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BIOCOMPATIBILIDADE E CELULARIZAGAO DE SCAFFOLDS ACELULARES
COMPOSTOS POR OXIDO DE GRAFENO E ACIDO POLI -L-LATICO EM
COMPARAGAO AO POLIACIDO LATICO (PLA), AVALIADOS EM
MICROAMBIENTE SUBCUTANEO DE CAPRINOS

RESUMO- O uso de scaffolds para regeneracdo de tecidos moles tem se mostrado
desafiador, principalmente quando se trata de biomateriais sintéticos, visto a
dificuldade de conciliar os requisitos de fabricagdo e o desempenho biologico.
Investigamos in vivo a biocompatibilidade entre a associagdo dos polimeros de 6xido
de grafeno com poli (L-lactico acido) (OG+PLLA) comparado ao poliacido lactico (PLA)
em microambiente regenerativo 3D. Para tal, foram utilizados 15 caprinos, machos,
submetidos ao processo cirurgico para implantagédo de dois scaffolds no subcutaneos
da regiao toraxica esquerda e direita. Posteriormente, foi observado o comportamento
dos scaffolds no 28°, 42° e 56° dia pds-implantagdo (Pl), seguido de avaliagdes
histopatoldgicas, ensaios enzimaticos colorimétricos, macroscopico e microscopia de
varredura (MEV). A analise histopatoldgica revelou aumento celular inicial no
OG+PLLA e resposta mais tardia no PLA, sem evidéncia de inflamagao severa. A
termografia evidenciou variagdes fisiologicas, sem diferencas estatisticas entre os
grupos. A microscopia eletrbnica de varredura demonstrou adesao e crescimento
celular bem distribuidos em ambos os scaffolds, com preservacao da arquitetura
subcutanea. Na angiogénese, houve elevacéo inicial no OG+PLLA e resposta tardia
no PLA; entretanto, apenas OG+PLLA apresentou maiores niveis de VEGF no D28 e
D42. A analise histomorfométrica mostrou maior presenca de fibroblastos no PLA no
D28, enquanto no OG+PLLA esse efeito foi mais evidente no D56. A deposicao de
colageno evoluiu continuamente ao longo do periodo experimental, sem diferengas
entre os grupos, mas com diferencas intragrupo entre D28 e D56; corroborado pelos
niveis de hidroxiprolina. Os glicosaminoglicanos apresentaram diferenca significativa
apenas no D42. Por fim, o metabolismo e a morte celular ndo diferiram entre grupos,
embora tenha sido observada reducio de citocinas pro-inflamatérias no OG+PLLA e
aumento transitério no PLA no D28. Quanto a diferenciacéo celular, ndo houve
diferengas entre grupos, mas o OG+PLLA apresentou variagao significativa entre D28
e D42.A combinacao de OG+PLLA denotou maior aderéncia do tecido. As poucas
diferengas encontradas entre os resultados, devem ser levadas em consideragao, pois
dependem do tecido a ser empregado e da relagao de scaffolds/tecido.

Palavras chaves: Biomateriais, Cirurgia, Subcutaneo



BIOCOMPATIBILITY AND CELLULARIZATION OF ACELULAR SCAFFOLDS
COMPOSED OF GRAPHENE OXIDE AND POLY-L-LACTIC ACID IN COMPARISON
TO POLYLACTIC ACID IMPLANTED IN THE SUBCUTANEOUS
MICROENVIRONMENT OF GOATS

ABSTRACT- The regeneration of soft tissues using scaffolds remains a considerable
challenge, especially when synthetic biomaterials are involved—owing to the complex
balance between manufacturing requirements and biological performance. In this
study, we conducted in vivo experiments to compare the biocompatibility of scaffolds
made from graphene oxide with poly(L-lactic acid) (OG+PLLA) and those made from
poly(lactic acid) (PLA) within a three-dimensional regenerative microenvironment.
Fifteen male goats underwent surgery for the implantation of two scaffolds in the
subcutaneous tissue of the left and right thoracic regions. The scaffolds were then
observed on days 28, 42, and 56 post-implantation, with a comprehensive suite of
evaluations: histopathological analysis, colorimetric enzymatic assays, macroscopic
assessments, and scanning electron microscopy (SEM). Histopathological findings
showed a rapid initial increase in cell numbers in OG+PLLA scaffolds, while PLA
displayed a more delayed response—without any evidence of severe inflammation.
Thermographic monitoring revealed physiological variations but no statistically
significant differences between the groups. SEM analysis confirmed robust cell
adhesion and growth across both types of scaffolds, maintaining the integrity of the
subcutaneous architecture. Angiogenesis was more pronounced in OG+PLLA at early
time points, compared to a later response from PLA; notably, OG+PLLA scaffolds
exhibited higher VEGF levels at days 28 and 42. Histomorphometric evaluation
indicated a greater presence of fibroblasts in PLA at day 28, whereas OG+PLLA
showed this effect more strongly at day 56. Collagen deposition progressed steadily
throughout the study, with no significant differences between groups overall, though
intragroup differences emerged between days 28 and 56, as supported by
hydroxyproline measurements. Significant differences in glycosaminoglycan levels
were found only at day 42. Cell metabolism and death rates were similar between
groups, but OG+PLLA scaffolds showed reduced pro-inflammatory cytokines, while
PLA had a temporary increase at day 28. No differences between-group were detected
in cellular differentiation, although OG+PLLA demonstrated notable changes between
days 28 and 42. The OG+PLLA composite promoted improved tissue adherence. In
summary, while both scaffold types demonstrated overall biocompatibility and
cellularization, subtle differences were observed. These should be carefully considered
in future applications, as outcomes depend significantly on the target tissue and the
scaffold-to-tissue relationship.

Keywords: Biomaterials, Surgery, Subcutaneous
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1. INTRODUGCAO
Os biomateriais sdo conceituados como materiais empregados nas areas

médica e veterinaria, com a finalidade de promover interacdo com o tecido receptor,
visando a reparacéao ou regeneracgao tecidual (Carvalho et al., 2020; Janzekovic et al.,
2020). Sob essa perspectiva, os biopolimeros apresentam-se como alternativas
eficazes para a substituicdo de tecidos organicos moles e duros, uma vez que nao
oferecem riscos de transmissao de doencas ou de rejeigdo imunolégica. Dessa forma,
aspectos como biocompatibilidade, biodegradagdo das estruturas implantadas,
integracéo entre tecido e biomaterial, crescimento tecidual e propriedades mecénicas

sdo criteriosamente avaliados e almejados (Mohseni et al., 2018; Luo et al., 2024).

Os biopolimeros destacam-se como alternativas promissoras € viaveis, tanto
do ponto de vista biolégico quanto econémico, para o desenvolvimento de enxertos
autélogos e heterdélogos (Badylak, 2007; Hsu e Hsieh, 2015). Existe uma ampla
variedade de materiais com propriedades distintas voltadas a substituicdo tecidual,
incluindo ceramicas, espumas poliméricas, membranas, entre outros, que
permanecem sob investigagdo continua para aplicagdo em engenharia de tecidos (Ott
et al., 2008; Socci et al., 2023).

