagdo com cloridato de xilazina 2% (Xilazin®) na dose de
7mg/kg, calculada individualmente conforme o peso de cada animal. A
manutencdo da anestesia foi realizada com isoflurano vaporizado em 2% com

auxilio de uma mascara propria para espécie.

4.7. Induc@o do Defeito Osseo e Aplicacdo dos biomateriais
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Sob técnica asséptica, foi realizada incisdo da pele, na face cranio-medial
proximal da tibia esquerda, de aproximadamente 2 cm, para confeccdo do defeito
0sseo (Figura 2A, 2B). ApoOs o0 acesso, foi realizado um defeito 6sseo utilizando
um Drill (Caomédica®) de velocidade controlada por pedal (até 33000 rpm),
equipada com broca esférica em ago inox (CadoMedica®) de 3mm (Figura 2C). O
defeito 6sseo foi produzido na diafise proximal sob irrigacdo contante de solugéo

fisiologica e se estendeu do periésteo até o canal medular (Figura 2D).

Figura 2. Inducéo do defeito 6sseo. A) Membro pélvico direito preparado para o procedimento. B)
Incisdo cranio-medial de pele e subcutaneo. C) Perfuracdo da cortical medial com broca esférica
(seta). D) Defeito 6sseo monocortical medial em tibia (seta).

Apbs confeccdo do defeito 6sseo, esses foram tratados conforme o grupo

do animal da seguinte forma:
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e Grupo DEF — O defeito 6sseo nao foi recoberto, sendo certificado o controle
hemostéatico, apenas foi realizada sutura simples na pele.

e Grupo PVDF — O defeito 6sseo foi tratado com a esponja fibrilar de PVDF e
sutura simples da pele.

e Grupo PVDF/rGO — O defeito 6sseo foi tratado com a esponja fibrilar de PVDF
enriquecida com éxido de grafeno e sutura simples da pele.

Em todos os animais a sistese da pele foi realizada utilizando fio de Nylon
(SHALON®) 4-0 no padrao Sultan.

4.8. Periodo Po6s-operatério

Apés o término da cirurgia todos os animas foram tratados com
Cetoprofeno 5mg/Kg via subcutanea a cada 24 horas durante 2 dias, Morfina
5mg/Kg via subcutanea (1 aplicacéo), enrofloxacina 10mg/Kg via intramuscular (1
aplicacao) e rifamicina spray a cada 24 horas durante 5 dias na ferida cirdrgica.
Apéds 6 horas das primeiras aplicac6es, foi administrado tramadol 12,5mg/kg via
subcutanea a cada 12 horas durante 48 horas.

4.9. Andlise de fosfatase alcalina

As amostras de sangue foram obtidas apds a inducdo anestésica dos
animais e aos 10, 20 e 30 dias de pds-operatério (eutanasia). As amostras obtidas
apos a inducdo anestésica foram de aproximadamente 2 mL de sangue do plexo
orbital. O sangue foi armazenado em tubos coletores e encaminhados ao
laboratério de Patologia Clinica. Para as amostras obtidas apés inducdo da
osteotomia, foi realizada a punc¢éo cardiaca com auxilio de uma seringa de 3 mL e
agulha 26G. O animal foi eutanasiado apés a puncdo cardiaca. Os valores das
concentracbes de fosfatase alcalina 6ssea foram obtidos utilizando o método de

termoestabilidade térmica sugerido por Burtis & Ashwood (1998).

4.10. Protocolo de eutanésia e descarte
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Os animais foram induzidos com isoflurano em alta vaporizacdo até que se
atingisse plano profundo de anestesia. Ato continuo, foi induzida a parada
cardiorepiratéria aplicando 1 ml de cloreto de potassio 10% via intracardiaca.

Apoés a eutanasia foi coletado o membro pélvico esquerdo para as outras

avaliacoes.

4.11. Analises histomorfolégicas

Os membros pelvicos foram inicialmente dissecados para coleta dos
fragmentos 60sseos. Uma vez a tibia isolada dos tecidos circundantes, foi
realizada a desarticulacédo fémorotibial e tibio-tarsica e o fragmento foi imerso em
formaldeido tamponado a 10%.

As amostras foram preparadas para cortes histolégicos de 4 micrébmetros
de espessura e coradas pelo método de hematoxilina e eosina (HE) e Tricbmio de
Masson, descrito por Prophet et al. (1992), para observacdo em microscopia
Optica. A interpretacdo das andlises histologicas foi realizada mediante selecdo de
critérios de Costa et al. (2015). Os critérios analisados foram: neoformacéo de
tecido Osseo, deposicdo de fibras colagenas, preenchimento das lacunas
osteociticas, presenca de osteoblastos, formacado de tecido mieloide e presenca
de infiltrado inflamatério, sendo, para cada critério, atribuido um numero

correspondente a propor¢cdo observada.

Quadro 1 — Escore histologico segundo Costa et al. (2015), modificado.

