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Pereira KA. Fibra de carbono em defeitos ésseos de tamanho critico: estudo in vivo
em ratos [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Materiais a base de carbono tém sido utilizado em varias areas como quimica,
engenharia, ciéncia dos materiais, ciéncias biomédicas, entre outras. Além disso, por
serem quimicamente estaveis, mecanicamente fortes, acessiveis economicamente, e
biologicamente compativeis, chamaram a atencdo como material de arcabouco para
a engenharia tecidual éssea. Assim, o presente estudo teve como obijetivo principal
avaliar a fibra de carbono obtida a partir de fibra PAN téxtil, nas suas diferentes formas,
com vistas a obtencdo de scaffolds como potencial enxerto 6sseo sintético. Foram
utilizados 34 ratos adultos (Rattus norvegicus, variacao albinus, Wistar), e realizados
dois defeitos 6sseos criticos na calvaria de cada animal com 5 mm de didmetro. Vinte
e quatro animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: Defeito 6sseo + coagulo
sanguineo, Defeito 6sseo + Feltro Fibra de Carbono Néo Ativado (FFCNA), Defeito
0sseo + Feltro Fibra de Carbono Ativado (FFCA), Defeito 6sseo + Feltro Fibra de
Carbono Ativado com Prata (FFCAAQ), e foram observados por periodos distintos de
15 e 60 dias para analise histomorfométrica e micro CT. Dez animais foram divididos
aleatoriamente nos mesmos 4 grupos para aplicacdo de marcadores fluorocromaticos
e andlise de aposicdo mineral (em andamento). Apés o periodo de observacédo dos
subgrupos, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestesia geral. Em
seguida, as calvarias foram removidas para as analises. Na avaliacdo dos dois
periodos (15 e 60 dias), o FFCNA mostrou-se melhor para os parametros de Area de
Neoformacdo Ossea, Area de Neoformacdo Lamelar e Area de Neoformacéo
Intramembranosa. Em 60 dias, o grupo FFCNA apresentou maior volume ésseo,
volume tecidual e maior numero de trabéculas, mostrando-se um material sintético
promissor como scaffold para regeneracéo éssea.

Palavras-chave: Fibra de Carbono. Regeneracdao 0ssea. Materiais biocompativeis.
Engenharia tecidual.



Pereira KA. Carbon fiber in critical size bone defects: an in vivo study in rats
[dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

Carbon based materiais have been used in some areas like chemistry, engineering,
materials science, biomedical science, among others. In addition, because they are
chemically stables, mecanically strongs, economically acessibles, and biologically
compatibles, they have drawn attention as a scaffold material for bone tissue
engineering. Thus, the present study had a main objetive to evaluate the carbon fiber
obtained from textile PAN fiber, in its diferents forms, as a scaffolds potential synthetic
bone. Thirty four adult rats was used (Rattus norvegicus, albinus variation, Wistar),
and two critical bone defects was made with 5mm in diameter. Thenty for animals was
ramdoly divided in 4 groups: Bone deffect + blood clot; Bone deffect + Unactivated
Carbon Fiber Felt (FFCNA); Bone deffect + Activated Carbon Fiber Felt (FFCA); Bone
deffect + Carbon Fiber Felt Activated with Silver (FFCAAQg), and was observed for
different periods of 15 and 60 days for histomorfometrical analisys and micro CT. Ten
animals was ramdoly divided in the same four groups for aplication of fluorochromatic
markers and mineral apposition analisysis (in progress). After the observation period
of the subgroups, the animals was euthanized by general aneshtesia overdose. Then,
the calvarias was removed for the analysis. In the evaluation of the two periods (15
and 60 days), the FFCNA was better for the parameters of Bone Neoformation Area,
Lamelar Neoformation Area and Intramembranous Neoformation Area. In 60 days, the
FFCNA group presented higher bone volume, tissue volume and higher number of
trabeculae, showing a promising synthetic material as scaffold for bone regeneration.

Keywords: Carbon Fiber. Bone regeneration. Biocompatible materials. Tissue
engineering.
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1 INTRODUCAO

O osso é uma estrutura hierarquicamente organizada, que realiza as principais
funcdes fisioldgicas e estruturais, desempenhando assim, um importante papel nos
seres vertebrados, porém, pode facilmente ser comprometido (Olszta et al., 2007). No
entanto, microfraturas podem ser curadas sem que haja a percepc¢éo do individuo,
devido a capacidade de autocura do osso (Peng et al., 2020). Entretanto, em se
tratando de defeitos de larga escala, ndo ocorrerd a reparacdo completa da fratura
(Schemitsch, 2017). Os defeitos 6sseos tém etiologia variada. Alguns fatores podem
estar associados, tais como: periodontite, conhecida como o principal fator etioldgico
da perda 6ssea alveolar, além de trauma, tumores, reabsorcéo pos extracao dentéria,
osteomielite, e medicamentos que podem causar necrose do 0sso mandibular (Tlz et
al., 2019). Os defeitos de tamanho critico ndo tém uma unica definicdo, mas no geral,
podem ser considerados defeitos que apesar da estabilizacao cirtrgica, ndo reparam
espontaneamente e requerem intervencao cirdrgica adicional, como enxertos 6sseos
(Keating et al., 2005).

O osso autégeno tem sido reconhecido como o padrao-ouro para 0 enxerto
0sseo, fornecendo células osteogénicas, matriz extracelular, e sinais moleculares
para a inducdo e diferenciacdo d6ssea (Khouri et al., 1996; Springfield, 1992). As
vantagens dos enxertos autdégenos sdo: osteoconducdo, osteoinducdo e efeitos
osteogénicos que promovem elevado potencial regenerativo (Klijn et al., 2010).
Porém, a remocdo de enxertos autégenos implica em um segundo sitio cirdrgico
doador e aumenta a morbidade do paciente (Chaushu et al., 2009; Sbordone et al.,
2009). Um dos enxertos que apresenta o melhor resultado, juntamente com uma boa
documentacéo clinica, € o xenoenxerto Bio-Oss®, que € uma matriz mineral 6ssea de
origem natural, porosa e bovina, que oferece excelente compatibilidade com a matriz
0ssea humana, e estimula a osteogénese devido a compatibilidade que oferece. E
deve-se notar que o 0sso criado pelo enxerto Bio-Oss® nao € reabsorvivel (Li et al.,
2017; Oliveira et al., 2015). Sendo assim, algumas estratégias alternativas, como 0s
substitutos 0sseos, utilizando engenharia tecidual podem ser utilizados para a

reconstrucdo 6ssea.



13

Engenharia tecidual € a combinacdo do uso de materiais e células para
substituir o tecido biolégico ou melhora-lo (Yu et al., 2018). Seu principal objetivo por
meio da modelagcdo de estruturas biologicas com a finalidade de construir 6rgaos
artificiais, € superar a dificuldade dos transplantes existentes. Para fabricar
arcaboucos, os pesquisadores utilizam materiais sintéticos ou recursos naturais. Além
disso, esses arcaboucos ndo devem exacerbar a resposta imune, e a resposta
inflamatdria, e devem ser biocompativeis. Ademais, da mesma maneira, € necessario
compatibilidade com o ambiente encontrado no corpo do individuo e com seus tipos
especificos de células (Gomes et al., 2017; Murdock, Badylak, 2017).

Vérios biomateriais para engenharia tecidual 6ssea foram desenvolvidos, como
o colageno, hidroxiapatita (HA), e fosfatos tricalcicos, no entanto, eles sdo incapazes
de atender a demanda clinica, tendo em vista que possuem rapida taxa de
degradacédo, e propriedades mecanicas insuficientes (Van Der Stok et al., 2011).
Materiais a base de carbono tem sido utilizado em varias areas como quimica,
engenharia, ciéncia dos materiais, ciéncias biomédicas, entre outras. Além disso, por
serem quimicamente estaveis, mecanicamente fortes, acessiveis economicamente, e
biologicamente compativeis, esses materiais chamaram a atencdo como material de
arcabouco para a engenharia tecidual 6ssea (Peng et al., 2020). Para fornecer espaco
para adesdo e migracdo celular, além de formacdo tecidual, os arcaboucos
normalmente precisam de uma estrutura tridimensional (3D) (Correa-Duarte et al.,
2004; Crowder et al., 2013). O grafite e o diamante sdo os materiais 3D a base de
carbono mais conhecidos, porém eles ndo foram estudados como arcaboucos de
engenharia tecidual 6ssea devido a sua falta de poros. O que torna-se um fator
importante, devido ao fato de que a estrutura deve conter uma certa quantidade de
poros para ocorrer adesao e proliferacédo celular, e diferenciacdo osteogénica para
funcionar como arcaboug¢o na engenharia tecidual 6ssea (Roseti et al., 2017).