Dentre os materiais estudados, o grupo poliacido lactico (PLA) é amplamente
aplicado no campo médico em implantes temporarios, visto que € biocompativel com
o corpo humano além de ser biodegradavel, bioabsorvivel e de facil manufaturamento
3D, com aplicagao isolada ou associada com outros polimeros (Silva et al., 2018;
Singhvi et al., 2019). Em contrapartida, sua baixa tenacidade e ductilidade, bem como
sua alta hidrofobicidade e baixa taxa de degradacdo, sao fatores limitantes na
aplicagao deste material a tecidos moles, porém benéfico em aplicagdes de tecidos
0sseos, por manter maior estabilizacdo do foco da lesdo, apesar de nao apresentar

caracteristicas osteoindutivas (Zhang et al., 2021; Castafieda-Rodriguez, et al., 2023).

Dentro desse grupo encontra-se o acido poli-L-lactico (PLLA) que se destaca
entre os biomateriais de interesse para substituicdo tecidual, em virtude de sua
degradabilidade e capacidade de estimular colageno (Capuana et al., 2022; Ouyang
et al., 2025). Entretanto, o PLLA apresenta limitagbes quanto as propriedades

mecanicas, especialmente em termos de resisténcia e elasticidade. Ademais, trata-se
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de um material hidrofébico e desprovido de atividade osteogénica (Rajewska et al.,
2023). Para mitigar as limitagdes observadas, uma abordagem alternativa contempla
a associagao do poli-L-acido lactico (PLLA) ao oxido de grafeno (OG) (Silva et al.,
2023). O OG consiste em uma monocamada de atomos de carbono, exibindo
propriedades semelhantes as de metais, como elevada resisténcia mecanica, notaveis
caracteristicas elétricas, térmicas e magnéticas (Smith et al., 2019; Du et al.,2020). A
conjugacao desses compostos tem demonstrado vantagens significativas, incluindo
maior hidrofilicidade, aprimoramento das propriedades mecanicas e capacidade de
estimular a proliferacao e diferenciagao celular, conforme evidenciado em estudos in
vitro (Cheng et al., 2021; Silva et al., 2022).

Portanto, o presente estudo propde avaliar a aplicabilidade dos scaffolds de
oxido de grafeno associado ao poli-L-acido lactico (OG+PLLA) em relagao ao poliacido
lactico (PLA), na engenharia de tecido, comparando as caracteristicas entre eles,

durante e apds a remogéo desses andaimes da regido subcuténea de caprinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Regeneragao tecidual

Apo6s a implantacdo do material, independentemente de sua natureza ou
origem, o foco da lesdo € agudizado pela ativagdo do sistema complemento e pela
agregacao plaquetaria, resultando na formagdo de hematoma e na criagdo de um
ambiente acido e hipoxico nos tecidos. Estes eventos promovem a liberagdo de um
fluido rico em glicoproteinas no leito da lesdo, o qual reveste e adere a superficie do
implante. Por meio do mecanismo de quimiotaxia, células polimorfonucleares e
mononucleares sao recrutadas para o local, desencadeando atividade fagocitaria,
liberagéo de fatores de crescimento e estimulo a acao de linfécitos e fibroblastos.
Estes processos correspondem a fase inflamatéria do processo de cicatrizagao, que
atinge seu pico nas primeiras 24 horas e se completa entre cinco e sete dias. As
moléculas pro-inflamatdrias continuam desempenhando um papel importante na

reparagao ossea até a conclusao da regeneragao. A segunda fase do processo de



cicatrizagdo, conhecida como fase de reparacgao, inicia-se com a neoangiogénese,
caracterizada pela migracgao e proliferagdo de células endoteliais que formardao uma
nova rede capilar, promovendo o suporte vascular local (Davies e Hosseini, 2000; Li.
et al., 2025).

O suporte vascular adequado promove a atuagao de citocinas, como IL-1 e IL-
2, e fatores de crescimento, incluindo TGF-3, PDGF, IGF e BMPs, os quais favorecem
a diferenciacao celular de células mesenquimais pluripotentes e estimulam a formacao
do tecido composto por tecido conjuntivo fibroso e vasos sanguineos. Essas células
liberam, na matriz, vesiculas derivadas da membrana celular que contém complexos
de fosfato de calcio, iniciando o processo de formacdo de depdsitos minerais
(wieLodyga et al 2019).

Na terceira e ultima fase do processo de cicatrizagao, ocorre a maturagéo e o
remodelamento tecidual, etapas que reproduzem a fisiologia natural da formagao dos
tecidos. Durante esse periodo, observa-se uma reorganizagdo progressiva da area
lesionada, até que a arquitetura tecidual seja restabelecida de maneira semelhante a

sua conformagcao original, anterior ao trauma (Anderson, 201; Frangogiannis, 2020).

21 Tecido subcutaneo
O tecido subcutaneo esta situado entre a camada mais interna da pele e a

superficie dos musculos, sendo também denominado tecido celular adiposo,
originando-se do mesoderma. Suas principais fungdes incluem o armazenamento
energético, a sustentagdo estrutural, o isolamento térmico e a protegcdo contra
impactos mecanicos. Essa estrutura € composta por diferentes camadas: o tecido
adiposo superficial ou areolar (TAS); uma camada horizontal fibrosa de tecido
conjuntivo (fascia supefficialis); tecido adiposo profundo ou lamelar (TAP); e fascia
profunda (Cunha et al., 2014).

O tecido adiposo superficial (TAS) € constituido por septos verticais formados
por redes de fibras elasticas e colagenas, além de células adiposas e tecido conjuntivo
fibroso e delgado que acompanha a pele de maneira perpendicular. Nesta camada,
encontram-se células globulares, bem como nervos e vasos sanguineos que se

dirigem a derme, sendo este o ponto de conex&o entre a fascia superficialis e a derme.



Alguns autores denominam essa rede de colageno como "rede colagénica
periadipocitaria" devido a presenca dos Iébulos de gordura (Silva, 2010; Cunha et al.,
2014).

A fascia superficialis configura-se como uma camada fibrosa cuidadosamente
organizada, cuja estrutura pode ser observada macroscopicamente. Sua espessura
varia de acordo com a topografia corporal e, em sua constituicdo, apresenta multiplas
camadas bem delimitadas de tecido elastico, compostas por feixes de colageno
orientados em dire¢cbes opostas e intercalados por pequenos agrupamentos de
adipdcitos (Lancerot et al.,, 2011). Por sua vez, o tecido adiposo profundo (TAP)
reveste a fascia profunda da musculatura em determinadas regides do organismo,
apresentando septos pouco definidos e uma maior quantidade de adipdcitos
distribuidos de maneira obliqua. Caracterizado por menor irrigacdo sanguinea, esse
compartimento demonstra elevada capacidade de armazenamento lipidico e
evidencia variagbes em sua espessura de acordo com a topografia corporal (Silva,
2010; Cunha et al., 2014).