NEOFORMACAO DE TECIDO OSSEO

Auséncia de neoformacao 6ssea 0

Presenca de menos de 25% de

neoformacéo de tecido 6sseo

Presenca de 25% a 50% de 2

neoformacédo de tecido 6sseo

Presenca de mais de 50% de 3

neoformacéo de tecido 6sseo

DEPOSICAO DE FIBRAS COLAGENAS

Auséncia de fibras colagenas 0




Presenca de menos de 25% de 1
deposicao de fibras coldgenas

Presenca de 25% a 50% de 2
deposicao de fibras coldgenas

Presenca de mais de 50% de 3

deposicao de fibras colagenas

PREENCHIMENTO DAS L

ACUNAS OSTEOCITICAS

Sem preenchimento das lacunas 0
osteociticas
Presenca de menos de 25% de 1
preenchimento das lacunas
osteociticas
Presenca de 25% a 50% de 2
preenchimento das lacunas
osteociticas
Presenca de mais de 50% de 3
preenchimento das lacunas
osteociticas
PRESENCA DE OSTEOBLASTOS
Auséncia de osteoblastos 0
Presenca de menos de 25% de 1
osteoblastos
Presenca de 25% a 50% de 2
osteoblastos
Presenca de mais de 50% de 3
osteoblastos
FORMAGAO DE TECIDO MIELOIDE
Auséncia de tecido mieloide 0
Presenca de menos de 25% de tecido 1
mieloide
Presenca de 25% a 50% de tecido 2
mieloide
Presenca de mais de 50% de tecido 3

18
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mieloide
PRESENCA DE INFILTRADO INFLAMATORIO
Auséncia de infiltrado inflamatdrio 0
Presenca de menos de 25% de 1

infiltrado inflamatério

Presenca de 25% a 50% de infiltrado 2
inflamatorio

Presenca de mais de 50% de infiltrado 3
inflamatorio

Cada escore foi checado trés vezes para confirmar a consisténcia da
graduacéo aferida a cada amostra. A lamina foi avaliada em toda a sua extensao.
A andlise descritiva morfologica foi realizada pelo método visual da

interface de implantacédo do biomaterial.

5. ANALISE ESTATISTICA

Foi reaizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey para
os valores da FA e seus subtipos. Para as andlises histologicas foi realizado o
teste Kruskal wallis seguido de teste Dunn. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para p<0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Modelo experimental

O modelo experimental de defeito 6sseo monocortical em tibia proximal de
ratos wistar demonstrou algumas limitagbes. Foram excluidos 36 animais do
estudo conforme os fatores demonstrados a seguir (Figura 3). Inicialmente, devido
a proporcdo do tamanho da broca esférica em relacdo a argura que a regiao
0ssea apresentava, houve uma tendéncia em realizar os defeitos em regides mais
proximais da tibia (Figura 4). Essa regido apresenta grande quantidade de o0sso

esponjoso e poderia interferir nas avaliagbes pois o processo de consolidacao
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aconteceria de forma mais eficiente do que os realizados em regides mais distais.
Nestas condi¢des, 4 animais pertencentes ao grupo DEF foram excluidos. Quanto
a mortalidade ocorrida no estudo, 2 animais morreram durante o procedimento
anestésico no grupo DEF e 3 animais nas primeiras 24 horas apos o
procedimento cirurugico, desses ultimos 1 do grupo PVDF e 2 do grupo
PVDF/rGO. Em 18 animais foram identificadas fraturas nas primeiras 24 horas
(Figura 5). Desses, 6 no grupo DEF, 5 no grupo PVDF e 7 no grupo PVDF/rGO. A
deiscéncia de pontos também foi observada. Essa alteracdo foi idenficada nas
primeiras 24 horas apdés a cirurgia em 1 animal do grupo DEF, 1 animal do grupo
PVDF e 2 do grupo PVDF/rGO. Essas alteragdes determinaram a exclusao
desses pacientes das avaliacfes. Para as analises estatisticas foram excluidos 3
animais do grupo PVDF e 2 animais do grupo PVDF/rGO com o intuito de igualar
as variaveis analisadas. Com essas exclusdes, o desenho experimental do estudo

foi modificado para um numero total de 54 animais (Figura 6).

e el
inadequado
DEF 4 2 6 1 0 13
PVDF 0 1 5 1 3 10
PVDF/rGO 0 2 7 2 2 13
Total 4 5 18 4 s [

Figura 3 — Quantidade de animais excluidos de cada grupo em cada variavel.
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Figura 4 — Defeitos monocorticais. A) Localizagcdo correta do defeito. B) Localizagdo metafisaria

proximal indesejada.

Figura 5 — Fraturas. A) Fratura completa de tibia e fibula em diafise com desalinhamento do eixo

anatdémico. B) Fratura completa de tibia em diafise com pouco desvio do eixo anatdmico.
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[ | |

DEF PVDF PVDF/rGO
N=18 N=18 N=18
[ | | [ [ | [ [ ]
DEF DEF DEF PVDF PVDF PVDF PVDF/rGO PVDF/rGO || PVDF/rGO
10 DIAS 20 DIAS | | 30 DIAS 10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS 10 DIAS 20 DIAS 30 DIAS
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=6

Figura 6. Nova distribuicdo dos animais em seus grupos apoés as exclusdes.

Neste estudo, instituiu-se o defeito 6sseo monocortical de tamanho critico
em tibia de ratos pois 0 modelo possui caracteristicas importantes para o
procedimento cirdrgico: sua diafise apresenta-se superficialmente na face medial
do membro pélvico, facilitando o acesso cirdrgico com poucos danos a
musculatura, vasos e nervos adjacentes. O defeito 6sseo monocortical dispensa a
utilizac@o de fixadores 6sseos. Além disso, 0 modelo experimental selecionado é
padronizado na literatura e a tibia possui forcas fisioldgicas atuantes como tensao
muscular e compressao pelo peso do corpo (NAJJAR e KAHN, 1977; PRADO,
2006; NETO, et al. 2010), fazendo com que ocorresse um possivel beneficio do
processo de consolidacdo 6ssea com o efeito piezoelétrico do material estudado.
O tamanho do defeito foi selecionado de acordo com os resultados encontrados
por Prado (2006). Em seu estudo foram avaliados diferentes tamanhos de
defeitos monocorticais em tibia de ratos (2mm, 3mm e 3,5mm de diametro) além
da tentativa de um grupo piloto com diametro de 4mm que n&o obteve sucesso
devido ao alto indice de fraturas ocorridas (10 em 12 animais operados). As
avaliacdes de Prado (2006) foram realizadas em diferentes tempos (15, 30 e 35
dias) sendo recomendado ao final do estudo a utlizagdo do tamanho
intermediario (3mm) com tempos de avaliagbes menores, relatando apenas a
ocorréncia de 1 caso de fratura no grupo 3mm. Assim, em nosso estudo foram
realizados defeitos 6sseos de 3mm de didmetro e avaliados aos 10, 20 e 30 dias

apos sua inducao.
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6.2. Fosfatase alcalina e fosfatase alcalina 6ssea