Comparado a outros tipos comuns de carbono, a fibra de carbono ativada
(FCA) possui caracteristicas especiais. Ela proporciona uma capacidade alta e rapida
de adsorcédo para componentes especificos, como ions, metais ou componentes
organicos, devido ao fato destes possuirem pequenas dimensdes, e pelo fato da FCA
ter estruturas de poros bem definidas (Botanni, Tascon, 2005; Marsh, Reinoso, 2000).
Devido ao fato da estrutura desses poros e de sua arquitetura serem formados

diretamente na superficie por uma grande quantidade de microporos, a FCA tem um
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mecanismo de adsorcdo rapido e menos energético, principalmente para gases
(Mochida et al., 2000). A obtencéo da FCA é feita a partir de fibora PAN (polimero de
poliacrilonitrila) téxtil que passa por processo de carbonizagdo e ativagcao para a
producdo do feltro fibra carbono ativado (FFCA) (do Amaral Junior et al., 2017;
Marcuzzo et al., 2016).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar a fibra de
carbono obtida a partir de fibra PAN téxtil, nas suas diferentes formas de
apresentacdo, com vistas a obtencdo de scaffolds como potencial enxerto 6sseo

sintético.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a fibra de carbono obtida
a partir de fibra PAN téxtil, nas suas diferentes formas de apresentacdo, com vistas a

obtencéo de scaffolds como potencial enxerto 6sseo sintético.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a neoformagédo 6ssea por meio das andlises histomorfométrica e

microtomografia computadorizada tridimensional (microCT)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparacao da fibra de carbono e ativagao

As fibras PAN téxtil sdo utilizadas como precursoras de fibras de carbono, e da mesma
maneira, como matéria-prima da industria téxtil. Elas se apresentam em uma espécie
de manta de cor esbranquicada, que foram recortadas em seu devido formato. As
fiboras PAN de 5.0 dtex em cabo de 200 mil filamentos foram oxidadas termicamente
e utilizadas como matéria prima para a producao de feltro. A matéria prima (feltro de
fibra PAN oxidada) foi colocada em um porta amostra, especialmente desenhado, e
inserido em um forno tubular elétrico para carbonizagéo (900 °C) e em seguida foi

ativado em atmosfera de CO2 a 1000°C durante 50min (Figura 1).

Figura 1 - Esquematizacdo do forno tubular elétrico onde sera inserido a porta amostra

contendo a matéria prima que passara pelo processo de carbonizacgéo e ativacao

Forno
Tubo de quartzo
[ romaeme ]|
i - L)
Saida de gas gas

Porta amostra

Fonte: Imagem adaptada de Marcuzzo et al., 2016.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é possivel observar que o feltro
fibra carbono ativado (FFCA) possui estrutura bidimensional desordenada como é
ilustrado na figura 2A, suas fibras tém cerca de 10-15um de diametro (Figura 2B). Na
adsorcdo de gés nitrogénio foi indicado que a superficie das fibras € povoada por
microporos, sendo sua grande maioria dimensionados em torno de 1,2 nm, o diametro

maximo apresentado foi de aproximadamente 3,2 nm. Com relacéo a sua capacidade
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de adsorcao pelo iodo e pelo azul de metileno, a FFCA apresentou niveis maiores do
que os encontrados na literatura, sugerindo maior eficiéncia para pequenos

compostos moleculares (Marcuzzo et al., 2016).

Figura 2 — Analise microscopica do FFCA

T. - -' = ' P .. ! "
, & ' - e : A &

. ’ A - A \
SEM HV: 20.0 kV | I“||||||| : Det: SE VEGA3
WD: 17.35 mm SEM MAG: 200 x 200 pm WD: 17.35 mm SEM MAG: 1.00 kx 50 pm

Legenda: a) MEV da estrutura dos filamentos do FFCA,; b) detalhe das fibras ativadas do FFCA.
Fonte: Imagens adaptadas de Marcuzzo et al., 2016.

Para a preparacéo do feltro fibra de carbono ativado com prata (FFCAAgQ), o
FFCA foi imerso em uma solugdo aquosa de nitrato de prata (2g L-1 de AgNO3) até
saturar a adsorcao, durante 24 horas. A amostra foi lavada com agua deionizada e
seca em estufa a vacuo a 50°C, formando um compdésito de prata no feltro fibra de
carbono ativado (Rodrigues et al., 2019). A adsorcdo de prata ocorre em toda a
superficie das fibras (Figura 3A), porém, as particulas de prata ndo sao uniformemente
distribuidas, observa-se que em regides especificas ocorre formagéo de aglomerados
de prata na superficie do FFCA (Figura 3B), o tamanho estimado do gréo de prata
formado na superficie da fibra de carbono é de 200 nm de diametro (Rodrigues et al.,
2019).
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Figura 3 — Analise microscopica do FFCAAg
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Legenda: a) MEV representando a distribuicdo das particulas de prata nas fibras do FFCAAg; b) detalhe
da superficie das fibras do FFCAAg
Fonte: Imagens nédo publicadas e cedidas de Marcuzzo et al., 2016

3.2 Modelo experimental in vivo

Todos os procedimentos in vivo foram realizados de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Experimentagédo Animal — CONCEA. Este estudo foi submetido ao Comité de Etica no
uso de animais — CEUA e aprovado protocolo n®15/2020 (Anexo A). A descrigao deste
trabalho seguiu as diretrizes do Animal research: Reporting in vivo experiments —
ARRIVE (Percie du Sert et al., 2020).

Foram utilizados 34 ratos adultos (Rattus norvegicus, variacéo albinus, Wistar),
com 90 dias de idade, peso aproximado de 300g, fornecidos pelo Biotério Central da
Unesp — Campus de Botucatu-SP. Os ratos foram armazenados em gaiolas
apropriadas e receberam dieta e agua ad libitum, e mantidos sobre temperatura de
23°C.

Para as analises de histomorfometria e micro CT 24 animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos (Figura 4): Defeito 6sseo + Coagulo sanguineo (C),
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Defeito 0sseo + Feltro Fibra de Carbono N&o Ativado (FFCNA), Defeito 6sseo + Feltro
Fibra Carbono Ativado (FFCA), Defeito 6sseo + Feltro Fibra de Carbono Ativado com
Prata (FFCAAg). Cada grupo foi subdividido de acordo com os periodos de
observacédo de 15 (Barbirato et al., 2018) e 60 dias (Rasouli Ghahroudi et al., 2014).
Foram realizados 2 defeitos por animal, de acordo com o principio dos 3R’s —
“‘Reduction” (Russell, Burch, 1959) sendo estes espécimes, utilizados posteriormente
para histomorfometria. Sendo assim, foram necessarios 6 animais para os grupos C
e FFCNA para o periodo de 15 dias e 6 animais para 0S mesmos grupos para o
periodo de 60 dias. Da mesma maneira ocorreu para os grupos FFCA e FFCAAg,
sendo 6 animais necessarios para o periodo de 15 dias e 6 animais para o periodo de
60 dias. Para a analise complementar dos marcadores celulares fluorocromaticos (em
andamento) foram utilizados 10 animais (Figura 4), totalizando 20 defeitos, alocados
aleatoriamente nos grupos mencionados acima, sendo realizados também 2 defeitos

por animal. Dessa forma, 5 defeitos por grupo foram analisados.



Figura 4 - Fluxograma dos animais em grupos e subgrupos
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(n=6 por (n=6 por a 12 dias) a 28 dias)
grupo) grupo)

Eutanasia Tetraciclina
60d (35 a 44 dias)

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Calculo Amostral

A partir de estudo anterior (Garcia et al., 2014) pdde-se obter a variabilidade
dos dados ao redor de 0.5 mm? para a area de neoformacédo 6ssea. Assim, com a
ajuda do programa Minitab (versdo 17.1, 2013) e do programa estatistico PIFACE
Russ Lenth (Softpedia, Bucharest, Romania) Russel V. Lenth (versédo 1.76, 2011) foi
realizado um estudo de poder de teste. Verificou-se que com n = 6 é possivel detectar

uma diferenca média do efeito “Tratamento” igual a 0.8 mm? com poder de 80%.
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3.4 Procedimento Cirargico

Para a realizagdo das cirurgias, os animais foram anestesiados com uma
solugao de 10 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Anasedan— Ceva Brasil), substancia
com propriedades sedativas e analgésicas, além de relaxante muscular e 100 mg/Kg
de cetamina base (Dopalen — Ceva Brasil), anestésico geral, via intramuscular. Os
animais foram eutanasiados por sobredose, em dose triplicada, da associacao de
Cetamina (Dopalen), e Xilazina (Anasedan)

Apos anestesia, foi realizada a tricotomia da regido superior da cabecga e
assepsia com clorexidina. Em seguida, uma incisédo longitudinal na pele, com cerca
de 1 cm foi feita ao longo da sutura sagital, expondo a calvaria. O periésteo também
foi incisado. Os tecidos moles foram afastados com o auxilio de afastadores de
tamanho adequado a regiao de trabalho.

Em cada animal foram realizados dois defeitos 6sseos de tamanho critico com
5 mm de didmetro (Calixto et al., 2011; Nagata et al., 2013), utilizando-se um motor
elétrico que permite velocidade controlada em 800 RPM e uma broca trefina sob
constante irrigagcdo com soro fisiolégico estéril. Durante o procedimento cirurgico
houve cuidado para evitar-se danos a dura-mater ou ao seio sagital superior. Em
seguida, utilizando-se ponta de ultrassom em forma de lamina (W1-0-CVDentus) em
um aparelho piezocirurgico (DentSurg CVDentus Sao José, SP, Brasil) sob irrigagao
constante foi confeccionada uma marcagao em formato de “L” a 2 mm da borda do
defeito no local correspondente ao seu maior diametro, a marcagao foi, entdo,
preenchida com amalgama. Apds essa etapa, o biomaterial foi colocado e as formas
de apresentacao (grupos) foram distribuidas aleatoriamente (Figuras 5A e 5B). O
tecido subcutaneo e a pele foram suturados com fio de seda 4,0 e foi administrada
uma medicacgéo analgésica (Tramal — 8mg/kg, via oral, a cada 12 horas por 5 dias).
Além do Pentabidtico 0,01 ml a cada 100g de peso vivo, via intramuscular, em dose
Unica imediatamente apos a cirurgia.