2.2 Polimeros
Biomateriais de origem autdloga, como enxertos Osseos ou tecidos

provenientes do proprio leito lesional ou de regides doadoras do proprio organismo,
tém sido empregados como alternativa para suprir defeitos estruturais, apresentando
resultados satisfatérios e baixa incidéncia de rejeicdo imunologica (Sporer et al.,
2006). A bioengenharia tecidual, aliada ao recente avanco da impressao tridimensional
(3D), possibilita o desenvolvimento de estruturas de suporte, naturais ou artificiais,
denominadas scaffolds (i.e. arcabougos ou andaimes). A utilizagcdo de scaffolds
personalizados objetiva reparar tecidos e érgédos danificados, viabilizando, ainda, a
eventual liberacdo controlada de farmacos e o transporte de culturas celulares

(Chanjuan e Yonggang, 2016).

A aplicagao de scaffolds na ortopedia tem se destacado como uma estratégia
promissora para o tratamento de fraturas, visando mitigar os riscos inerentes aos
enxertos 0sseos, tais como infecgcdes, complicacdes relacionadas a area doadora em

autoenxertos e rejeicdo imunologica em aloenxertos. Nesse contexto, scaffolds
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sintéticos oferecem vantagens como suporte mecanico para reconstrugdo o6ssea,
arquitetura controlada, osteointegracdo adequada e provisdo de espago para

colonizagéao e proliferagédo celulares (Lamennier et al., 2017).

Apoés a implantagao, observa-se a formagao de um microambiente favoravel a
expansao celular (Yonggang et al., 2016). Evidéncias recentes indicam que a
osteoindu¢ao mediada por biomateriais ocorre quando um material poroso, capaz de
promover o desenvolvimento de neovasculatura, sofre mineralizag¢ao in vivo. Uma das
principais aplicagdes clinicas da ossificacdo induzida por implantes refere-se ao

reparo de defeitos 6sseos (Yonggang et al., 2016; Vallittu et al., 2020).

2.3 Oxido de Grafeno (OG)
O oxido de grafeno € um dos derivados do grafite mais utilizado na area

médica.A sua aplicagdo revela-se promissora, sobretudo em virtude de suas
propriedades, como a capacidade de movimentagdo e transferéncia elétrica,
tenacidade superior a do acgo, condutividade térmica melhor que a de metais e
hidrofilicidade em varios meios, essas caracteristicas justificam o interesse crescente
pelo 6xido de grafeno em diversas areas da ciéncia médica e tecnoldgica (Morzorov
et al., 2008; Du et al.,2020).

A obtencdo do oxido de grafeno pode ser realizada por diferentes métodos,
incluindo os protocolos de Staudenmaier, Hummers, Tour, Sun e Peng (Dreyer et al.,
2014). Dentre esses, 0 método de Hummers destaca-se como o mais empregado em
razdo de sua rapidez e eficiéncia, embora apresente como desvantagem a
possibilidade de sobrecarga de permanganato de potassio. Tal limitagdo pode ser
mitigada por meio do tratamento subsequente com peréxido de hidrogénio (H,0,),
seguido de lavagem intensiva com agua deionizada (Tiwari e Syvajarvi, 2015). Essa
abordagem garante a obtencao de 6xido de grafeno com propriedades fisico-quimicas
adequadas para aplicagbes biomédicas e de engenharia de tecidos. Esse método
consiste na oxidagao do grafite utilizando associagcdo com KMnO4, H2SO4 e NaNOs,
que apos a oxidacao, forma-se o 6xido esfoliado que entdo é disperso por ondas

ultrassoénicas, formando o 6xido de grafeno (Mehnati et al., 2018).
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Destaca-se que o OG pode ser integrado a diferentes matrizes estruturais,
promovendo reforco mecanico e conferindo propriedades inovadoras, como
condutividade elétrica, que potencializam o crescimento celular. Em virtude dessas
caracteristicas, o grafeno revela notavel aplicabilidade na engenharia tecidual,
especialmente em contextos que exigem elevada resisténcia mecanica, flexibilidade
e elasticidade (Veetil et al., 2009; ZHAO et al., 2021).

Um experimento referente a cicatrizacdo de feridas cutdaneas em ratas foi
realizado durante 21 dias, onde foram feitas avaliagdes histoldgicas e microbioldgicas
em tempos pré-determinados. Um grupo recebeu curativos com scaffolds de
Quitosana e Poli acido-L-latico revestido com 6xido de grafeno, enquanto outro
apenas Quitosana e Poli acido-L-latico. Entdo avaliou-se o tempo de cicatrizagao, a
hidrofilicidade e a agao contra bactérias gram-negativas (S. Aureus; E. coli) e o grupo

com revestimento de OG apresentou os melhores resultados (Yang et al., 2020).

Selaru et al (2022), realizaram estudos in vitro e in vivo, comparado duas
matrizes hibridas gelatinosas para crescimento celular, a primeira composta por
peixe/quitosana (Gcs) e a segunda uma associagao de Gsc juntamente com genipina
(Gp) e 0,5% de oxido de grafeno (GO), formando uma matriz GscGp/GO 0,5%. In vitro
o experimento perdurou 28 dias e comparou a taxa de diferenciacdo de pré-
osteoblastos em osteoblastos maduros. Ja in vivo foi avaliado a capacidade de
diferenciacao e recrutamento celular em subcutaneo de camundongos por 4 semanas,
tanto in vivo quanto in vitro, notou-se que o grupo GesGp/OG 0,5% denotaram as

melhores taxas na diferenciacéo e recrutamento de celular.

24 Poliacido latico (PLA)
O poliacido latico (PLA) € o nome dado a um grupo que foi desenvolvido a partir

de polimeros biocompativeis poli (a-hidroxi acidos) e desde entdo tem sido
extensivamente empregado em aplicagdes médicas, como fios cirurgicos absorviveis,
placas e parafusos ortopédicos (Lin et al., 2018). Além dessas aplicacdes
convencionais, esse grupo também desempenha um papel relevante no campo da

estética, onde sua integragao tecidual induz uma resposta inflamatéria no organismo
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sendo reconhecida como corpo estranho e esse processo estimulara a produgao

enddgena de colageno, promovendo o preenchimento local (Ouyang et al., 2025).

Esse grupo pode ser considerado um plastico biocompativel, produzido a partir
do acido latico que é gerado através de recursos naturais renovaveis, como o amido
de milho e a cana-de-agucar. O PLA é sintetizado através da polimerizagao por
abertura de anel de monémeros de lactideo e acido latico. Estruturalmente, o PLA
consiste em um acido organico que apresenta um carbono assimétrico, originando
dois enantibmeros: L (+) e D (-), além da forma racémica DL. Tais caracteristicas
contribuem para uma diversidade de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
observadas nos diferentes tipos de PLA sendo utilizado em inumeras situagdes dentro

da engenharia de tecidos (Albuquerque et al., 2021; Im et al., 2021).