O volume de sangue obtido e 0 método de coleta foram selecionados de
acordo com o peso corporal do animal e a facilidade de obtencédo da amostra pelo
plexo orbital. Segundo Everds & Ramaiah (2017), como uma orientagdo geral,
para uma unica coleta a cada 2 a 3 semanas podem ser obtidos de 10 a 15% do
volume total do sangue do animal sem que haja efeitos adversos como anemia,
hipoxia ou hipotensdo. O volume de sangue circulante do rato € estimado em
6,4% do peso comporal ou 57 a 69 ml/Kg. Em nosso estudo, nédo foram
observados problemas relacionados ao volume de sangue coletado, uma vez que
os animais foram pesados anteriormente.

Diversos estudos tém demostrado que existem variacbes de valores
hematoldgicos e bioquimicos encontrados em diferentes biotérios (PINHEIRO et
al., 1998; MELO et al., 2012; LIMA et al., 2014). Essas varia¢des relacionam-se a
diferencas intraespécies decorrentes da localizacdo geografica, do manuseio,
género, linhagem, gendtipo e podem ainda ser influenciadas por outros fatores
como idade, dieta, ambiente, entre outros (NUNES et al., 1994; PINHEIRO et al.,
1998; MELO et al., 2012). No presente estudo os valores encontrados de FAL

(Quadro 2) foram préximos ao encontrado por Silva (2015).

Quadro 2 - Resultados das analises bioquimicas sanguineas pré-operatétias de

ratos winstar machos.

Analise | Média U/L (n=53) | S.D (n=54) | Minimo U/L | Maximo U/L
FAL 172,9 62,1 88 378
FAte 76,2 24,3 35 174
FAO 96,7 U/L (FAL-FAte) ou 44,0% (FAte/FAL)

*FAL — Fosfatase Alcalina. FAte — Fosfatase Alcalina Termo estavel. FAO — Fosfatase Alcalina

Ossea.

Silva (2015) teve como objetivo a caracterizagdo de um modelo
experimental para doenga renal em ratos obtidos no biotério central da UFMS,
onde os valores de FAL demonstraram variagcdes conforme o tempo de coleta: 24
horas (199,75 U/L), 5 dias (172,75 U/L), 7 dias (145,25 U/L), 14 dias (115,50 U/L)
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e 21 dias (141,25 U/L). Também, a autora sugere que a tendéncia de diminuicdo
desses valores poderia estar associada com o0 aumento da idade dos animais.

Para a obtencdo dos valores relacionados a FAO, as amostras de soro
foram aquecidas a 56°C durante 10 minutos. Varios estudos demonstraram que a
fosfatase alcalina 6ssea é mais termolabel que a hepatica (CADEAU e MALKIN,
1973; FITZGERALD et al., 1969; MOSS e WHITBY, 1975; MOSS, 1982; MATOS
e SANTANA, 1996; GOES, et al. 2012). Assim, quando aquecidas, a fosfatase
alcalina termoestavel permanece. O valor obtido ap6s o aquecimento (FAet) pode
ser subtraido do valor original da FAL revelando o valor da FAO (GOES, et al.
2012). Este valor pode ser também expresso em percentual da atividade original,
ou seja, quanto menor for esse valor, maior sera a atividade da fosfatase alcalina
0ssea contida na amostra (CADEAU e MALKIN, 1973; FITZGERALD et al., 1969;
MOSS e WHITBY, 1975; MOSS, 1982; MATOS e SANTANA, 1996). No presente
estudo o valor encontrado nas amostras coletadas no tempo pré-cirurgico foi 44%,
sugerindo uma maior concentracdo de FAO presente em realcdo aos outros
subtipos.

As comparagdes realizadas dentro do grupo DEF entre os valores obtidos
de FAL no momento pré-cirurgico e apés a eutanasia e nos diferentes tempos (10,
20 e 30 dias), nao tiveram resultados estatisticamente significativos assim como

os resultados de FAO quando confrontados (Figura 7).
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Figura 7 — Representacdes estatisticas das comparacfes de FAL e FAO antes do procedimento

(Bas) e no momento da eutanasia (Eut) em cada tempo de avaliagao do grupo DEF.
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Estes resultados sugerem que neste estudo a atividade da FAL e FAO néo

evidenciaram uma resposta osteoblastica suficiente para elevar estatisticamente

os valores avaliados (Quadro 3).

Quadro 3 - Resultados das médias dos valores bioquimicos sanguineos do grupo

DEF.

Analise 10 dias Média/ SD | 20 dias Média / SD | 30 dias Média / SD
FAL Bas (UI/L) 230,2 /20,6 229,3/89,8 170/53,3
FAL Eut (UI/L) 216,5/ 28,2 277,8/54,1 154,81 17,2
FAO Bas(UI/L) 80,5/8,6 78,21/48,1 89,2/21,5
FAO Eut (UI/L) 79/19,9 108,5 /40,8 70,2 /20,3

*FAL Bas — Fosfatase alcalina sérica basal. FAL Eut — Fosfatase alcalina sérica eutanasia. FAO

Bas — Fosfatase alcalina 6ssea basal. FAO Eut — Fosfatase alcalina 6ssea eutanasia.