Em 15 e 60 dias os animais de cada grupo foram eutanasiados (Figura 6). Em
seguida, apos os testes de sensibilidade os animais foram decapitados pela guilhotina.

Por fim, a calvéaria foi removida para analise.
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Figura 5 — Imagens apos a realizacao dos defeitos e insercédo dos biomateriais

Legenda: a) defeitos realizados na calvéria, sendo o circulo vermelho o grupo C, circulo amarelo o
FFCNA; b) defeitos realizados na calvéria, sendo o circulo verde o FFCA e o branco FFCAAg
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 6 — Linha do tempo dos procedimentos experimentais

S oms
| | |

0 15 60
Cirurgia para Eutanasia Eutanasia
introdu¢dodos  (Dia C + 15) (Dia C +60)
biomateriais
(dia C)

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.5 Avaliacdo por microtomografia computadorizada tridimensional

Apés a eutanasia, os segmentos O0sseos foram mantidos em solucdo de
formalina tamponada a 10%, pH 7,0, por 48 h e depois transferidos para uma solucao
de etanol a 70%. Em seguida, as amostras foram submetidas & microtomografia

computadorizada tridimensional (microCT), utilizando-se o microtomografo SkyScan
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1172 (Kontich, Bélgica) (Figura 7). Os parametros utilizados para o escaneamento
foram os seguintes: Pixel da camera: 12.45; Voltagem: 65Kv, Amperagem: 385 uA; e
Filtro: Aluminio 1mm. As imagens geradas foram posteriormente reconstruidas,
espacialmente reorientadas e analisadas softwares especificos (NRecon / DataViewer
/ CTan, Skyscan, Aartselaar, Bélgica).

Foram realizadas as analises: volume 6sseo (BV), volume total tecidual (TV),
namero de trabéculas (Tb.N), espaco entre as trabéculas (Tb. Sp), volume total
tecidual (TV) usado pra calcular a fracdo de volume 6sseo (BV / TV), considerada a
regido circular de interesse (RCI), com 5 mm de diametro com espessura de 30 cortes
axiais com 18 ym de espessura. A partir do threshold utilizado nas analises (25-250
tons de cinza) dentro da RCI (Aroni et al., 2019). Essa analise foi realizada as cegas

por examinador calibrado e treinado.
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Figura 7 - microtomoégrafo SkyScan 1172 (Kontich, Bélgica) usado para a realizacao

das microtomografias

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6 Processamento histolégico

Para as analises histoldgica e histomorfométrica, a area operada foi fixada em
formol a 10% por um periodo maximo de 48 horas. Cada espécime foi catalogado. Em
seguida teve inicio o processo de descalcificacdo em acido férmico (Merck KGaA, em
Darmstadt, Alemanha) na concentracdo de 20% (Rasouli Ghahroudi et al., 2014).

Apods a descalcificagdo os espécimes foram embebidos em parafina.
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Os cortes foram realizados no sentido longitudinal das pecas assim que foi
observado o aparecimento de amalgama, sinalizando a regiao de maior didmetro do
defeito; os cortes tiveram espessura de 5 ym e foram realizados de forma semi
seriada.

No total, foram realizados cortes com 5 ym de espessura para confecg¢ao de
10 laminas, cada uma contendo pelo menos trés cortes seriados, em seguida, esses
cortes foram corados por hematoxilina-eosina e examinados em microscopia de luz
(Messora et al., 2008; Nunes et al., 2019). Para analise histomorfométrica apenas trés
das dez laminas de cada espécime foram selecionadas, e de cada uma dessas trés
laminas o melhor corte foi escolhido para a analise, por meio da observacao dos cortes
que estavam mais nitidos e com a regido de interesse do estudo bem delimitada,
totalizando trés imagens panoramicas para analise de cada animal. A captura de uma
imagens dos cortes foi a partir de uma camera digital AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss
Oberkdéchen, Alemanha) acoplada ao microscopio de luz Axiophot 2 (Carl Zeiss
Oberkdchen, Alemanha) que as transmite para o programa computacional AxioVision
Release 4.7.2. Um unico examinador fez a captura das imagens que receberam
cédigos e posteriormente foram analisadas por um outro examinador, permitindo o

cegamento dos dados.

3.7 Anélise Histomorfométrica

A analise histomorfométrica foi realizada por um Unico examinador
devidamente calibrado. Seis cortes foram selecionados e nesses cortes uma medida
foi tomada; apos 24h as medidas foram novamente tomadas, e foram submetidas ao
teste de correlagdo de Pearson por um segundo pesquisador, e o examinador foi
considerado calibrado quando atingiu pelo menos p=0,9 de concordancia entre 0s
exames. A anadlise foi realizada em aumento de X2.5. As medidas histomorfométricas
foram realizadas a partir de fotomicrografias montadas em forma de uma fotografia
panoramica onde foi possivel visualizar o defeito em toda a sua extensao. A analise
histomorfométrica foi realizada com utilizagado do programa computacional AxioVision

Release 4.7.2. O critério a seguir foi utilizado para padronizar a analise das imagens
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digitais (Messora et al., 2008): area total (em mm?) correspondente a area total do
defeito cirurgico original, determinada pela identificagdo das superficies externa e
interna do osso original da calvéaria e das bordas direita e esquerda do defeito cirargico
e, em seguida, conectando-os com linhas desenhadas de acordo com suas
respectivas curvaturas.

O osso imaturo recém-formado foi identificado pela borda do defeito adjacente
ao 0sso lamelar original. A area éssea recém-formada (em mm?) foi delineada dentro
da area total do defeito. A area total foi considerada 100% da area a ser analisada. As
areas de neoformacdo o6ssea dentro dos defeitos foram calculadas como uma
porcentagem da area total. O osso imaturo recém-formado foi identificado pelo
crescimento 6sseo no defeito adjacente ao osso lamelar original. As imagens
possuiram cédigos para a ndo identificacdo do grupo experimental ao qual pertencem,

possibilitando uma analise cega dos dados. Foram feitas as seguintes medidas:

a) Area total do defeito (AT): area total do defeito cirdrgico (mm?2).

b) Area de neoformacdo total (AN): proporcdo da area de neoformagao
ossea dentro dos limites determinados entre as bordas do defeito, em %.

c) Area de neoformacdo lamelar (ANL): proporcdo de neoformacdo éssea
em %, das bordas do lado direito e esquerdo.

d) Area de neoformagao intramembranosa (ANI): proporgdo de neoformagao
o0ssea em % na regiao central do defeito, separado do osso formado nas
bordas.

e) Distancia central entre as bordas de osso neoformado (MCL): medida
linear em mm da distancia remanescente entre as bordas de 0sso

neoformado.
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3.8 Andlise Estatistica

Para a andlise dos dados, foi efetuada a estatistica descritiva para se
estabelecer medidas de tendéncia central e de variabilidade. Em seguida, foram
analisados pela ANOVA 2 fatores, complementados pelos testes post-hoc, Tukey e

Sidak. O nivel de significancia adotado foi o valor convencional de 5%.
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4 RESULTADOS

Durante todo o estudo, 10 animais foram & 6bito, que ocorreram durante o ato
cirdrgico, provavelmente em decorréncia da medicacéo anestésica. Apos correcdo da
dose, ndo houve mais 6bito de animais. Um total de 5 animais foram pedidos a mais
além do namero inicial do estudo, devido ao 6bito de alguns, e foram submetidos ao
procedimento cirdrgico. Aqueles em que o procedimento cirdrgico foi bem-sucedido
apresentaram-se bem, e apos retornarem do efeito anestésico, mantiveram-se ativos
e com a alimentacdo dentro da normalidade. Visualmente nenhum sinal de dor foi
detectado. Decorridos os periodos de observacdo e eutanasia, as calvarias
permaneceram fixadas por 48h em formol 10%, e em seguida foram transferidas para

alcool 70% até a realizacdo da microCT.

4.1 Analise descritiva histolégica e da Micro-CT

Em 15 dias foi possivel visualizar no grupo C (Figuras 8A e 8E) o defeito em
toda a sua extensdo sem neoformacao 6ssea com as bordas do 0sso nativo com
nitidez, e a regido do interior do defeito mostrou-se ocupada por coagulo. Nos grupos
FFCNA, FFCA e FFCAAg foi possivel observar o defeito 6sseo preenchido pelo
biomaterial (Figuras 8B, 8C, 8D). As imagens obtidas por Micro-CT correspondentes
a estes sdo as figuras - 8F, 8G e 8H. No grupo FFCNA foi possivel observar pequenas
ilhas de matriz ostedide proximas as bordas do defeito (Figura 8B).

Aos 60 dias, no grupo C, foi possivel notar o defeito 6sseo preenchido por
tecido conjuntivo denso (Figura 9A). A imagem corresponde ao grupo C na analise
obtida por micro-CT é a figura 9E. Nos espécimes do grupo FFCA e FCCAAg (Figuras
9C, 9D), foi possivel notar novo osso formado proximo as bordas do defeito, ainda
com a presenca do biomaterial em seu interior. As imagens obtidas por Micro-CT
correspondentes a estes sao as figuras (9G e 9H). No entanto, ndo ha sinais de faixa
de osso neoformado ao longo da extensdo do defeito cirdrgico que indique seu

fechamento. Ja no grupo FFCNA (Figura 9B e 9F) a ponte de osso neoformado é
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evidente, proporcionando o fechamento do defeito cirdrgico quase em sua totalidade,
ha a presenca de biomaterial e neoformacao 6ssea que se estende para baixo das

bordas do defeito, permeando o biomaterial, de forma até mesmo ectépica.