O acido poli-L-lactico (PLLA) destaca-se dentro dessa familia, sendo um dos
biomateriais de interesse para substituigdo 6ssea devido a sua degradabilidade via
hidrélise, biocompatibilidade e facilidade de processamento. No entanto, o PLLA
apresenta limitagdes quanto as propriedades mecanicas, modulo de elasticidade e
resisténcia, além de ser hidrofébico e possuir baixa atividade osteogénica. Com o
objetivo de superar essas limitagdes, estudos tém explorado a combinagdo do PLLA
com oOxido de grafeno (OG), estratégia que potencializa suas caracteristicas (Silva et
al., 2023).

Além de atuar como preenchedor de tecidos moles, o acido poli-L-lactico (PLLA)
destaca-se pelo seu papel como bioestimulador, promovendo a sintese de colageno
e a neovascularizagado (Antenello e Maas, 2015; Bravo et al.,2025). Evidéncias
apontam que apdés poucos dias da aplicagao de compostos de PLLA, ja se observa o
aumento significativo na producdo de colageno, resposta que pode perdurar por
meses. Esse estimulo continuo viabiliza a correcédo da flacidez cutanea, a reposicao
de volumes teciduais, a atenuagao de cicatrizes e a remodelacédo 6ssea. Destaca-se,
ainda, que entre os diversos biomateriais disponiveis, o PLLA é o unico
comprovadamente capaz de induzir a neocolagénese de forma consistente (Haddad,
2017; Chang et al., 2025).

Lin et al. (2018) avaliaram a seguranga de compostos a base de acido poli D e L-

lactico, no qual trinta ratos machos receberam uma aplicagcao subdérmica de 0,5 mL



da solugado na regiao costal. As avaliagdes clinicas e histoldgicas realizadas em
diferentes semanas apo6s o tratamento mostraram que o material permaneceu restrito
ao local de aplicagdo, sem migracao para outros tecidos. Com o passar do tempo,
observou-se formagédo de miofibroblastos e deposi¢cado de colageno, evidenciando a
integracdo e o estimulo a regeneracao tecidual. Dessa forma, considera-se que o
grafeno e o acido poli L lactico (PLLA) como passiveis de uso para aplicagdes médicas
a engenharia de materiais, devido as suas formas estruturais que permitem o seu uso
como aditivos de materiais ceramicos, biossensores para diagndsticos ou marcadores

fluorescentes.

De acordo com Wang et al (2024), avaliagbes in vivo apds a implantagéo de
implantes de microesferas de PLLA em subcutdneos de ratos, demostraram
biocompatibilidade através da elevacao na taxa de proliferacdo de colageno_do tipo |
e tipo lll, conforme observado na histologia. Concluiu-se que as microesferas de

PLLA, promoveram a geragao de colageno no local do implante.

2.5 Biocompatibilidade
A biocompatibilidade de polimeros corresponde a capacidade de um material,

seja sintético ou natural, de interagir com o organismo sem provocar efeitos adversos
locais ou sistémicos (Arif et al., 2019). Em outras palavras, trata-se da inducéo de uma
resposta especifica do hospedeiro diante do composto implantado, compativel com a
manutengdo da homeostase e com minima ocorréncia de reagdes indesejadas
(Malgozata et al., 2021).

A selecao do polimero apropriado deve considerar criteriosamente o local de
implantagéo, de modo a garantir 6tima interagéo entre as propriedades fisico-quimicas
e mecanicas do material e o tecido adjacente. Independentemente da natureza do
biomaterial, € imprescindivel que o composto seja atoxico, inerte, desprovido de
potencial inflamatério, ndo carcinogénico e ndo mutagénico, além de apresentar
elevada capacidade de integragdo com as estruturas circunvizinhas (Carvalho et al.,
2020).

Dessa forma, a biodegradacdo desses materiais deve ser rigorosamente

controlada, de modo a ocorrer somente apds o cumprimento de suas fungcdes no


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/collagen-type-3
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/collagen-type-3
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/implantation-site
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organismo. Mesmo na hipétese de o composto ser considerado totalmente seguro,
sem potencial inflamatério significativo, a exposi¢cao prolongada do implante pode
induzir uma resposta tecidual local discreta. Em sintese, a biocompatibilidade é
caracterizada pela auséncia de reagdes sistémicas ou locais de elevada gravidade,
como processos inflamatorios intensos, dor, infecgdo ou toxicidade, que possam
comprometer o bem-estar do organismo hospedeiro (Ramot et al., 2018; Carvalho et
al., 2019).

A avaliacdo da biocompatibilidade dos biomateriais implantados deve ser
conduzida de forma criteriosa, abrangendo tanto o sitio de implantagdo quanto
potenciais repercussoées sistémicas. Quatro pilares fundamentais devem nortear essa
analise: adsorcéo, que contempla as alteragdes fisico-quimicas locais subsequentes
a implantagcédo; respostas imunoldgicas e inflamatérias, que evidenciam o
comportamento do tecido perante o material implantado; degradacao, relacionada a
estabilidade estrutural e a dindmica de deterioracdo do implante em contato com o
tecido adjacente; e, por fim, a ocorréncia de rea¢des exacerbadas ou manifestagdes

clinicas distantes do ponto de implantacdo (Hench et al.,2012; LiY et al., 2023)

3. MATERIAL E METODOS

2.1 Manufaturamento 3D
Para impresséao dos scaffolds foi utilizada a impressora prusa 13 (Prusa I3, EUA)

e PLA 3DX e associacdo de Oxido de grafeno ao Acido Poli -L-Lactico comparado ao

Acido Polilatico (3%) em formato retangular.
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Figura 1. Scaffolds retangulares de OG + PLLA e PLA,
confeccionados em impressora 3D.

2.2 Animais
O projeto foi avaliado, aprovado e foi supervisionado pela Comissao de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp,
Campus de Jaboticabal (protocolo 4808/20). O projeto de pesquisa utilizou 15
caprinos, machos, adultos, higidos, sem raga definida (SRD), com peso corporal entre
40 e 60 kg.

2.3 Manejo sanitario e nutricional
Durante a condugao do experimento, os caprinos permaneceram em regime de

estabulacdo, com acesso livre a agua potavel e silagem de milho e feno de tifton
(Cynodon nlemfuensis), além de sal mineral especifico para a espécie a vontade. A
oferta de concentrado comercial peletizado foi ajustada conforme o peso corporal,

garantindo uma dieta equilibrada voltada a manutencgéao.

No momento da chegada ao biotério, os animais foram devidamente
identificados e submetidos a vacinagao contra clostridioses, realizada 30 dias antes
(D-30) do inicio do protocolo experimental. Antes da inclusdo definitiva no estudo,

foram realizados exames laboratoriais abrangentes. A vermifugacao foi efetuada de
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acordo com o peso corporal, utilizando produto comercial a base de moxidectina.
Apenas caprinos sem historico higidos verificados por inspeg¢ao clinica detalhada,

foram selecionados para participagao no ensaio.

2.4 Avaliagao clinica
A investigacgao clinica dos caprinos iniciou-se 24 horas (D-1) antes do inicio do

experimento e perduraram diariamente por 14 dias (D14), posteriormente as
avaliacbes foram realizadas semanalmente até o fim do periodo experimental.
Parametros como afericdo da frequéncia cardiaca (FC; batimentos por minuto),
frequéncia respiratéria (fr; movimentos respiratorios por minuto), tempo de
preenchimento capilar (TPC), coloracdo das membranas mucosas, temperatura retal

(°C) e verificagdo dos movimentos ruminais, foram avaliados.