Sabe-se que estas enzimas estdo presentes nos osteoblastos e
membranas vesiculares extracelulares e que contribuem com o processo de
mineralizacdo 6ssea promovendo o crescimento de cristais de hidroxiapatita apos
a protrusao dos cristais na matriz extracelular (ORIMO e SHIMADA, 2008; NIZET
et al. 2020) e é considerada um marcador de diferenciacdo osteoblastica,
expresso durante as fases iniciais do processo de consolidacdo 6ssea (JAFARY,
et al. 2017).

Quando comparados os mesmos valores no grupo PVDF - 10 dias
(Quadro 4), a FAL e FAO foram maiores no momento pré-cirurgico em relacao
aos valores encontrados no momento da eutanasia. No grupo PVDF — 20 dias ndo
houve diferenca estatistica entre os valores de FAL porem os valores de FAO
obtiveram resultados estatisticamente diferentes, demostrando um aumento
significativo dos valores apés a eutanasia. Este aumento foi evidenciado também
no grupo PVDF — 30 dias (Figura 8).

Quadro 4 - Resultados das médias dos valores bioquimicos sanguineos do grupo
PVDF.

Andlise 10 dias Média / SD | 20 dias Média/ SD | 30 dias Média/ SD

FAL Bas (UI/L) 206 /64,2 148,8 /51,9 121,8/27,2
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FAL Eut (UI/L) 133/38,8 171,3/32,5 128 /33,9
FAO Bas(UI/L) 86 /30 53,2/13,6 77,8120,4
FAO Eut (UI/L) 49,7/16,4 81,2/13,5 106,8 /20,4

*FAL Bas — Fosfatase alcalina sérica basal. FAL Eut — Fosfatase alcalina sérica eutanasia. FAO

Bas — Fosfatase alcalina 6ssea basal. FAO Eut — Fosfatase alcalina 6ssea eutanasia.
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Figura 8 — Representacdes estatisticas das comparacfes de FAL e FAO antes do procedimento

(Bas) e no momento da eutandsia (Eut) em cada tempo de avaliacdo do grupo PVDF.

Considerando as propriedades piezoelétricas do PVDF estes resultados
podem estar relacionados a uma possivel estimulacdo dos osteoblastos. Estas
células podem ser ativadas em regibes negativamente polarizadas (CROSS,
2012). Kitsara et al. (2019) sugerem que a simples adesao celular osteoblastica
em scaffolds de PVDF podem gerar um estresse mecanico capaz de uma
autoestimulacdo celular. Damaraju et al. (2013) relataram que ap6s a
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais houve um pico da
atividade de fosfatase alcalina entre 7-14 dias, diminuindo enquando a
mineralizagdo aumentava.

Os resultados encontrados no grupo PVDF/rGO — 10 ndo demostraram
diferencas estatisticas quando comparados os valores de FAL e FAO antes e
apos a eutanasia assim como no Grupo PVDF/rGO — 20. O grupo PVDF/rGO - 30
demonstrou diferenca estatistica nas avaliagcdes dos valores tanto de FAL quanto
de FAO (Figura 9).

Quadro 5 - Resultados das médias dos valores bioquimicos sanguineos do grupo
PVDF/rGO.
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Analise 10 dias Média/ SD | 20 dias Média / SD | 30 dias Média / SD
FAL Bas (UI/L) 176,2 /31,3 124,3/ 36 142,51 46,7
FAL Eut (UI/L) 156,3 /36,1 116,5/ 28,2 192,3/44,5
FAO Bas(UI/L) 84/18,3 65,7/13,4 71/8,3
FAO Eut (UI/L) 96,2 /30,8 62,7 /10,2 101,7/10,4

*FAL Bas — Fosfatase alcalina sérica basal. FAL Eut — Fosfatase alcalina sérica eutanasia. FAO

Bas — Fosfatase alcalina 6ssea basal. FAO Eut — Fosfatase alcalina 6ssea eutanasia.
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Figura 9 — Representacdes estatisticas das comparacfes de FAL e FAO antes do procedimento

(Bas) e no momento da eutandsia (Eut) em cada tempo de avaliacdo do grupo PVDF/rGO.

Estes resultados sugerem um possivel efeito tardio na atividade
osteoblastica provavelmente ocasionado pela associacdo dos biomateriais,
modificando suas caracteristicas piezoelétricas ou até mesmo pelas
caracteristicas individuais do rGO obtido, jA que modificacbes em sua estrutura
durante o processo de reducéo do GO, ainda podem acasionar uma oxidagao da
membrana celular (ZHANG et al., 2018).

As analises realizadas entre os grupos aos 10 dias, evidenciaram uma
diminuicdo dos valores de FAL dos grupos PVDF e PVDF/rGO em relacdo ao
DEF (P<0.05). Ainda, o grupo PVDF apresentou valores menores estatisticamente
de FAO doque o grupo PVDF/rGO. Estes resultados sugerem uma possivel
interferéncia dos outros subtipos como por exemplo o hepético, intestinal
encontrados sistemicamente ja que a FAO ndo acompanhou este aumento.