Figura 8 - Espécimes do periodo de 15 dias; fotomicrografias da visdo panoramica do

defeito cirdrgico (coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original de X2,5)

Legenda: a) C; b) FFCNA; c) FFCA,; e d) FFCAAg. E defeito cirdrgicos reconstruidos por micro-CT
sendo e) C; f) FFCNA, g) FFCA,; e h) FFCAAg
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 9 - Espécimes do periodo de 60 dias; fotomicrografias da visdo panoramica do

defeito cirdrgico (coloracdo por hematoxilina e eosina, aumento original de X2,5)

Legenda: a) C; b) FFCNA; c) FFCA; e d) FFCAAg. E defeito cirdrgicos reconstruidos por micro-CT
sendo e) C; f) FFCNA,; g) FFCA; e h) FFCAAg
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Resultado da MicroCT

A microCT foi realizada na Faculdade de Odontologia de Araraquara — Unesp,
utilizando-se o microtomografo SkyScan 1172 (Kontich, Bélgica) (Figura 7). Apos o
recebimento das imagens, estas foram reconstruidas por meio do Software NRecon,
onde foi escolhida a area da reconstrucao (Figura 10A), e posteriormente delimitada
a principal area de interesse da analise (Figura 10B). Apds esse processo, foi utilizado
o software Dataviewer para delimitar os planos de orientacao, e realizacdo dos ajustes
das imagens (Figuras 11A, 11B e 11C). Posteriormente, o software CTAnN foi utilizado

para a selecdo das imagens e suas analises para obtencdo dos resultados.
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Figura 10 — Imagens da metodologia de reconstrucdo das calvarias apés a microCT

Legenda: a) delimitacéo da &rea de reconstrugdo, sendo as linhas vermelhas delimitando toda a area
a ser reconstruida e a linha verde centralizada entre as duas linhas vermelhas. b) por meio do
guadrado vermelho, sendo feita a delimitacdo da area de interesse

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 — Delimitacdo das areas de interesse na reconstrucdo das calvarias apos
analise por microCT

Legenda: a) delimitacéo da principal &rea de analise por meio do cruzamento das duas linhas em corte
no sentido coronal. b) delimitacéo da area de interesse no corte sentido transversal. c) delimitacdo da
area de interesse em corte no sentido sagital

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados das analises da MicroCT demonstrados a seguir foram obtidos a
partir de cinco espécimes de cada grupo para os periodos de 15 dias e 60 dias.
Os valores absolutos de média e desvio padrdo estdo apresentados nas

tabelas 1 e 2, respectivamente:
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Tabela 1 — Valores absolutos de média e desvio padrdo dos dados obtidos por

microCT a partir dos espécimes para o periodo de 15 dias

Parametros C 15d FFCNA 15d FFCA 15d FFCAAg 15d
BV (mm?3) 0.78 £ 0.38 2.34+£0.51 0.81+0.57 1.23+0.92
TV (mm?) 20.46 + 4.98 31.45+9.51 25.04 £+ 5.57 29.35+5.38
BV/TV (%) 3.80x1.62 8.03+3.04 2.98 +2.04 4,18 + 3.25
Tb. N (mm-?) 0.33x0.11 0.49+0.15 0.25+0.15 0.28 £0.20
Tbh. Sp (mm) 0.62 £ 0.13 0.88 + 0.27 0.72+0.15 0.83+0.14

Legenda: Dados obtidos por MicroCT para o periodo de 15 dias, avaliando os seguintes parametros:
volume total 6sseo (BV); volume total tecidual (TV); fracdo de volume ésseo/volume tecidual (BV/ITV);
namero de trabéculas (Tb. N); e 0 espaco entre as trabéculas (Tb. Sp).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 2 — Valores absolutos de média e desvio padrdo dos dados obtidos por

microCT a partir dos espécimes para o periodo de 60 dias

Parametros C 60d FFCNA 60d FFCA 60d FFCAAg 60d
BV (mm?3) 3.75x0.60 10.18 £1.92 1.60+1.87 2.31+2.70
TV (mm?) 24.49 +5.73 43.43 £ 3.40 24.06 + 4.83 27.33 £ 6.98
BVITV (%) 15.95 + 3.17 23.48 +4.16 8.17 £ 10.16 7.73 £9.03
Th. N (mm-1) 0.69+0.12 1.05+£0.22 0.36 £ 0.42 0.33+0.38
Th. Sp (mm) 0.66 £ 0.13 0.91+0.15 0.68 +£0.12 0.80+0.19

Legenda: Dados obtidos pelas andlises do MicroCT para o periodo de 60 dias, avaliando os seguintes
parametros: volume total 6sseo (BV); volume total tecidual (TV); fragdo de volume dsseo/volume
tecidual (BV/TV); nimero de trabéculas (Tb. N); e o0 espaco entre as trabéculas (Th. Sp).

Fonte: Elaborada pelo autor.

As diferencas estatisticas significativas obtidas pela analise estatistica
inferencial estdo descritas a seguir:

Em 15 dias, para os parametros avaliados, todos os grupos apresentaram
resultados estatisticamente semelhantes entre si.

Em 60 dias, BV (C vs. FFCNA, p<0,0001, FFCNA vs. FFCA, p<0,0001, FFCNA
vs. FFCAAg, p<0,0001), TV (C vs. FFCNA, p<0,0001, FFCNA vs. FFCA, p<0,0001,
FFCNA vs. FFCAAg, p<0,0001) o grupo FFCNA apresentou diferenca estatistica

significativa em relacdo aos outros grupos (Figuras 12 e 13). Para os parametros
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BV/TV e Th. N, o grupo FFCNA apresentou diferenca estatistica significativa em
relacdo aos grupos FFCA e FFCAAg (p<0,0001), mas nédo em relacdo ao grupo C
(Figuras 14 e 15). J& para o parametro Th. Sp, os grupos nédo apresentaram diferenca

estatistica significativa entre si.

Figura 12 - Dados obtidos por MicroCT para os grupos de 15 e 60 dias, avaliando

Volume 6sseo (BV)
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I = 60d
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Legenda: Diferenga inter e intragrupos para C (*) e FFCNA (8).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Dados obtidos por MicroCT para os grupos de 15 e 60 dias, avaliando

volume total tecidual (TV)
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Legenda: Diferenca intergrupos para FFCNA (8).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 14 - Dados obtidos por MicroCT para os grupos de 15 e 60 dias, avaliando

volume 6sseo/fracao de volume 6sseo (BV/TV)
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Legenda: Diferenca inter e intragrupos para C (*) e FFCNA (8).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 15 - Dados obtidos por MicroCT para os periodos de 15 e 60 dias, avaliando

namero de trabéculas (Th.N)
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Legenda: Diferenca intra e intergrupos para FFCNA (8).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Analise Histomorfométrica

Em 15d
= 60d

Os valores absolutos de média e desvio padrdo estdo apresentados nas

tabelas 3 e 4, respectivamente:

Tabela 3 — Valores absolutos de média e desvio padréo dos dados obtidos por analise

histomorfométrica a partir dos espécimes para o periodo de 15 dias

Parametros  C 15d FFCNA 15d FFCA 15d FFCAAg 15d
AT (mm?) 0.72+0.10 1.33+0.50 0.76 + 0.22 1.47 £0.27
AN (%) 4.43 + 3.34 36.38 +8.73 7.35+7.69 7.99 +4.57
ANL (%) 443 £ 3.34 35.72 £9.33 7.35+7.69 7.99 + 457
ANI (%) 0.00 + 0.00 0.57 +1.28 0.00 +£0.00 0.00 + 0.00
MCL (mm) 2.02+0.23 1.89£0.53 2.08 £0.46 2.54 +0.08

Legenda: Dados obtidos pela analise histomorfométrica para o periodo de 15 dias, avaliando Area Total
(AT); Area de Neoformacdo (AN); Area de Neoformacdo Lamelar (ANL); Area de Neoformacio
Intramembranosa (ANI); Medida Central (MC).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 — Valores numéricos absolutos de média e desvio padrao dos dados obtidos

por analise histomorfométrica a partir dos espécimes para o periodo de 60 dias

Parametros C 60d FFCNA 60d FFCA 60d FFCAAg 60d
AT (mm?) 0.93+0.46 251+0.24 2.04+£0.12 0.80+0.24
AN (%) 27.11 £ 26.64 42.00 £ 9.06 27.04 £10.64 32.35+£7.52
ANL (%) 26.98 + 26.67 38.59 + 10.39 26.33 £ 11.08 32.35+£7.52
ANI (%) 0.12+0.13 3.40 + 4.66 0.71+1.59 0.00 + 0.00
MCL (mm) 0.95+0.30 1.64 £ 0.66 2.11+0.68 1.38 £0.17

Legenda: Dados obtidos pela anélise histomorfométrica para o periodo de 60 dias, avaliando Area Total
(AT); Area de Neoformacdo (AN); Area de Neoformacdo Lamelar (ANL); Area de Neoformacdo
Intramembranosa (ANI); Medida Central (MC).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em 15 dias, no parametro da Area Total do Defeito (AT) o grupo FFCNA
demonstrou diferenca estatistica significativa para o grupo C e FFCA (FFCNA vs. C,
p=0,0139; FFCNA vs FFCA, p=0,0247), porém foi estatisticamente semelhante para
o grupo FFCAAg. O grupo FFCAAg demonstrou diferenca estatistica significativa para
o grupo C e FFCA (FFCAAg vs C, p=0,0018; FFCAAg vs FFCA, p=0,0035), porém foi
estatisticamente semelhante ao grupo FFCNA (Figura 16).