2.5 Delineamento experimental
Cada animal foi submetido a dois procedimentos experimentais no tecido

subcutaneo (Figura 2). Os caprinos foram distribuidos em dois grupos experimentais

distintos:

e Grupo Oxido de Grafeno + Acido Poli-L-Latico (OG + PLLA): Os scaffolds
deste grupo foram implantados no subcutédneo do lado direito dos 15
caprinos.

e Grupo Acido Polilatico (PLA): Os scaffolds deste grupo foram implantados

no subcutaneo do lado esquerdo dos 15 caprinos.

A remogao dos scaffolds foi iniciada no 28° dia pds-cirurgico, sendo
subsequentemente realizada nos dias D42 e D56 experimental (Figura 3). Nessas
mesmas ocasides, os animais foram submetidos a avaliagdes termograficas antes da
remocao dos scaffolds. Em cada periodo experimental, foram coletadas amostras de
cinco animais, totalizando dez scaffolds por coleta, (cinco do grupo OG + PLLA e cinco

do grupo PLA), para serem realizadas as analises ex situ subsequentes.
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Figura 2. Delineamento experimental.

2.6 Pré-cirurgico
Os caprinos foram submetidos a jejum alimentar e hidrico por um periodo de

48 horas antes do procedimento cirurgico. Previamente a intervencao, realizou-se
tricotomia ampla da regido a ser incisada, abrangendo os flancos esquerdo e direito
do animal entre as vértebras toracicas T2 e T14. Para a administracdo dos anestésicos
e medicagao poés-cirurgica, foi implantado um cateter venoso (16G) na veia jugular
externa esquerda. Este procedimento incluiu a tricotomia (10 x 10 cm) no ter¢go médio
do sulco jugular esquerdo, seguida de rigorosa antissepsia cutanea, envolvendo
friccdo com solugédo degermante de digliconato de clorexidina a 2% por cinco minutos
e enxague abundante com solugido alcodlica contendo digliconato de clorexidina a
0,5%.

Além disso, foi instituida terapia profilatica para protecédo gastrica, utilizando
omeprazol (4 mg/kg, via oral), iniciada 48 horas antes e mantida até 72 horas apés o

procedimento cirurgico, com administragéo a cada 24 horas.

A inducao anestésica seguiu protocolo de anestesia geral inalatéria, conforme
descrito: administracdo pré-anestésica de acepram (0,5 mg/kg), cloridrato de
midazolam (0,3 mg/kg) e metadona (0,1 mg/kg) por via intramuscular; indugdo com
propofol (4 mg/kg), cetamina (2 mg/kg) e midazolam (0,05 mg/kg) por via intravenosa.
A manutencédo da anestesia foi realizada com isofluorano vaporizado em oxigénio,
veiculado por sonda endotraqueal de calibre 9G (PIRES et al., 2000). Para controle
da dor pds-operatéria, foi administrado meloxicam (0,5 mg/kg, intravenoso) a cada 24

horas durante trés dias consecutivos.
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2.7 Trans cirurgico
O procedimento cirurgico consistiu na criagdo de uma incisdao de

aproximadamente 3,0 cm na pele, entre 0 9° e 0 10° espaco intercostal da regiao
toracica lateral, bilateralmente. Mediante divulsao cuidadosa dos planos teciduais, foi
efetuada a implantacdo dos scaffolds no tecido subcutaneo. A sintese da pele foi
realizada utilizando padrdo de sutura simples interrompido com fio de nylon

monofilamentar, USP-1.

Ao término do procedimento, a ferida cirurgica foi submetida a higienizagdo com
gaze embebida em solugado aquosa de digliconato de clorexidina a 1%, seguida de
oclusao com curativo esterilizado. Os cuidados pés-operatorios incluiram a realizagéao
diaria de curativos, de modo semelhante ao protocolo adotado no pds-cirurgico
imediato, visando manter condicdes ideais para cicatrizagcao e prevenir complicacoes

infecciosas.

2.8 Pés-cirargico
Ap0s a intervengao cirurgica, realizou-se a avaliagao clinica. Os curativos pos-

operatérios e a avaliagdo das feridas foram analisadas macroscopicamente
diariamente durante 14 dias, até a remocado dos pontos de sutura cutanea.
Posteriormente, as avaliagcbes passaram a ser semanalmente ao longo de oito

semanas.

Essa abordagem permitiu a comparacgao direta das diferentes composigdes de
scaffolds em condig¢des fisioldgicas equivalentes, visando avaliar o desempenho e a

integracdo dos materiais em ambiente bioldgico controlado.

29 Avaliagao termografica
Os animais foram submetidos a avaliagéo termografica 24h (D -1) previamente

ao procedimento cirurgico. Sendo repetida 28°, 42° e 56° dias pods-implantagédo a

depende de cada grupo.

Para a analise termografica, os animais ficaram confinados em sala fechada e

climatizada (24 °C) por meio de equipamentos de ar-condicionado por 20 minutos, a
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fins de evitar efeitos ambientais externos sobre os animais, bem como padronizar as
analises. O curativo foi removido e a ferida cirurgica higienizada 30 minutos antes da

avaliacao.

Foi empregada a camera termografica infravermelha modelo T300® (FLIR
Systems Inc, EUA), com sensibilidade inferior a 0,1°C, emissividade de 0,98, faixa de
temperatura de -20 a 350°C e resolucdo de 140 x 140 pixels. Para a obtencao das
imagens termograficas, o aparelho foi posicionado a uma distédncia de 0,8 m,
perpendicular ao local da incisdo. As imagens foram analisadas utilizando o software
FLIR Tools (FLIR Systems Inc, EUA). Uma area de 7,2 cm? correspondente a regiao
de inflamacéao foi delimitada e avaliada. O software forneceu a temperatura média da

area analisada, sendo esse valor registrado para cada momento.

210 olea de amostras

4 ¢
’- -
R Sy By

Figura 3. Aremocéao dds scaffolds reéli‘zadé~nos d}as 28, 46 e 52 do procedimento apds a celularizagao
em bolsa subcutanea, grupo PLLA+OG (A) e PLA(B).

2.11 Avaliagao histopatolégica
As amostras teciduais foram meticulosamente dissecadas, fixadas em

formalina tamponada a 10% e submetidas a descalcificacdo. Posteriormente, as
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H/E) e pelo método Tricrobmico de

Masson. As imagens foram capturadas em microscopio Olympus BX53-P® (Olympus
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Life Science, Japao), utilizando o software cellSens Standard, com ampliagcées de 40x

(duas imagens), 200x (trés imagens) e 400x (seis imagens).

Posteriormente, as imagens foram analisadas e quantificadas quanto ao
infiltrado inflamatdrio, numero de fibroblastos, vasos e porcentagem de colageno total
(area) pelo programa de contagem de células ImagedJ (Software NIH Image, USA)
(Souza et al., 2020).