Aos 20 dias, as avaliacbes de FAL seguiram os resultados estatisticos
encontrados aos 10 dias (DEF > PVDF = PVDF/rGO), porém nas analises de FAO
foram detectados valores maiores do grupo DEF apenas em ralagdo ao grupo

PVDF/rGO (P<0.05) indicando que este ultimo tem um efeito mais continuo na
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atividade de FAO. Aos 30 dias o grupo PVDF/rGO apresentou valores maiores de
FAL em relacdo ao grupo PVDF porém semelhantes estatisticamente ao grupo
DEF. Quando avaliados os valores de FAO, os grupos PVDF e PVDF/rGO
apresentaram valores maiores em relacdo ao grupo DEF e semelhantes entre si,
evidenciando o comportamento tardio desses materiais nos valores encontrados

neste estudo (Figura 10).
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Figura 10 — Representagfes estatisticas das comparac¢des entre 0S grupos em seus respectivos
tempos. A) Fosfatase Alcalina Sérica. B) Fosfatase Alcalina Ossea.

6.3 Analises Histolégicas

As analises realizadas dentro do grupo DEF demostraram aos 10 dias,
preenchimento do defeito 6sseo com predominancia de fibras colagenas e
presenca de infiltrado inflamatdrio, caracterizando um processo inical de

consolidagéo 6ssea (Figura 11).
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Figura 11. Cortes histologicos do grupo DEF-10 dias corados por HE visualizados por microscopia

de luz. A) extensdo do defeito dsseo realizado. B) Fibras de colageno (seta azul) e infiltrado

inflamatério (seta amarela).

Pinto et al. (2018) realizaram defeitos de 3mm de diametro monocorticais
em tibia de ratos observando aos 15 dias de avaliagdo, nas analises histolégicas
do grupo controle, que as bordas dos defeitos eram claramente identificaveis,
sendo os mesmos preenchidos com tecido inflamatdrio e granulacédo. Os achados
encontrados pelos autores foram semelhantes aos encontrados neste estudo,
apesar do tempo de avaliacdo diferente. Considerando que as fases de
consolidagéo 0ssea se sobrepdem e ocorrem nesta espécie em um periodo curto
de tempo, os achados sdo compativeis com o esperado fisiologicamente, ja que
nesta fase inicial ocorre inducdo e diferenciacdo das células mesenquimais
pluripotentes em fibroblastos, condroblastos e osteoblastos decorrentes do
endosteo, periésteo e tecidos moles circundantes sendo responsaveis pela
producgéo de tecido fibroso, cartilagem e tecido 6sseo, respectivamente (CROSS,
2012).

Aos 20 dias observou-se um aumento dos valores atribuidos,
principalmente nas variaveis: Neoformagdo de tecido Osseo, presenca de
osteoblasto, preenchimento das lacunas osteociticas e formacdo de tecido
mieloide, observou-se ainda um decréscimo destes valores nas variaveis

deposicao de fibras de colageno e presenca de infiltrado inflamatério (Figura 12).
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Figura 12. Cortes histologicos do grupo DEF-20 dias corados por HE visualizados por microscopia

de luz. A) extenséo do defeito 0sseo realizado. B) Tecido 6sseo neoformado (seta azul). Formagéo

de tecido mieloide (seta amarela). Preenchimento das lacunas osteociticas (seta preta).

Encontra-se na literatura estudos com diferentes tempos de avaliacdo para
este modelo experimental (MACEDO et al., 2004; PRADO et al., 2006; PINTO et
al, 2018; SAMPAIO, 2019), porém nao foi encontrado um estudo que realizou as
avaliacBes histoldgicas aos 20 dias. Analisando as informacdes encontradas na
literatura, pode-se observar que o processo de consolidacao fisiolégico aos 20
dias teria uma tendéncia, com o decorrer do tempo, a um aumento da tensdo de
oxigénio junto ao crescimento vascular, aumentando a atividade do osteoblasto e
consequentemente o processo de mineralizacdo da fibrocartilagem (CROSS,
2012).

Aos 30 dias de avaliacdo houve prenominancia da variavel Neofomargéo
de tecido 6sseo com o decréscimo das outras variaveis (Figura 13). Estes
resultados corroboram com o estudo de Prado et al. (2006), onde se observou um
aumento crescente de tecido 6sseo neoformado, estatisticamente diferente,

guando este autor comparou esta variavel em diferente tempos (15, 30 e 45 dias).
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Figura 13. Cortes histolégicos do grupo DEF-30 dias corados por HE visualizados por microscopia
de luz. A) Area do defeito 6sseo preenchida. B) Predominancia de tecido 6sseo compacto (seta

azul). Preenchimento das lacunas osteociticas (seta amarela).

Em nosso estudo pode-se observar que a area do defeito estava mais
preenchida com tecido 6sseo neoformado em relacdo aos tempos iniciais de
avaliacdo (Figura 14). Porém, estatisticamente essa diferenca nao foi
evidenciada. Pinto et al. (2018), encontraram neste periodo, areas de tecido de
granulagdo centralizadas na area do defeito com predominancia de tecido
neoformado ao redor, estes resultados se assemelham aos encontrados neste
estudo. Esperava-se que a medida que o processo reparador caminhasse o ponto
final da unido éssea clinica, esse se sobreposse a fase de remodelacédo onde o
0ss0 desnecessario é reabsorvido e 0 0sso se aproxima de sua forma original de
acordo com a lei de Wolff (CROSS, 2012).