No parametro Area de Neoformac&o 6ssea (AN), o grupo FFCNA demonstrou
diferenca estatistica significativa para todos os grupos (FFCNA vs C, p=0,0009;
FFCNA vs FFCA, p=0,0028; FFCNA vs FFCAAg, p=0,0035). Os outros grupos (C,
FFCA, FFCAAQ) foram estatisticamente semelhantes entre si (Figura 17).

No parametro Area de Neoformacgido Lamelar (ANL), o grupo FFCNA
demonstrou diferenca estatistica significativa para todos os grupos (FFCNA vs C,
p=0,0015; FFCNA vs FFCA, p=0,0043; FFCNA vs FFCAAg, p=0,0054). Os outros
grupos (C, FFCA, FFCAAgQ) foram estatisticamente semelhantes entre si (Figura 18).

No parametro Area de Neoformac&o Intramembranosa (ANI), os grupos foram
estatisticamente semelhantes entre si, com valores absolutos maiores para o grupo
FFCNA (Figura 19).

No parametro Medida Central Linear (MCL), os grupos foram estatisticamente
semelhantes entre si, com valores absolutos maiores para o grupo FFCAg (Tabela 3

e Figura 21).
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Em 60 dias, no parametro da Area Total do Defeito (AT) o grupo FFCNA
demonstrou diferenca estatistica significativa para o grupo C e FFCAAg (FFCNA vs.
C, p=<0,0001; FFCNA vs FFCAAg, p=<0,0001), porém foi estatisticamente
semelhante para o grupo FFCA (Figura 16). O grupo FFCA demonstrou diferenca
estatistica significativa para o grupo C e FFCAAg (FFCA vs C, p=<0,0001,18; FFCA
vs FFCAAg, p=<0,0001), porém foi estatisticamente semelhante ao grupo FFCNA.

No parametro Area de Neoformacdo 6ssea (AN), os grupos foram
estatisticamente semelhantes entre si, com valores absolutos maiores para 0 grupo
FFCNA (Figura 17).

No parametro Area de Neoformacdo Lamelar (ANL), os grupos foram
estatisticamente semelhantes entre si, com valores absolutos maiores para 0 grupo
FFCNA. (Figura 18).

No parametro Area de Neoformac&o Intramembranosa (ANI), o grupo FFCNA
demonstrou diferenca estatistica significativa para o grupo C e FFCAAg (FFCNA vs.
C, p=0,0335; FFCNA vs FFCAAg, p=0,0261), porém foi estatisticamente semelhante
para o grupo FFCA (Figura 19). Os outros grupos (C, FFCA E FFCAAg) foram
estatisticamente semelhantes entre si.

No parametro Medida Central Linear (MCL), o grupo FFCA apresentou
diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo C (FFCA vs C, p=0,0014),

porém foi estatisticamente semelhante para os grupos FFCNA e FFCAAg (Figura 20).



Figura 16 — Média e desvio padrdo da Area total do defeito (AT) em mm?2
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Legenda: Diferenga inter e intragrupos para C (*), FFCNA (8), FFCA (#) e FFCAAg ()
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 17 - Média e desvio padréo da Area de Neoformacéo 6ssea (AN) em %
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Legenda: Diferenga inter e intragrupos para C (*), FFCNA (8), FFCA (#) e FFCAAg ()
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 18 - Média e desvio padréo da Area de Neoformacéo Lamelar (ANL) em %
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Legenda: Diferenca inter e intragrupos para C (*), FFCNA (8), FFCA (#) e FFCAAg (®)
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 19 - Média e desvio padrédo da Area de Neoformacéo Intramembranosa (ANI)
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Legenda: Diferenga inter e intragrupos para C (*), FFCNA (8), FFCA (#) e FFCAAg (®)
Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 20 - Média e desvio padrdo da Medida Central Linear (MCL) em mm
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Legenda: Diferenca inter e intragrupos para C (*), FFCNA (8), FFCA (#) e FFCAAg (®)
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a fibra de carbono obtida
a partir de fibra PAN téxtil, nas suas diferentes formas de apresentacdo, com vistas a
obtencéo de scaffolds como potencial enxerto 6sseo sintético.

Na analise por microCT, os maiores valores de volume 6sseo (BV) e volume
tecidual (TV) foram observados no grupo FFCNA, tendo apresentado diferenca
estatistica significativa quando comparados aos outros grupos no periodo de 60 dias.
Esses dados corroboram com os apresentados por Ryu et al. (2014), ja que em seu
estudo a Fibra de Carbono a base de fibra PAN apresentou regeneracao 0ssea, e
preencheu mais de 50% do defeito cirirgico. Uma possivel explicacdo para a maior
osteogénese para o grupo FFCNA seria sua adsorcdo aprimorada de proteinas da
matriz extra-celular, que pode levar a estimulacdo da via de sinalizacdo da
osteogénese das células (Ryu et al., 2014). Além disso, a FFCNA tem boa adsorcéo
de fibronectina, o que é relevante para a osteogénese, uma vez que essa substancia
tem um papel crucial na interacao das células mesenquimais e da fibra (Namgung et
al., 2011).

Na mesma andlise, para o parametro BV/TV e Tb. N o grupo FFCNA
apresentou diferenca estatistica para os grupos FFCA e FFCAAg para o periodo de
60 dias. O que é corroborado pela reconstrucao das imagens 3D, onde em 60 dias ha
a presenca de neoformacdo déssea, principalmente no grupo FFCNA, diferenciando-
se das demais. Os dados do presente estudo séo justificaveis devido a apresentagéo
diferente nas formas das fibras, jA que depois do processo de ativacdo FFCA e
FFCAAg possuem porosidade. Ryu et al. (2014) citaram que para uma efetiva
neoformacédo 6ssea o0 tamanho de poros necessario seriam de 75-100y, sendo que a
FFCA usada neste estudo apresentou poros do tamanho de 0,0032y, fato que pode
ter influenciado na diferenciacéo das células mesenquimais, uma vez que se sabe que
a estrutura deve conter uma certa quantidade de poros para ocorrer adeséo e
proliferagéo celular, e diferenciagcdo osteogénica para funcionar como arcabouco na

engenharia tecidual 6ssea (Roseti et al., 2017).
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Por meio da analise histomorfometrica, foi possivel observar maior
neoformacdo 6ssea (AN) no grupo de FFCNA 15 dias. Uma hipdtese a ser
considerada seria sobre os genes da osteogénese, uma vez que Ryu et al. (2014)
constataram que fibras a base de Pan permitem a expressdo de genes especificos
para osteogénese, como colageno tipo | (principal proteina 0ssea), osteocalcina e
osteopontina, marcadores especificos de osteoblastos para a mineralizacdo da matriz
0ssea, esses dados indicam que os eventos citados podem estar envolvidos nos
periodos iniciais da reparacdo 0ssea quando associado a FFCNA. Outra condi¢céo
observada, ainda no periodo de 15 dias, diz a respeito do grupo FFCAAg, onde foi
observado inicio de neoformacéo 0ssea préoxima as bordas do defeito, no entanto, de
forma extremamente incipiente. Uma hipdtese a ser considerada seria da
concentracéo da prata incorporada ao biomaterial, no presente estudo a incorporacao
por prata se deu 430000 x g/mle, de acordo com a literatura, sabe-se que em grandes
quantidades, na ordem de 10° a 102 u g/ml, a prata pode ser téxica ao organismo
(Vazquez-Mufioz et al.,, 2017), diante disso, sdo necessarios mais estudos para
investigar qual a concentracdo de prata seria a ideal para ser aplicada a Fibra de
Carbono com vistas a aplicacdo na engenharia tecidual, ja que as suas propriedades
antimicrobianas sao evidentes na literatura (Duran et al., 2018).

De modo semelhante ao parametro AN, na area de neoformacéao 6ssea lamelar
(ANL), no periodo de 15 dias, foi possivel observar maior neoformacgao em favor do
grupo FFCNA. O que pode ser explicado devido ao fato do padrdo de neoformacéo
0ssea, como observado por Bosco et al. (2016) e Fan et al. (2018), ocorrer de maneira
centripeta, devido ao aporte sanguineo, e do reparo 6sseo depender principalmente
da disponibilidade de células precursoras osteogénicas no 0sso ou tecido mole
adjacente e da capacidade dessas células de invadirem o defeito e se diferenciarem
em osteoblastos (Rasouli et al., 2014). Foram constatados também altos niveis de
atividade de fosfatase alcalina, expressao de Runx2 e conteudo de célcio na FFCNA
(Ryu et al., 2014), caracteristicas comuns da formacdo Ossea celular (Ducy et al.,
1997; Gahawar et al., 2013).

Para o parametro ANI, foi possivel observar maior neoformacéo em favor do
grupo FFCNA. Sabe-se que 0 0sso0 é produzido sob uma certa carga mecanica e uma
polarizacdo elétrica (Fukada, Yasuda, 1958). Além disso, estudos em animais

demonstraram que o reparo 0sseo pode ser acelerado com campos eletromagnéticos
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(Cané et al., 1996; Inoue et al., 2002), o que demonstra a influéncia desse fator na
regeneracao 0ssea. Entdo, uma hipGtese a ser considerada seria sobre a atividade
elétrica de cada material;, sabe-se que a propriedade elétrica da FFCA ¢é totalmente
dependente da sua porosidade, e como citado anteriormente, o tamanho de seus
poros foi de 0,0032, fator que pode ter influenciado em suas propriedades elétricas,
e consequentemente, na neoformagéo 0ssea.