212 Mieloperoxidase (MPO)
A quantificagédo do infiltrado de neutréfilos nos enxertos foi realizada utilizando

a atividade da MPO como parametro. Amostras foram acondicionadas em microtubos
de 2,0 mL contendo 500 uL de tampao frio (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M e EDTA 0,015
M, pH 4,7) e homogeneizadas adequadamente. Apds centrifugacéo, os sedimentos
foram ressuspensos em tampao NaPO4 (pH 5,4) com 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Para o ensaio, adicionou-se 5,0 uL do sobrenadante
de cada amostra em uma placa de 96 pocgos; posteriormente, 25 pyL de 3,3',5,5-
tetrametilbenzidina (TMB; Sigma-Aldrich, Cat.: T2885) e 100 yL de H202 foram
acrescentados aos pocos. A reacdo foi interrompida com acido sulfurico 4 M e as
leituras realizadas em leitor de placas iMarkTM (Bio Rad, EUA) a absorvancia de 415
nm. Os resultados foram expressos em densidade optica (DO) de tecido MPO/mg,

conforme descrito por Cassini-Viera et al. (2015).

2.13 N-acetilglicosaminidase (NAG)
Este teste foi realizado para determinar a infiltragdo de macrofagos a partir do

sobrenadante das amostras dos enxertos colonizados. Foram utilizados 3,0 uL do
sobrenadante macerado, em duplicata, em placas de 96 pogos com 22 pL de tampao
NaPO4 (pH 5,4) contendo 0,5% de HTAB (Sigma-Aldrich, Cat.: H9151). Em seguida,
foram adicionados 30 pL de substrato NAG (p-nitrofenil-N-acetil-D-glicosaminida)
(Sigma-Aldrich, Cat.: N9373), diluido em 50 pL de tampao citrato/fosfato com pH 4,5.
As placas permaneceram incubadas a 37°C durante 1 hora; posteriormente, foram
adicionados 50 pL de tampao de glicina 0,2 M (pH 10,4). A absorbancia foi
determinada por meio de leitor de placas de 96 pogos (iMarkTM, Bio Rad, EUA) a 450
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nm. Os resultados foram expressos em densidade 6ptica (DO) de tecido NAG/mg
(CASSINI-VIERA et al., 2015).

2.14 Hidroxoprolina (HO-Pro)
A hidroxoprolina foi quantificada a partir de fragmentos de amostras coletadas

dos scaffolds, que foram secas e desidratadas em banhos de acetona durante 48
horas, com trocas a cada 24 horas, e posteriormente em cloroférmio-etanol (2:1) pelo
mesmo periodo e frequéncia de troca. Em seguida, as amostras foram secas por 2
horas em estufa a 60 °C, pesadas e hidrolisadas em HCI 6 N (1 mL/10 mg de tecido)
durante 4 horas a 130 °C. A quantificagdo da hidroxoprolina seguiu os métodos
descritos por Stegemann e Stalder (1967) e Jorge et al. (2008). A absorbancia das
amostras foi verificada a 550 nm utilizando leitor de placas (iMarkTM, Bio Rad, EUA),

com curva padrao entre 0,2 e 6,0 pg.

2.15 Glicosaminoglicanos (GAG)
Para a quantificagdo de GAG, utilizou-se o éter de azul de dimetilmetileno

(DMMB). O tecido foi submetido a desidratacdo em banho de acetona por 24 horas,
seguido de secagem em estufa a 37 °C por 2 horas. Apds pesagem, o material foi
digerido com papaina (20 mg/mL) em tampao fosfato de sédio 100 mM (pH 6,5),
contendo 40 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 80 mM de [-
mercaptoetanol, durante 24 horas a 50 °C. Em seguida, a papaina foi inativada em
banho de gelo por 5 minutos e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm. Foi
adicionado etanol as amostras e a precipitagdo ocorreu durante 12 horas. Apos nova
centrifugacédo a 10.000 rpm, o precipitado foi seco em estufa a 37 °C por 2 horas e
ressuspenso em 35 pL de agua, antes da quantificagdo do GAG sulfatado conforme
Farndale et al. 1986, com modificacées. A absorbancia foi medida a 540 nm em leitor
de placas (iMarkTM, Bio Rad, EUA), utilizando curva padrao entre 0,31 e 5,0 pg.
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2.16 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Fragmentos teciduais provenientes de dois animais por grupo, retirados da

regiao de lesdao (scaffolds implantados em subcutaneo), foram coletados,
armazenados e imersos em glutaraldeido, seguidos de banhos graduais em alcool
nas concentragdes de 70, 80, 90 e 100%. Posteriormente, os fragmentos foram secos
em estufa a 35 °C por 12 horas, montados em suportes e submetidos a pulverizagao
com ouro a vacuo. As superficies do tecido colonizado e a integragao entre polimero
e tecido foram avaliadas por meio de microscopia eletronica de varredura Zeiss LSM
880 (Carl Zeiss, GER), operando a 10 kV. Devido ao numero de amostras coletadas,

as analises foram restritas a descri¢ao das estruturas observadas.

217 Anadlise estatistica
Para avaliar a normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Os

resultados foram expressos como meédia e desvio padrdo para dados paramétricos.
Para analise dos dados nao pareados referentes a progressédo dos scaffolds em um
mesmo sitio de colonizacao, foram utilizados os testes one-way ANOVA ou Kruskal-
Wallis, seguidos do post hoc de Dunnett. Dados ndo paramétricos pareados,
considerando diferentes sitios de coloniza¢do avaliados no mesmo periodo e animal,
foram analisados pelos testes T ou Wilcoxon. Todas as analises estatisticas e a
elaboracdo dos graficos foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.1,

considerando-se valores de p < 0,05 como estatisticamente significativos.

4. RESULTADOS
Durante os procedimentos cirurgicos, nao foram observadas intercorréncias

nos parametros fisiolégicos dos caprinos como aferigdo da frequéncia cardiaca (FC;
batimentos por minuto), frequéncia respiratéria (fr; movimentos respiratérios por
minuto), tempo de preenchimento capilar (TPC), coloragdo das membranas mucosas,
temperatura retal (°C) e verificagdo dos movimentos ruminais permaneceram dentro

dos limites considerados normais e nao foi registrada redugdo no consumo alimentar.
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Durante a avaliagdo macroscopica, nao foram observadas diferengas na
quantidade de tecido adiposo ou tecido conjuntivo formados ao redor dos scaffolds

(Figura 4).

28° dia Pl 42° dia PI 56° dia Pl

OG+PLLA

PLA

Figura 4. Scaffolds de OG+PLLA e PLA ex situ. Scaffold (seta preta), fibrose (seta branca)
e tecido adiposo (setas amarelas).

O tempo de cicatrizagao de pele entre o grupo OG+PLLA e PLA foram iguais,
assim como o crescimento de pelos na area da cirurgia € ndo ocorreram processos

infecciosos ao longo do experimento (Figura 5).
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28° dia P1 42° dia PI 56° dia PI

OG+PLLA

PLA

Figura 5. Evolugédo da ferida cirirgica, em dias, apos a implantagdo dos scffolds de
OG+PLLA e PLA, no subcutaneo dos caprinos.