Figura 14. Cortes histolégicos do grupo DEF corados por HE visualizados por microscopia de luz.
A) 10 dias. B) 20 dias. C) 30 dias.
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As analises realizadas dentro do grupo PVDF ndo demonstraram
diferencas estatisticamente das variaveis entre os tempos de avaliacdo. Quando
confrontadas com os outros grupos, foram identificadas diferencas estatisticas
somente no tempo 20 dias, nas variaveis PO e PIINF, evidenciando uma
diminuicéo dos valores atribuidos a variavel PO em relacéo ao grupo DEF, assim
como valores menores da variavel PIINF em relagcdo ao grupo PVDF/rGO. Apesar
das diferencas estatisticas serem encontradas apenas aos 20 dias, nota-se
visualmente, com maior facilidade a presenca de areas maiores de formacao de
tecido 0sseo jovem, fibras colagenas e tecido mieloide em relagéo ao grupo DEF
e PVDF/rGO aos 10 dias assim como um envoltério capsular contendo o
biomaterial em seu interior. As imagens representativas das laminas histolégicas

do presente grupo estao ilustradas (Figura 15, Figura 16, Figura 17 e Figura 18).

Figura 15. Cortes histolégicos do grupo PVDF-10 dias corados por HE visualizados por
microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo. B) Predominancia de Tecido 6sseo neoformado
(seta azul). Preenchimento das lacunas osteociticas (seta preta). Fibras coldgenas (seta verde).

Formacdao de tecido mieloide (seta amarela).
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1161
1162 Figura 16. Cortes histolégicos do grupo PVDF-20 dias corados por HE visualizados por

1163  microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo. B) Predominancia de Tecido 6sseo neoformado
1164 (seta azul). Preenchimento das lacunas osteociticas (seta preta). Formacgéo de tecido mieloide
1165 (seta amarela).
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1168 Figura 17. Cortes histolégicos do grupo PVDF-30 dias corados por HE visualizados por
1169 microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo. B) Predominancia de Tecido 6sseo (seta azul).
1170 Preenchimento das lacunas osteociticas (seta preta).

1171

1172
1173 Figura 18. Cortes histolégicos apresentando biomaterial encapsulado do grupo PVDF corados por

1174 HE e visualizados por microscopia de luz (setas prestas).
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Damaraju et al. (2013), evidenciaram um aumento da taxa de
mineralizacdo de matriz extracelular em culturas de células tronco mesenquimais
diferenciadas em osteoblasto e cultivadas em diferentes scaffolds eletrofiados de
PVDF fabricados com diferentes voltagens (12-25kV), encontrando uma maio
atividade no grupo PVDF 25kV devido a sua maior presenga de fibras  em
comparacdo aos scaffolds produzidos com 12kV com menor concentragdo de
fase B, sendo esta fibra a que apresenta maior relacdo com o efeito piezoelétrico
do biomaterial. Também identificou que houve uma maior mineralizacéo entre 10
e 21 dias do cultivo celular. O material utilizado em nosso estudo foi produzido
utilizando uma técnica diferente da convencional (eletrofiacdo), denominada
solution blow spinning, onde n&o sao utilizadas eletricidades para obtencdo das
fibras na de fase 3 porém o polimero foi anteriormente caracterizado e identificada
grande concentragéo de fibras [3.

Apesar deste efeito piezoelétrico em células osteogénicas serem bem
definidos, os resultados néo significativos (p>0.05) encontrados neste estudo
podem estar relacionados a ndo fixacdo do biomaterial no tecido 6sseo para que
este recebesse uma deformacéo maior relacionada as forcas atuantes do tecido,
assim como a dificuldade de adesdo celular no biomaterial devido a
hidrofobicidade e superficie lisa do PVDF. Paschoal (2003), utilizou em seu
estudo filmes de PVDF acomodados entre a cortical e uma placa de
osteossintese ambas fixadas com parafusos em tibias de coelhos. Em seu
estudo, observaram que em 65% das tibias que receberam o polimero houve um
preenchimento tecidual bastante intenso.

Seguindo outra linha de pesquisa, Kitsara et al. (2019) visando melhorar a
hidrofilicidade do polimero devido a sua absorcdo de agua ser extremamente
baixa ocasionando uma dificuldade de fixag&do celular e sua expansao, utlizaram
scaffolds de PVDF tratados com plasma de oxigénio fazendo com que
modificacdes em sua estrutura aumentassem sua hidrofilicidade estavel por até 2
anos, alcancando um aumento da adesé&o, expansao e proliferacdo celular assim
como demonstraram também a capacidade de interacdo dos osteoblastos com o
PVDF sem a necessidade de um estimulo externo para induzir uma resposta
piezoeletrica, pois uma unica nanofibra de PVDF produz 30 mV e esta voltagem
parece ser suficiente para estimular eletricamente as vesiculas presentes na

membra celular do osteoblasto quando este entra em contato com o polimero.
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Adicionalmente outros estudos se concentraram em modificar a area de superficie
do material com o intuito de melhorar ainda mais a adesao celular. Szewczyk et
al. (2019), modificaram a estrutura de filmes de PVDF apenas em sua geometria,
combinando solventes como a dimetilacetamida (DMACc) e acetona e controlando
a umidade e temperatura durante o processamento dos filmes. Os autores
utilizaram umidade acima de 60% fazendo com que a alta quantidade de vapor
d'agua causasse a rugosidade superficial desejada para que ocorresse 0 aumento
da adesédo osteoblastica e formacdo de colageno. Assim, com o intuito de
melhorar as caracteristicas de hidrofilicidade e estimulo celular do PVDF in vivo,
no presente estudo foi realizada a associa¢éo do polimero ao rGO.

Inicialmente, as avaliacbes dentro do grupo PVDF/rGO apresentaram
diferenca estatistica somente da variavel PIINF do momento 10 dias em relacéo
ao momento 20 dias. Os valores encontrados foram significativamente
menores(p<0.05). Foram encontradas areas de encapsulamento do biomaterial
(Figura 19) assim como uma distribuicdo marcante de células gigantes
multinucleadas na periferia do biomaterial (Figura 20), também uma reacao

periosteal intensa nos tempos 20 e 30 dias de avaliagao (Figura 21 e Figura 22).

