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RESUMO

Fundamentados nos mecanismos de manipulagdo celular por
meio de barreiras fisicas (RTG - regeneracao tecidual guiada), os
procedimentos regenerativos buscam a colonizacdo do defeito a ser
reconstruido por células viaveis, capazes de promover a regeneracao
periodontal. A RTG baseia-se no conceito da osteopromocéao, que se refere
ao uso de meios fisicos para promover um selamento total de um local
anatdbmico para prevenir que outros tecidos, principalmente tecido
conjuntivo, interfiram na osteogénese, bem como no direcionamento da
formacao Ossea. Esta barreira é colocada em contato direto com a superficie
O0ssea circundante, posicionando o periésteo na superficie externa da
membrana. Logo, os objetivos deste estudo foram desenvolver e caracterizar
aspectos fisico-quimicos de membranas sintéticas de acetato de celulose
utilizadas na regeneracao tecidual guiada e tendo em vista o propdsito de
criar um novo produto, tornou-se necesséario o conhecimento fisico-quimico
de membranas bioldgicas ja existentes no mercado com intuito de comparar
as caracteristicas existentes a fim de entender o comportamento das
mesmas. Para isso, foram desenvolvidas quatro diferentes membranas
sintéticas de Acetato de Celulose (AC), com variagdo da quantidade de AC
dependendo dos aditivos: Tetraciclina (Tet) e Glicerofosfato de Calcio
(GPC). As membranas desenvolvidas foram: acetato de celulose (AC),
acetato de celulose + glicerofosfato de calcio (AC +GPC), acetato de
celulose + tetraciclina (AC +Tet) e acetato de celulose + glicerofosfato de
célcio + tetraciclina (AC + GPC +Tet). Para efeito comparativo, foram
selecionadas duas membranas biolégicas absorviveis comumente utilizadas
na regeneragao Ossea guiada, sdo elas: GenDerm (Baumer, Sdo Paulo,
Brasil) e BioGide Perio (Geistlich, Sdo Paulo, Brasil).Foi determinado o grau
de substituicdo das membranas de Acetato de Celulose produzidas, tempo
de degradacgéo final das seis membranas por meio de espectrofometria,
analise qualitativa da morfologia das superficies e fraturas por meio de
microscopia eletrénica de varredura, indice de cristalinidade por meio dos

difrartogramas de raios-X, capacidade de molhabilidade por meio do angulo



de contato, as propriedades de barreiras (permeabilidade a vapor de agua) e
propriedades térmico-mecéanicas dos materiais. As novas membranas
desenvolvidas apresentaram tempo de degradacdo de 100 dias, aspectos
morfolégicos viaveis com porosidade suficiente para passagem e difuséo de
nutrientes, permitem exclusao celular e sao de facil manuseio. Sendo assim,
as membranas producidas apresentam potencial para serem utilizadas como

barreira na regeneracao de tecidos periodontais e 6sseos.

Palavras chaves: Acetato de celulose, degradacao, tetraciclina,
glicerofosfato de calcio,membrana, terapia periodontal.



ABSCTRAT

Based on the use of physical barrier to isolate periodontal defects
of the gingival connective and epithelial tissues so that bone, periodontal
ligament, and cementum can be regenerated from their own cells, it was
defined the principle of guided tissue regeneration (GTR), a procedure which
has been used in many clinical situations to promote periodontal and bone
regeneration. Therefore, the aim of this study was to develop and
characterize physical-chemical aspects of membranes of cellulose acetate
used in GTR. Given the purpose of creating a new material, it became
necessary to know the characteristics of existing membranes in the market,
aiming to establish their properties and understand their operation compared
to the materials we have produced. We prepared 4 different membranes:
cellulose acetate (CA), cellulose acetate + Calcium glycerophosphate (CA +
GPC), cellulose acetate + Tetracycline (CA + Tet) and cellulose acetate +
Calcium glycerophosphate + Tetracycline (CA + GPC + Tet). For
comparative effect, we selected two biological absorbable membranes
commonly used in GTR, which are GenDerm and BioGide Perio. The
characterization was made taking into account the degree of substitution
(DS) of cellulose acetate, ultimate degradation time of the six membranes by
spectrophotometrically, qualitative analysis of the morphology of the surfaces
and their fractures by scanning electron microscopy (SEM), crystallinity index
through the X-ray diffraction, wettability through the contact angle, the barrier
properties (permeability to water vapor) and thermo-mechanical properties.
The estimated degradation time of the membrane was 100 days. The results
indicate the potential of using membrane CA, CAT, CA Ca-GP ans CA Ca-
GPT in GTR.