As medidas lineares referentes as distancias remanescentes entre as bordas
de osso neoformado nos dao outro parametro clinico importante, que é o de
fechamento do defeito 6sseo. Apesar de nao ter ocorrido diferencas estatisticas
significativas entre os grupos de materiais estudados, por meio das andlises e das
imagens histomorfométricas e da microCT foi possivel constatar o fechamento quase
completo do defeito cirtrgico tratado pelo grupo FFCNA em 60 dias. Este é um dado
muito importante e bastante promissor, pois ficou evidente a superioridade do
desempenho do grupo tratado com a FFCNA tanto no periodo de 15 dias como em 60
dias. Pensando em estudos futuros e vislumbrando uma possivel transposi¢ao clinica,
este biomaterial deve ser estudado com mais profundidade, por meio de outras
analises que possibilitem compreensdo de eventos celulares, moleculares e suas
interacBes com as propriedades fisicas, quimicas e elétricas do referido biomaterial.

Adicionalmente, foi possivel observar diferenca estatistica em favor do grupo
FFCNA quando comparados aos outros grupos no periodo de 60 dias na andlise por
microCT.

Observou-se diferenca entre os resultados encontrados nas analises por
MicroCT e histomorfométrica, tendo em vista que a analise por microCT constatou
diferenca estatistica na neoformacao 6ssea em favor do grupo FFCNA para o periodo
de 60 dias e a analise histomorfométrica ndo. Além do fato da analise
histomorfométrica ter constatado diferenca estatistica para neoformacdo 6ssea em
favor do grupo FFCNA para o periodo de 15 dias, e a micro-CT ndo. Uma hipétese a
ser considerada séo as diferencas entre ambas as analises. Enquanto a analise por
microCT é realizada em 3 planos, permitindo a reconstrucao do defeito cirirgico em
estruturas 3D, a histomorfométrica é realizada em apenas um plano, em cortes semi
seriados, ndo sendo possivel realizar a analise do defeito em toda a sua extensao, ou
melhor, em todas as suas dimensofes, fato que pode causar divergéncias entre 0s

resultados encontrados.
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Outro fator importante € que em alguns espécimes foi possivel observar um
processo de neoformacdo 6ssea de certo modo ectépico nos grupos tratados com
FFCNA. Quanto a este achado, mais estudos sdo necessarios para avaliar a
confirmagéo dessa hipotese. Em caso de confirmacéo, isso acarretara a necessidade
de encontrar meios para se controlar esse processo, para que a utilizacdo do
biomaterial possa proporcionar neoformacdo O0ssea e preservacdo do volume de
forma organizada.

Uma das limitacbes encontradas foi a dificuldade de comparagdo dos
resultados do presente estudo com dados da literatura, devido as diferentes formas
de apresentacdo das fibras, principalmente devido a escassez de dados quanto a
FFCNA na literatura. Portanto, mais estudo in vivo, com possiveis periodos de
observacfes diferentes, com analises em nivel celular e molecular sdo necessarios
para gerar dados mais aprofundados das reais caracteristicas e capacidades do
biomaterial.

De forma complementar, se por um lado foi considerada a escassez de
dados biolégicos acerca da FFCNA, por outro lado, este é um topico de extrema
relevancia deste estudo que lhe assegura o carater inédito.

Outro fato importante de destacar é que a inclusao da prata e a ativacdo da
fibra ndo interferem de forma significativa para melhores resultados, uma vez que o
grupo FFCNA apresentou os melhores resultados, o que é relevante para fins de
custos do material, tendo em vista que a ativacao e a inclusdo da prata aumentam

consideravelmente os custos do estudo.
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6 CONCLUSAO

Na avaliacdo dos dois periodos (15 e 60 dias), o0 FFCNA mostrou-se melhor
para os parametros de Area de Neoformac&o 6ssea, Area de Neoformacdo Lamelar
e Area de Neoformacéo Intramembranosa.

Em 60 dias, o grupo FFCNA apresentou maior volume 6sseo, volume tecidual
e maior numero de trabéculas, mostrando-se um material sintético promissor como

scaffold para regeneracéo 0ssea.
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ABSTRACT

Carbon based materiais have been used in some areas like chemistry, engineering,
materials science, biomedical science, among others. In addition, because they are
chemically stables, mecanically strongs, economically acessibles, and biologically
compatibles, they have drawn attention as a scaffold material for bone tissue
engineering. Thus, the present study had a main objetive to evaluate the carbon fiber
obtained from textile PAN fiber, in its diferents forms, as a scaffolds potential synthetic
bone. Thirty four adult rats was used (Rattus norvegicus, albinus variation, Wistar),
and two critical bone defects was made with 5mm in diameter. Thenty for animals was
ramdoly divided in 4 groups: Bone deffect + blood clot; Bone deffect + Unactivated
Carbon Fiber Felt (FFCNA); Bone deffect + Activated Carbon Fiber Felt (FFCA); Bone
deffect + Carbon Fiber Felt Activated with Silver (FFCAAg), and was observed for
different periods of 15 and 60 days for histomorfometrical analisys and micro CT. Ten
animals was ramdoly divided in the same four groups for aplication of fluorochromatic
markers and mineral apposition analisysis (in progress). After the observation period
of the subgroups, the animals was euthanized by general aneshtesia overdose. Then,
the calvarias was removed for the analysis. In the evaluation of the two periods (15
and 60 days), the FFCNA was better for the parameters of Bone Neoformation Area,
Lamelar Neoformation Area and Intramembranous Neoformation Area. In 60 days, the
FFCNA group presented higher bone volume, tissue volume and higher number of

trabeculae, showing a promising synthetic material as scaffold for bone regeneration.

Keywords: Carbon Fiber. Bone Regeneration. Biocompatible materials. Tissue

Engineering
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1. Introduction

Bone is a hierarchically organized structure, which performs the main physiological
and structural functions, thus playing an important role in vertebrate beings, but can
easily be compromised [1]. However, microfractures can be cured without the
individual's perception, due to the bone's self-healing ability [2]. However, in the case
of large-scale defects, complete fracture repair will not occur [3]. Bone defects have
varied etiology. Some factors may be associated, such as periodontitis, known as the
main etiological factor of alveolar bone loss, in addition to trauma, tumors, post-tooth
extraction resorption, osteomyelitis, and medications that can cause necrosis of the
mandibular bone [4]. Critically sized defects do not have a single definition, but in
general, defects can be considered that despite surgical stabilization, do not repair
spontaneously and require additional surgical intervention, such as bone grafts [5].

Autogenous bone has been recognized as the gold standard for bone grafting,
providing osteogenic cells, extracellular matrix, and molecular signals for bone
induction and differentiation [6,7]. The advantages of autogenous grafts are:
osteoconduction, osteoinduction and osteogenic effects that promote high
regenerative potential [8]. However, the removal of autogenous grafts implies a
second donor surgical site and increases the morbidity of the patient [9,10]. One of the
grafts that presents the best result, along with good clinical documentation, is the bio-
0ss xenograft®, which is a bone mineral matrix of natural, porous, and bovine origin,
which offers excellent compatibility with the human bone matrix, and stimulate
osteogenesis due to the compatibility it offers. And it should be noted that the bone
created by the Bio-Oss® graft is not reabsorbable [11,12].Thus, some alternative
strategies, such as bone substitutes, using tissue engineering can be used for bone
reconstruction.

Tissue engineering is the combination of the use of materials and cells to replace
biological tissue or improve it [13]. Its main objective through the modeling of biological
structures in order to build artificial organs is to overcome the difficulty of existing
transplants. To manufacture frameworks, researchers use synthetic materials or
natural resources. In addition, these frameworks should not exacerbate the immune

response, and the inflammatory response, and should be biocompatible. In addition,
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in the same way, it is necessary compatibility with the environment found in the body
of the individual and with its specific types of cells [14,15].

Several biomaterials for bone tissue engineering have been developed, such
as collagen, hydroxyapatite (HA), and tricalcium phosphates, however, they are unable
to meet clinical demand, given that they have rapid degradation rate, and insufficient
mechanical properties [16]. Carbon-based materials have been used in various areas
such as chemistry, engineering, materials science, biomedical sciences, among
others. Moreover, because they are chemically stable, mechanically strong,
economically accessible, and biologically compatible, these materials drew attention
as framework material for bone tissue engineering [2]. To provide space for cell support
and migration, in addition to tissue formation, frameworks typically need a three-
dimensional (3D) structure [17,18]. Graphite and diamond are the best-known 3D
carbon-based materials, but they have not been studied as bone tissue engineering
frameworks due to their lack of pores. This becomes an important factor, due to the
fact that the structure must contain a certain number of pores to occur cell adeation
and proliferation, and osteogenic differentiation to function as a framework in bone
tissue engineering [19].

Compared to other common types of carbon, activated carbon fiber (FCA) has
special characteristics. It provides a high and fast adsorption capability for specific
components, such as ions, metals, or organic components, since they have small
dimensions, and the fact that FCA has well-defined pore structures [20,21]. Since the
structure of these pores and their architecture are formed directly on the surface by a
large amount of micropores, fca has a fast and less energetic adsorption mechanism,
mainly for gases [22]. The FCA is obtained from PAN fiber (polyacrylonitrile polymer)
textile that goes through carbonization process and activation to produce felt activated
carbon fiber (FFCA) [23,24].