Figura 19. Cortes histolégicos do grupo PVDF/rGO-10 dias corados por HE visualizados por

microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo pouco preenchida. B) Predominancia de biomaterial
e células inflamatérias. Tecido ésseo (seta azul). Biomaterial PVDF/rGO (seta preta). Infiltrado

inflamatério (seta amarela).
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microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo preenchida por células inflamatérias e tecido 6sseo
neoformado. B) Predominancia de biomaterial e células inflamatérias. Biomaterial PVDF/rGO (seta
preta). Infiltrado inflamatério (seta amarela).

Figura 21. Cortes histologicos do grupo PVDF/rGO corados por HE visualizados por microscopia

de luz. A) PVDF/IrGO — 20 dias. Area do defeito 6sseo preenchida por células inflamatérias
envolvendo o biomaterial. B) PVDF/rGO — 30 dias. Células giagantes multinucleadas envolvendo

biomaterial (setas amarelas).
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Figura 22. Cortes histologicos do grupo PVDF/rGO-30 dias corados por HE visualizados por

microscopia de luz. A) Area do defeito 6sseo preenchida por células inflamatérias e tecido dsseo.
B) Reacdo periosteal intensa abrangendo todas as corticais ndo envolvidas no processo cirdrgico.

Tecido 6sseo neoformado (seta azul). Tecido 6sseo compacto (seta amarela).

As células gigantes multinucleadas (CGM) sao derivadas da linhagem
monaocitos/macréfagos e quando presentes especificamente no tecido 0sseo,
foram associadas em um passado recente a osteoclastos de reabsor¢cdo 6ssea ou
a uma reacdo de corpo estranho do tecido conjuntivo, resultando em
encapsulamento fibroso e/ou rejeicdo de material. Enquanto se acreditava que a
reacdo de corpo estranho estava ocorrendo, dados histologicos recuperados de
amostras humanas anos apos sua implantacdo, colocaram essas hipoteses
originais em questao, demonstrando um volume 6sseo melhor e mais estavel a
longo prazo ao redor de alguns enxertos 6sseos (MIRON et al. 2016).

Inicialmente essas células foram denominadas células gigantes de corpo
estranho, pois relatos mostram em implantes de tecidos moles com falha, sua
presenca de grandes numeros (RAO et al. 2012; NICK et al. 2013). Essas células,
também denonimidades macréfagos frustrados, sdo resultado da fusdo de
macrofagos que foram incapazes de fagocitar particulas maiores que sua
capacidade (RAO et al. 2012). Os estudos tem levantado a hipbétese de que
dependendo da polarizacdo do macréfago, ou seja, do fenotipos especificos
dessa célula (M1 macréfagos proé-inflamatérios ou M2 macréfago de cicatrizacédo

de tecidos e regeneragdo tecidual), estas células gigantes podem atuar de
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diferentes formas no tecido ésseo. Porém essa informacdo ainda segue em
estudo pois mesmo em tratamentos bem sucessidos, sao encontradas
predominéancia de células M1 ao redor de alguns biomateriais. A literatura atual
também mostra que alguns biomateriais podem ditar o fen6tipo dos macrofagos
interferindo na expressao de seus marcadores M2 e, consequentemente,
contribuindo para o processo cicatricial. Existem evidencias crescentes de que
CGM podem desempenhar um papel na integracdo do o0sso ao biomaterial.
Porém sua caracterizacdo ainda nao foi bem definida.

Com o intuito de melhorar as informacbes obtidas nos estudos com
biomateriais, MIRON et al. (2016) apresentou em seu estudo marcadores de
superficie comumente associados de osteoclastos e CGM para identificar
qualquer tipo de célula utilizando marcadores de superficie celular modernos para
fins de identificacao.

Quando realizadas as comparacdes entre 0os grupos, aos 10 dias de
avaliacdo nao foram encontradas diferencas estatisticas (Figura 23). Aos 20 dias
de avaliacdo foram evidenciadas diferencas estatisticas na variavel PO e PIINF.
Estas varidveis se apresentaram significativamente menor que o grupo DEF e
significativamente superior aos grupos DEF e PVDF respectivamente (p<0.05)
(Figura 24). Somente aos 30 dias de avaliacdo, os resultados apresentaram uma
distribuicdo de valores maiores atribuidos em relacdo ao grupo PVDF, levando a
entender que a associacdo dos biomateriais e/ou a presenca do rGO trouxe
interferencia nas propriedades desejadas (Figura 25).

Andlises Histoldgicas - 10 dias

NFTC DFC PLO PO FTM PINF

= DEF
[ B3 PVDF
‘ B8 PVDF/rGO

—

NUmero atribuido
T

Variaveis

Figura 23 — Representagéo estatistica das comparacdes das variaveis avaliadas histologicamente

entre os grupos aos 10 dias. (p > 0,05)
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Analises Histologicas - 20 dias
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Figura 24 — Representacéo estatistica das comparacdes das variaveis avaliadas histologicamente
entre os grupos aos 20 dias.
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Figura 25 — Representacéo estatistica das comparacdes das variaveis avaliadas histologicamente
entre os grupos aos 30 dias. (p > 0,05)

Quanto ao método utilizado e caracteristicas do biomaterial, Larios et al.
(2018), ao realizar a sintese e caracterizacado de nanofibras de PVDF associadas
ao GO pela técnica SBS, identificaram maior presenga de fase B nas fibras
fabricadas e uma boa interacdo do polimero com o GO possibilitando uma
diminuicdo da hidrofobicidade do polimero. Esses achados suportam a ideia de
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gue os resultados obtidos em nosso estudo teriam uma tendéncia maior a
alteracdes quimicas e/ou estruturais do rGO.