Durante as avalia¢des histopatoldgicas, houve elevagdao no numero de células
do grupo OG + PLLA no 28° dia. Seguido pelo aumento no grupo PLA no 42° e 56°
dia, ndo foram notadas diferencas significativas a ponto de causar inflamagao
periférica severa (Figura 6 B). A resposta das células de defesas frente ao corpo
estranho foi branda, visto que infiltrado neutrofilico quantificado pela MPO (Figura 6
C), e o infiltrado macrofagico determinada pela NAG (Figura 6 D), ndo denotaram

alteragdes significativas em nenhum dos grupos.
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Figura 6. Fotomicrografia de HE de tecido neoformado interno as
scafforlds com aumento de 40 (escala 60 um) e 400 x (escala 600
pm) células inflamatérias (seta verde), fibroblastos (setas
amarelas), vasos (setas vermelhas), area de linfociderina (setas
azuis), polimero (*) (A). Média de células infamatérias apds a
retirada dos scaffolds de Grafeno e PLA do subcutaneo de 15
caprinos (B). Analise do infiltrado de neutrofilo (C). Analise da
infiltragdo macrofagica (D). Foram realizados testes de Kruskal -
Wallis para dados ndo pareados e testes T/Wilcoxon para dados
pareados. Letras acima das barras dos araficos das mesmas cores.
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Nas avaliagbes de angiogénese, nao foram observadas diferencas
estatisticas na média dos vasos sanguineos entre os grupos. Contudo, verificou-se
aumento no numero de vasos no grupo OG + PLLA, seguido de redugdo no grupo
PLA no 28° dia. Posteriormente, ambos apresentaram elevagao no numero de vasos
aos 42 e 56 dias (Figura 7 A).
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Em relagdo ao fator de crescimentos endotelial vascular (VEGF), houve
diferenga estatisticas entre os grupos no 28° e 42° dia, o grupo OG+PLLA apresentou
maior porcentagem na quantidade de vasos por area (Figura7 B) .  Também  foi
possivel notar diferencga significativa intragrupos quando comparado os resultados dos

dias 28 e 42, onde houve elevagéo de ambos 0s grupos.
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Figura 7. Média de vasos sanguineos margeando os scaffolds em relagdo ao tempo de
permanéncia no sitio de implantacéo (A). Porcentagem de fator de crescimento vascular
por area (B). Seccgdes histolégicas marcada com anti VEGF, com aumento de 400 x em
ares coradas com DAB (C). Foram realizados testes de Kruskal -Wallis para dados néo
pareados e testes T/Wilcoxon para dados pareados. Letras acima das barras dos graficos
das mesmas cores, assim como * correspondem a p < 0,05.
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Ao longo das avaliagdes termograficas (Figura 8A), observou-se variagdes
fisiolégicas pelo processo inflamatdrio cardinal de calor. No 28° dia nota-se pontos
centrais de coloragdo amarelada nos dois grupos, indicando uma redugéo de calor, a
partir, do 42° dia surgem pontos mais acentuados de redugéo de calor no grupo PLA
comparado OG+PLLA e no dia 56 ocorre um leve aumento de temperatura no grupo

PLA. Mesmo com essas oscilagbes nao foram encontradas diferengas estatisticas

entre os grupos (Figura 8B).
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Figura 8. Imagem do termégrafo apds 28°, 42° e 56 ° dias apds a implantagdo dos
scaffolds(A). Média de temperatura na regido dos scaffolds (D-1; D28; D42; D56).

Por meio da microscopia eletrbnica de varredura foi possivel analisar as
ultraestruturas da superficie dos tecidos, com qualidade de defini¢ao para as fibras de
colagenos (Figura 9). Observou-se, biocompatibilidade satisfatoria para ambos os

nanocompaositos, pois foi observada adesao e crescimento celular, com distribuigao
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equanime em toda a superficie dos scaffolds, com preservacdo da camada

subcutanea.
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Figura 9. Imagens de microscopia eletronica de varredura de scaffolds (seta azul),
colonizados por fibras colagenas densa e compacta, volumosa e espessa, observadas em
ambos os polimeros (seta amarela).

Durante as avaliagdes histomoformétricas referente a presenca de
fibroblastos (Figura 10A), foram encontradas diferencas no 28° dia de celularizacao,
quando comparando os polimeros. O PLA apresentou melhor desenvolvimento
celular, neste periodo. Contudo, apds o 42° dia pdés-implantagdo, observou-se,
melhoria na taxa de crescimento celular também para o OG+PLLA, com maior
concentracdo de novas células observado ao 56° dia. Durante o processo de
celularizagao, tanto os scaffold de OG+PLLA quanto os de PLA favoreceram a
migragao fibroblastica e diferenciagdo para miofibroblastos, com formagao de capsula

fibrosa em torno dos scaffolds.

Adicionalmente, na porgéo inferior do scaffolds em contato com a musculatura
intercostal, houve aderéncia a musculatura. A partir do contato da face superior dos
scaffolds com o tecido conjuntivo foi possivel observar aumento na deposi¢cado de

tecido adiposo em torno dos scaffolds. Tais caracteristica foram encontradas em
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ambos os polimeros avaliados, compativeis com as caracteristicas do microambiente

de bolsa de subcutaneo.

A avaliacdo de deposicdo de colageno pela coloragdo de Tricrbmico de
Masson mostrou evolugao continua e espessamento das fibras de colageno. Os
resultados encontrados pela colagdo estdo de acordo os resultados encontrados na
quantificacdo enzimatica de hidroxiprolina. Em ambos os testes, ndo foram
encontradas diferencas entre os polimeros, mas sim, entre 28° e o 56° dia,
intragrupos, tanto para o OG+PLLA, quanto para o PLA. Ja em relagdo a
quantificacdo de glicosaminoglicanos de base nao sulfatadas (Figura 10E), foram
notadas diferengas somente no 42° dia, onde houve elevagéo do grupo OG+PLLA

quando comparado ao PLA.



25

>
w

3 OG+PLLA = PLA

*
@ 1507 |~ b &
g T 0 B .
- g T
7] © =
2 & = 40
@ 100 g
36 8 304 a

c a
= [
& 2 20
(] 50 —
© o
.9 g 10_
A °
\@ ®
= 9 ENI
28° dia Pl 42° dia PI 56° dia Pl 28° dia PI 42° dia PI 56° dia Pl

dia PI

OG+PLLA

E

o =
o 15 b o 600
8 8 *
6 b 2 T
3 2
2107 B 400

Q
3 P
2 >
2 54 a a S 200

==
Q0 0 o

28° dia Pl 42° dia Pl 56° dia Pl 28° dia Pl 42° dia Pl 56° dia Pl

Figura 10. Média de fibroblastos(A). Média de colageno total (B). Fotomicrografia de
coloragéo especial de Tricromico de masson com aumento de 400 x (escala 600 ym) (C).
Producéo do colageno (D). Analise de glicosaminoglicano (E). Foram realizados testes de
Kruskal -Wallis para dados nao pareados e testes T/Wilcoxon para dados pareados. Letras
acima das barras dos graficos das mesmas cores, assim como * correspondem a p < 0,05.
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Durante as avaliacbes relacionadas ao metabolismo e morte celular, ndo
foram notadas diferengcas estatisticas entre os grupos, ocorreu redugdo na
porcentagem de citocinas proé-inflamatérias do grupo OG + PLLA com aumento do
grupo PLA no 28° dia, seguido por diminuigdo no 42° dia. Foram notadas diferengas
significativas intragrupos quando comparado os dias experimentais D28 e D56 (Figura
11 A).