Thus, the main objective of this study is to evaluate the carbon fiber obtained
from textile PAN fiber, in its different forms of presentation, with a view to obtaining
scaffolds as a potential synthetic bone graft.

2. Materials and methods

2.1 Carbon fiber preparation and activation
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PAN textile fibers are used as precursors of carbon fibers, and in the same way,
as raw material of the textile industry. They present themselves in a kind of blanket of
whitish color, which were cut in their proper shape. PAN fibers of 5.0 dtex in 200,000
filament cable were thermally oxidized and used as raw material for felt production.
The raw material (oxidized PAN fiber felt) was placed in a specially designed sample
port and inserted into an electric tubular furnace for carbonization (900 °C) and then
activated in co? atmosphere at 1000°C for 50min.

In scanning electron microscopy (SME) it is possible to observe that the
activated carbon fiber felt (FFCA) has a disordered two-dimensional structure as
illustrated in Figure 1A, its fibers are about 10-15um in diameter (Figure 1B). In the
adsorption of nitrogen gas it was indicated that the surface of the fibers is populated
by micropores, with a large majority of which were sized around 1.2 nm, the maximum

diameter presented was approximately 3.2 nm.

1200 X | 200 pm WD: 17.35 mm SEM MAG: 1.00 kx 50 pm

Fig. 1. A) SME of the structure of ffca filaments; B) detail of ffca activated fibers

For the preparation of silver activated carbon fiber (FFCAAQ) felt, FFCA was
immersed in an aqueous solution of silver nitrate (2g L-1 of AgNO3) until it saturates
the adsorption for 24 hours. The sample was washed with deionized water and dried
in a vacuum oven at 50°C, forming a silver composite in activated carbon fiber felt [25].
Silver adsorption occurs on the entire surface of the fibers (Figure 2A), but silver

particles are not evenly distributed, it is observed that in specific regions silver
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agglomerates form on the surface of the FFCA (Figure 2B), the estimated size of the

silver grain formed on the surface of the carbon fiber is 200 nm in diameter [25].

4“ . ': \i i » . o ,‘7 R s 7 AN Y " i "
SEM HV: 5.0 kV WD: 14.41 mm 1111 | MIRA;ESCAN SEM HV: 5.0 kV ‘WD: 4.95 mm AEREE MIRA3 TESCAN
View field: 130 pm BI: 10.00 20 ym View field: 5.59 ym BI: 10.00 1pm
SEM MAG: 2.13 kx Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE SEM MAG: 49.5 kx Stage Tiit: 0.0° LAS - INPE

Fig. 2. A) SME of the structure of FFCA filaments; B) detail of FFCA activated fibers.

2.2 Experimental model in vivo

This study was submitted to the Ethics Committee on the use of animals - CEUA
and approved protocol no. 15/2020. The description of this work followed the guidelines
of Animal research: Reporting in vivo experiments — ARRIVE [26].

Thirty-four adult rats (Rattus norvegicus, albinus variation, Wistar), 90 days of age,
approximate weight of 300g were used.

For the histomorphometry and micro-CT analyses 24 animals wew used. They
were randomly divided into 4 groups: Bone defect + Blood clot (C), Bone Defect + Felt
Not Activated Carbon Fiber (FFCNA), Bone Defect + Activated Carbon Fiber Felt
(FFCA), Bone Defect + Silver Activated Carbon Fiber Felt (FFCAAg). Each group was
subdivided according to the observation periods of 15 [27] and 60 days [28]. Two
defects were performed per animal, according to the principle of the 3R's — "Reduction”
[29] and these specimens were later used for histomorphometry. Thus, 6 animals were
needed for groups C and FFCNA for the period of 15 days and 6 animals for the groups
the same groups for the period of 60 days. Similarly, 6 animals were needed for the
FFCA and FFCAAg groups, with 6 animals required for the period of 15 days and 6

animals for the 60-day period. For the complementary analysis of fluorochromatic cell
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markers, 10 animals were used, totaling 20 defects, randomly allocated to the groups
mentioned above, and 2 defects per animal were also performed. Thus, 5 defects per
group were analyzed.

In each animal, two bone defects of critical size with a diameter of 5 mm were
performed [30,31] and the biomaterial was placed and the forms of presentation
(groups) were randomly distributed (Figure 3A and 3B).

At 15 and 60 days the animals of each group were euthanized by an anesthetic
overdose. Then, after the sensitivity tests the animals were beheaded by the guillotine.

Finally, the calvaria was removed for analysis.

Fig. 3. A: defects performed in the calvaria, with the red circle being group C, yellow circle or FFCNA, B: defects performed in
the calvaria, with the green circle being the FFCA and the white FFCAAg.

2.3MicroCT evaluation

The analyses were performed: bone volume (BV), total tissue volume (VT), number
of trabeculae (Th.N), space between trabeculae (Th. Sp), total tissue volume (VT) used
to calculate the bone volume fraction (BV / TV), considered the circular region of
interest (RCI). This analysis was performed by a calibrated, trained, and blind

examiner.
2.4 Histomorphometric evaluation
Histomorphometric analysis was performed by a single examiner duly calibrated. And

the following measurements were made:
a) Total defect area (TA): total area of the surgical defect (mm?).
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b) Total neoformation area (AN): proportion of the bone neoformation area within
the limits determined between the edges of the defect, in %.

c) Lamelar neoformation area (ANL): proportion of bone neoformation in %, from
the edges of the right and left side.

d) Area of intramembranous neoformation (ANI): proportion of bone neoformation
in % in the central region of the defect, separated from the bone formed at the
edges.

e) Central distance between the edges of neoformed bone (MCL): linear measure

in mm of the remaining distance between the edges of nheoformed bone.

2.5 Statistical analyzis

For data analysis, descriptive statistics were performed to establish measures
of central tendency and variability. Then, 2 factors were analyzed by ANOVA,
complemented by post-hoc tests, Tukey and Sidak. The level of significance adopted

was the conventional value of 5%.

3 Results

3.1 Histological and Micro-CT descriptive analysis

In 15 days, it was possible to visualize in group C (Figures 4A and 4E) the defect
in its entire extension without bone neoformation with the edges of the native bone
clearly, and the region inside the defect was occupied by clot. In the FFCNA, FFCA
and FFCAAg groups, it was possible to observe the bone defect filled by the
biomaterial (Figures 4B, 4C, 4D). The images obtained by Micro-CT corresponding to
these are the figures - 4F, 4G and 4H. In the FFCNA group it was possible to observe
small islands of ostoid matrix near the edges of the defect (Figure 4B).

At 60 days in group C it was possible to notice the bone defect filled with dense
connective tissue (Figure 5A). The image corresponding to group C obtained by micro-
CT is Figure 5E. In the FFCA and FCCAAg group specimens (Figures 5C, 5D). it was

possible to notice new bone formed near the edges of the defect, still with the presence
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of the biomaterial inside. The images obtained by Micro-CT corresponding to these are
the figures (5G and 5H). However, there are no signs of neoformed bone band along
the extent of the surgical defect that indicates its closure. In the FFCNA group (Figure
5B and 5F) the neoformed bone bridge is evident, providing the closure of the surgical
defect almost in its entirety, there is the presence of biomaterial and bone neoformation

that extends down the edges of the defect, permeating the biomaterial, even ectopicly.

Figure 4 - Specimens from the period of 15 days; photomicrographs of the panoramic view of the surgical defect (hematoxylin
and eosin staining, original increase of X2.5), being A: C, B: FFCNA, C: FFCA and D: FFCAAg. And surgical defect reconstructed
by micro-CT being E: C, F: FFCNA, G: FFCA and H: FFCAAg.
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Figure 5 - Specimens from the period of 60 days; photomicrographs of the panoramic view of the surgical defect (hematoxylin
and eosin staining, original increase of X2.5), being A: C, B: FFCNA, C: FFCA and D: FFCAAg. And surgical defect reconstructed
by micro-CT being E: C, F: FFCNA, G: FFCA and H: FFCAAg.

3.2MicroCT results

The following MicroCT analyse data were obtained from five specimens from
each group for the periods of 15 days and 60 days.

The significant statistical differences obtained by inferential statistical analysis
are described below:

In 15 days, for the evaluated parameters, all groups presented statistically
similar results.

In 60 days, BV (C vs. FFCNA, p=<0.0001, FFCNA vs. FFCA, p=<0.0001,
FFCNA vs. FFCAAg, p=<0.0001), TV (C vs. FFCNA, p=<0.0001, FFCNA vs. FFCA,
p=<0.0001, FFCNA vs. FFCAAg, p=<0.0001) the FFCNA group showed a statistically
significant difference in relation to the other groups (Figures 6 and 7). For the
parameters BV/TV and Tb. N, the FFCNA group showed a statistically significant
difference in relation to the FFCA and FFCAAg groups (p=<0.0001), but not in relation
to group C (figures 8 and 9). For the Th. Sp parameter, the groups did not present

statistically significant differences between them.
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Figure 6 - Inter and intragroup difference for C (*) and FFCNA (8).
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Figure 9 - Intra- and intergroup difference for FFCNA (8).

3.3 Histomorphometric results

In 15 days, in the Total Defect Area (TA) parameter, the FFCNA group showed
a statistically significant difference for group C and FFCA (FFCVS NA. C, p=0.0139;
FFCNA vs FFCA, p=0.0247), but was statistically similar for the FFC AAg group. The
FFCAAg group showed a statistically significant difference for group C and FFCA
(FFCAAg vs C, p=0.0018; FFCAAg vs. FFCA, p=0.0035), but was statistically similar
to the FFCNA group (Figure 10).