Apesar do conceito de que o GO pode melhorar a capacidade de
hidrofilicidade do PVDF, quando é realizada a reducdo do GO para rGO,
mudangcas fisicoquimicas importantes ocorrem em sua estrutura. Com o cescente
aumento das pesquisas, devido a retirada de alguns grupos funcionais, o rGO
pode ter uma capacidade de adsorcdo de proteinas menor em relacdo ao GO
devido a um aumento de sua hidrofobicidade resultante da perda de alguns
grupos funcionais, porem ainda se tem dificuldade de caracterizar quais proteinas
(ZHANG et al., 2018). Apesar desta cacteristica, a selecdo deste material para
nosso estudo foi realizada também com base nos resultados benéficos
previamente encontrados na literatura e os crescentes estudos realizados com
este material em tecido 6sseo (MEHRALI et al. 2014; LEE et al. 2015; KIM et al.
2017; NORAHAN et al. 2019).

Outros fatores tem ganhado extrema relevancia nas pesquisas destes
materiais frente a sua utilizacdo em meio biolégico pois ainda sdo muito
contraditorios. Em estudos iniciais acreditava-se que devido a perda de alguns
grupos funcionais que contem oxigénio durante o processo de reducdo e o
aumento da hidrofobicidade, estes materiais seriam menos téxicos doque o GO
pois 0s grupos de oxigenio eram bastante reativos as biomoléculas (KANG et al.
2017; CHATTERJEE et al. 2017). Mittal et al. (2016) comparando GO, GO
termicamente reduzido e GO quimicamente reduzido em células pulmonares
humanas fenotipicamente diferentes, células epiteliais brénquicas (BEAS-2B) e
células epiteliais alveolares (A549), observaram uma maior toxicidade do GO e
GO termicamente reduzido. Os autores descrevem que 0s resultados encontrados
estdo relacionados as particulas muito pequenas de GO que apresentam alta
toxicidade devido ao seu pequeno tamanho e bordas afiadas, penetrando
facilmente na membrana celular e entrando no citoplasma, causando,
consequentemente, danos na membrana celular e extravasamento de conteudo
citoplasmatico porem, particulas pequenas sdo facilmente eliminadas ao
penetrarem nos glomérulos renais. Em contrapartida particular maiores sao
menos toxicas pois ndo podem entrar na membrana celular. Resumidamente
particulas de GO pequenas, com tamanhos laterais entre 50 e 350 nm, sao

internalizadas, enquanto as particulas grandes, com tamanho lateral entre 750 nm



1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365

1366

1367

1368
1369
1370
1371
1372

41

e 1300 nm, ficam aderidas em suas membranas plasmaticas. Este fato também
traz consequéncias ao meio bioldgico pois causa ativacao de receptores toll-like,
fator de transcricdo NF-kB e citocinas pro-inflamatoérias (MA et al, 2015). Zhang et
al. (2018) compararam diferentes métodos de reducdo do oOxido de grafeno
(Irradiacéo por luz e reducéo por Fe2+) e suas toxicidades em culturas celulares
de macréfagos murinos. Esses autores demonstraram que os GOs reduzidos por
luz foram mais toxicos devido a geracao de radicais a base de grafeno e aumento
da absorcao celular, enquanto a reducédo por Fe2+ reduziu a absorcédo celular
funcionando como antioxidante. Neste estudo foram utilizadas concentracoes
baixas de rGO termicamente reduzido porem, como estas estdo incorporadas as
fioras de PVDF sua penetracdo no citoplasma ¢€ dificultada, levando
possivelmente a uma ativacédo dos mediadores inflamatorios.

O processo de concolidacdo 6ssea frente a utilizagcdo de biomateriais
envolve muitos fatores como quimicos, hormonais e mecanicos. Em nosso
estudo, apesar das dificuldades encontradas, ndo possivel detectar diferencas
entre 0os métodos de tratamento porem com 0s avan¢os das tecnologias e

métodos de avaliacao informacdes poderdo serem acrescentadas.
7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos conclui-se que os biomatetiais PVDF e
PVDF/rGO elevaram os niveis de fosfatase alcalina 6ssea aos 20 e 30 dias de
avaliacdes. A utilizacdo dos biomateriais PVDF e PVDF/rGO ndo aceleraram o
processo de reparo 6sseo em comparacdo ao grupo DEF. O biomaterial
PVDF/rGO promoveu formacdo de alto numero de células gigantes

multinucleadas.

8. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

O processo de reparo e remodelamento 6sseo podem ser estimulados
atravées de microlesdes, estimulos mecanicos, estimulos combinados ou por

mecanismos desconhecidos. Entretanto, em alguns casos clinicos, ndo ocorre
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regeneracdo 0ssea ou aumento de matriz éssea de forma esperada, tornando
necessario a utilizagdo de técnicas coadjuvantes para a obtencdo dos resultados
esperados. Assim, terapias alternativas como a utilizacdo de biomateriais
indutores 6sseos sdo muito importantes, pois podem minimizar o tempo de
tratamento e os custos, garantindo o retorno mais rapido as atividades normais do
paciente. Devido as caracteristicas bioativas do material utilizado neste estudo
tetou-se produzir uma autoestimulacdo elétrica a nivel celular, fornecendo
estrutura adequada para adesédo das células envolvidas no reparo do tecido
0sseo, assim como diminuir os custos de producéo, facilitando a comercializacao
e reduzindo os riscos de transmissédo de doencgas, rejeicdes, lesdes iatrogénicas e

baixa disponibilidade de materiais com custo acessivel.
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