Em relacdo ao crescimento e diferenciagdo celular ndo houve diferenca
significativa entre o grupo OG+PLLA comparada ao grupo PLA. Houve diferenca
estatisticas dentro do grupo OG+PLLA quando comparados os dias D28 e D42 (Figura
11 B).
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Flgura 1. Porcentagem de marcadores de fator de necrose tumoral (A) Secgoes de
imunohistoquimica marcada por TNFa em aumento de 400 x (B). Secc¢des de imunohistoquimica
marcada por TGF-B1 em aumento de 400 x (C). Fotomicrografia de coloragdo especial de
marcadores de fator de crescimento transformador beta 1 (B). Ambos com aumento de 400 x
(escala 600 pm).
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5. DISCUSSAO
A termografia foi utilizada para analisar a biocompatibilidade e biodegradacao

de uma mistura imiscivel de PLA e de PLA/PCL compatibilizada por poli(e-
caprolactona-b-tetrahidrofurano) em equinos durante 24 semanas (Carvalho et al.,
2020) e em caprinos para tratar fraturas mandibulares com OG+PLLA em comparagéo
com placas de titdnio pelo periodo de 45 dias (Silva et al., 2024). Nos estudos
mencionados, assim como neste trabalho, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os polimeros ou nos diferentes periodos de avaliagéo.

A associagcao de compostos de 6xido de grafeno em scaffolds proporcionou
distribuicdo mais ampla e uniforme de poros estruturais, quando comparada ao grupo
controle, sem oOxido de grafeno. Deste modo observou-se melhores taxas de
proliferagdo celular, angiogénese e transportes de nutrientes (Ni et al., 2024,
Vlasnceanu et al., 2025). Nesse sentido, no que diz respeito a integracao entre o
tecido dos caprinos e o biomaterial, embora nao tenha sido quantificada, notou-se que
0 OG + PLLA apresentou maior integracéo de tecido neoformado, em comparagéo ao
PLA, sendo atribuido principalmente a porosidade dos scaffolds de OG + PLLA.
Diferindo da formagao do tecido adiposo ao redor dos scaffolds ex situ, onde os
infiltrados adiposos estavam distribuidos por todas as paredes dos scaffolds em ratas
(Gerges et al., 2021), assim como nos caprinos. Deste modo, evidencia-se que a
presenca de tecido adiposo ndo esta vinculada a composig¢ao dos scaffolds, mas sim

a configuragao estrutural destes.

Um dos principais desafios associados aos enxertos teciduais refere-se a
insuficiéncia de vascularizacdo pods-transplante. Nesse contexto, Tamplenizza et al.
(2015) observaram aumento significativo na angiogénese em scaffolds
microcanalizados em comparagado aos nao microcanalizados, diferindo do presente
estudo devido a equivaléncia estrutural entre os grupos analisado. Notou-se que o
grupo OG+PLLA apresentou maior densidade vascular em relagdo ao PLA nos dias
28 e 42, sugerindo que essa associagdo possa potencializar o processo de
angiogénese. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2025), que
relataram marcagéo mais pronunciada no grupo OG+PLLA quando comparado ao

grupo controle. Esses resultados destacam a relevancia da vascularizagao para a
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integracao eficiente do biomaterial e a manutencao da viabilidade celular no sitio do

implante.

Além disso, observou-se que o aumento do tempo de celularizagao esta
associado a formacao de uma capsula fibrosa mais espessa. Em consonancia com
essa tendéncia, verificou-se incremento continuo na deposicdo de colageno,
confirmado, tanto pela analise histopatologica, quanto pela quantificagcdo enzimatica
de hidroxiprolina neste estudo, corroborando os achados de Carvalho et al. (2020).
Foi observada elevacgéo na expressao de TGF-1 no grupo OG+PLLA e este aumento
pode estar relacionada a resposta do microambiente a porosidade proporcionada pelo
grafeno. Ja a quantificagdo de glicosaminoglicanos nao sulfatados evidenciaram
diferengas significativas entre os polimeros avaliados apenas no 42° dia apos a
cirurgia. Isso pode ter ocorrido pois a sintese das Gag’s ndo segue um padrao

sequencial.

Embora o PLA tenha apresentado resultados superiores na quantificacao
enzimatica da mieloperoxidase oxidativa no 56° dia pods-implante, outros ensaios
envolvendo a aplicagao in vivo de PLA nao evidenciaram citotoxicidade (Carvalho et
al., 2021; Zhao et al., 2024). Em contrapartida, a citotoxicidade do éxido de grafeno
foi associada principalmente a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
danos ao DNA (Han et al., 2014; Gies e Zou, 2018). No entanto, estudos utilizando
OG/PLLA nas mesmas concentragcdes deste trabalho, tanto in vitro com células
humanas (Silva et al., 2022) quanto in vivo por via intramuscular em ratos (Silva et al.,
2023), ndo relataram comportamentos citotoxicos, corroborando os achados deste

ensaio.

Yunus et al. (2021) relataram que o éxido de grafeno pode comprometer as
células por meio de fagocitose ou lesédo direta a membrana, resultando em processos
inflamatorios, disfungdes mitocondriais e morte celular. Entretanto, os dados obtidos
neste estudo apresentaram resultados contrarios, uma vez que foi observada a
diminuicdo dos marcadores no grupo OG+PLLA, indicando um microambiente
favoravel a regeneracgéao celular. Silva et al. (2025) descreve a auséncia de sinais de
rejeicdo, exsudato ou alteracdes relevantes no local de implantacdo dos scaffolds
quando comparados entre grupos tratados e controle, resultado semelhante ao
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observado nos grupos OG+PLLA e PLA deste trabalho. Além disso, as diferengas
intragrupo identificadas entre os dias 28 e 56 sugerem que a resposta inflamatoria é

dinamica e depende do tempo de degradacgao e da interagao celular com o biomaterial.

6. CONCLUSAO
Ambos os materiais promoveram adeséao e proliferacdo celular, estimulando a

deposig¢ao gradual de colageno e formacao de capsula fibrosa, sem induzir resposta
inflamatdria significativa. O OG+PLLA demonstrou vantagens iniciais quanto a
celularizagéo e angiogénese, evidenciadas por maiores niveis de VEGF, enquanto o
PLA apresentou resultados positivos em fases posteriores, sendo igualmente eficiente
a longo prazo. Tais polimeros revelaram potencial para aplicagbes em engenharia
tecidual, destacando-se o OG+PLLA pela antecipacdo de eventos celulares e

vasculares criticos na integragcédo do implante.
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