In the bone neoformation area (AN) parameter, the FFCNA group showed a
statistically significant difference for all groups (FFCNA vs C, p=0.0009; FFCNA vs
FFCA, p=0.0028; FFCNA vs. FFCAAg, p=0.0035). The other groups (C, FFCA,
FFCAAQ) were statistically similar to each other (Figure 11).

In the Lamelar Neoformation Area (ANL) parameter, the FFCNA group showed
a statistically significant difference for all groups (FFCNA vs C, p=0.0015; FFCNA vs.
FFCA, p=0.0043; FFCNA vs. FFCAAg, p=0.0054). The other groups (C, FFCA,
FFCAAQ) were statistically similar to each other (Figure 12).

In the Intramembranous Neoformation Area (ANI) parameter, the groups were
statistically similar to each other, with higher absolute values for the FFCNA group
(Figure 13).
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In the Linear Central Measure (MCL) parameter, the groups were statistically
similar to each other, with higher absolute values for the FFCAg group (Figure 14).

In 60 days, in the Total Defect Area (TA) parameter, the FFCNA group showed
a statistically significant difference for group C and FFCAAg (FFCNA vs. C,
p=<0.0001; FFCNA vs FFCAAg, p=<0.0001), but was statistically similar for group
FFCA (Figure 10). The FFCA group showed a statistically significant difference for
group C and FFCAAg (FFCA vs C, p=<0.0001.18; FFCA vs FFCAAg, p=<0.0001), but
was statistically similar to the FFCNA group.

. In the Bone Neoformation Area (AN) parameter, the groups were statistically
similar to each other, with higher absolute values for the FFCNA group (figure 11).

In the Lamelar Neoformation Area (ANL) parameter, the groups were
statistically similar to each other, with higher absolute values for the FFCNA group.
(Figure 12).

In the Intramembranous Neoformation Area (ANI) parameter, the FFCNA group
showed a statistically significant difference for group C and FFCAAg (FFCVS NA. C,
p=0.0335; FFCNA vs FFCAAg, p=0.0261), but was statistically similar for group FFCA
(Figure 13). The other groups (C, FFCA and FFCAAQ) were statistically similar to each
other.

In the Linear Central Measure (MCL) parameter, the FFCA group showed a
statistically significant difference in relation to group C (FFCA vs C, p=0.0014), but it
was statistically similar for the FFCNA and FFCAAg groups (Figure 14).
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4 Discussion

The main objective of this study was to evaluate the carbon fiber obtained from
textile PAN fiber, in its different forms of presentation, with a view to obtaining scaffolds
as a potential synthetic bone graft.

In the microCT analysis, the highest values of bone volume (BV) and tissue
volume (VT) were observed in the FFCNA group, with a statistically significant
difference when compared to the other groups in the 60-day period. These data
corroborate those presented by Ryu et al., 2014, since in their study the carbon fiber-
based PAN fiber presented bone regeneration and filled more than 50% of the surgical
defect. A possible explanation for the greater osteogenesis for the FFCNA group
would be its improved adsorption of extracellular matrix proteins, which can lead to
stimulation of the signaling pathway of the osteogenesis of cells [32]. In addition,
FFCNA has good adsorption of fibronectin, which is relevant for osteogenesis, since
this substance plays a crucial role in the interaction of mesenchymas cells and fiber
[33].

In the same analysis, for the parameter BV/TV and Th. N the FFCNA
group showed statistical difference for the FFCA and FFCAAg groups for the period of
60 days. This is corroborated by the reconstruction of 3D images, where in 60 days

there is the presence of bone neoformation, especially in the FFCNA group,
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differentiating from the other ones. Thedata of the present study are justifiable due to
different presentation in the forms of fibers, since after the activation process FFCA
and FFCAAg have porosity. Ryu et al.,, 2014 mentioned that for an effective bone
neoformation the required pore size would be 75-100u, and the FFCA used in this
study presentsor pores the size of 0.0032u, a fact that may have influenced the
differentiation of mesenchymas cells, since it is known that the structure must contain
a certain amount of pores to occur cell asion and proliferation, and osteogenic
differentiation to function as a framework in bone tissue engineering [19].

In the present study, through histomorphometric analysis, it was possible to
observe greater bone neoformation (AN) in the 15-day FFCNA group. One hypothesis
to be considered would be about osteogenesis genes, since Ryu et al., 2014 found
that Pan-based fibers allow the expression of specific genes for osteogenesis, such as
type | collagen (main bone protein), osteocalcin and osteopontin, specific osteoblast
markers for bone matrix mineralization, these data indicates that the events cited may
be involved in the initial periods of bone repair when associated with FFCNA. Another
condition observed, still in the period of 15 days, concerns the FFCAAg group, where
the onset of bone neoformation was observed near the edges of the defect, however,
in an extremely incipient manner. Uma hypothesis to be considered would be the
concentration of silver incorporated into the biomaterial, in the present study the
incorporation by silver was 430000 u g/ml, and according to the literature, it is known
in large quantities, in the order of 10°% 102 ug/ml, silver can be toxic to the organism
[34]. Therefore, further studies are needed to investigate which silver concentration
would be ideal to be applied to Carbon Fiber with a view to application in tissue
engineering, since its antimicrobial properties are evident in the literature [35].

Similarly, to the AN parameter, in the area of lamelar bone neoformation (ANL),
in the period of 15 days, it was possible to observe greater neoformation in favor of the
FFCNA group. This can be explained by the fact that the pattern of bone neoformation,
as observed by Bosco et al., 2016 and Fan et al., 2018, occurs in a centripetal manner,
due to blood supply, and bone repairdepends mainly on the availability of osteogenic
precursor cells in bone or adjacent soft tissue and the ability of these cells to invade
the defect and differentiate into osteoblasts [28]. High levels of alkaline phosphatase
activity, Runx2 expression and calcium content in FFCNA [32] were also observed,

common characteristics of cellular bone formation [38, 39].
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For the ANI parameter, it was possible to observe greater neoformation in favor
of the FFCNA group. It is known that the bone produces on a certain mechanical load
and an electrical polarization [40]. In addition, animal studies have shown that bone
repair can be accelerated with electromagnetic fields [41,42], which demonstrates the
influence of this factor on bone regeneration. Therefore, one hypothesis to be
considered would be about the electrical activity of each material, and it is known that
the electrical property of FFCA is totally dependent on its porosity, and as previously
mentioned, its size was 0.0032u, a factor that may have influenced its electrical
properties, and consequently, in bone neoformation.

The linear measurements referring to the remaining distances between the
edges of neoformed bone give us another important clinical parameter, which is the
fechation of the bone defect. Although there were  no statistically significant
differences between the groups of materials studied, through the analysis and
histomorphometric images and microCT it was possible to verify the almost complete
closure of the surgical defect treated by the FFCNA group in 60 days. This is a very
important fact of the present study and very promising, because it was evident the
superiority of the performance of the group treated with FFCNA both in the period of
15 days and in 60 days. Thinking about future studies and envisioning a possible
clinical transposition, this biomaterial should be studied in more depth, through other
analyses that allow understanding of cellular, molecular events and their interactions
with the physical, chemical and electrical properties of said biomaterial.

Additionally, it was possible to observe a statistical difference in favor of the
FFCNA group when compared to the other groups in the 60-day period in the microCT
analysis.

In the present study, it was possible to observe the difference between the
results found in the MicroCT and histomorphometric analyses, considering that the
microCT analysis found a statistical difference in bone neoformation in favor of the
FFCNA group for the period of 60 days and the histomorphometric analysis did not. In
addition to the fact that histomorphometric analysis found a statistical difference for
bone neoformation in favor of the FFCNA group for the period of 15 days, and micro-
CT did not. One hypothesis to be considered is the differences between both analyses.
While microCT analysis is performed in 3 planes, allowing the reconstruction of the

surgical defect in 3D structures, the histomorphometric is performed in only one plane,
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in semi-serial sections, and it is not possible to perform the analysis of the defect in its
entire length, or rather, in all its dimensions, a fact that can cause divergences between
the results found.

Another important factor is that in some specimens it was possible to observe
a bone neoformation process in a certain ectopic way in the groups treated with
FFCNA. As for this finding, more studies are needed to evaluate the confirmation of
this hypothesis. In case of confirmation, this will lead to the need to find ways to control
this process, so that the use of biomaterial can provide bone neoformation and volume
preservation in an organized way.

One of the limitations found was the difficulty of comparing the action of the
results of the present study with data from the literature, due to the different forms of
presentation of fibers, mainly due to the scarcity of data regarding FFCNA in the
literature. Therefore, more in vivo study, with possible periods of different observations,
with analyses at the cellular and molecular level are necessary to generate more in-
depth data of the real characteristics and capacities of biomaterial.

In addition, if on the one hand, the scarcity of biological data about FFCNA was
considered, on the other hand, this is a topic of extreme relevance of this study that
assures it the unprecedented character.

Another important fact to highlight is that the inclusion of silver and fiber
activation do not significantly interfere for better results, since the FFCNA group
presented the best results, which is relevant for material cost purposes, considering

that the activation and inclusion of silver considerably increase the costs of the study.

5 Conclusion

In the evaluation of the two periods (15 and 60 days), the FFCNA was better for
the parameters of Bone Neoformation Area, Lamelar Neoformation Area and
Intramembranous Neoformation Area.

In 60 days, the FFCNA group presented higher bone volume, tissue volume and
higher number of trabeculae, showing a promising synthetic material as scaffold for

bone regeneration.
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