Key Words: guided tissue regeneration, cellulose acetate, calcium
glycerophosphate, degradation,membrane.

1- INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO
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A terapia periodontal apresenta dois objetivos principais: reducao
ou eliminagao da inflamacéao tecidual induzida pelo biofilme dental com seus
subprodutos e correcao de defeitos anatdmicos causados pelo processo da
doenca, restabelecendo a integridade da insergéo dental (Wang et al.,1998).
Em estdgios avancados da doenca, cirurgias ressectivas tradicionais
mostram-se eficazes em interromper a progressao da doenca, por facilitarem
a remocao dos depdsitos subgengivais e devolver a morfologia dos defeitos
periodontais de sustentacdo e revestimento (Lindhe, 2005). Todavia sao
limitadas no sentido de promover uma regeneracado significativa do
periodonto (Karring et al., 1993).Na presenca destas limitagdes, técnicas
regenerativas foram recomendadas para inibir o crescimento dos tecidos
indesejaveis, principalmente o epitelial que apresenta velocidade de
crescimento maior que os tecidos conjuntivo e 6sseo (Caton et al., 1976).

A Regeneragdo Tecidual Guiada (RTG) é definida como
procedimento utilizado na tentativa de regenerar estruturas periodontais
perdidas. Além disso, é uma técnica utilizada para regenerar os defeitos
0sseos ao redor de implantes, cirurgias de lesdes endoddnticas, cirurgias
mucogengivais e bucomaxilo-faciais. Os estudos clinicos relacionados a
regeneracao periodontal em humanos sado promissores, principalmente os
relacionados com lesdes de furca grau Il e defeitos intradsseos de trés
paredes (Gantes et al., 1988; Tonetti, Pini-Prato & Cortellini, 1995).

Muitos materiais biodegradaveis e ndo biodegradaveis tém sido
utilizados na confecgdo das membranas. Independentemente do material, as
barreiras devem apresentar biocompatibilidade, semipermeabilidade,
integracao pelos tecidos do hospedeiro, maleabilidade clinica e capacidade
de manutencdo de espaco (Karring et al., 1993).Pelo menos uma
contraindicacdo do uso de membranas foi relatada na revisdo de literatura
feita por Paganini em 1999, em que contra indica a utilizagdo de membranas
sobre tecido conjunto com enxertos gengivais livres, pois podem prejudicar a
irrigacdo do enxerto provocando necrose. Embora ambos os tipos de

membrana, atendam os objetivos biolégicos e mecéanicos dos eventos
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regenerativos, existe a possibilidade da exposicdo destas apds a sua
utilizacado cirargica, com consequente contaminacdo da area (Slots et al.,
1999; Sbordone et al., 1999). A exposicdo é a principal complicagao do
tratamento, com prevaléncia variando de 50 a 100% (Trombelli et al., 1997).
Infeccées nos locais tratados com RTG estdo comumente associadas a
contaminacdes das membranas expostas precocemente (Ling et al. 2003),
influenciando de forma negativa o ganho de insercdo e a regeneracao dos
tecidos, podendo ainda acelerar o processo de degradacdo da membrana
(Cristina et al., 1987; Selvig et al., 1990; Wakabayashi et al., 1996; Chen et
al., 1997).

Atualmente uma série de membranas tem sido utilizada e sua
eficacia relatada positivamente na literatura. Essas membranas sao
classificadas de acordo com sua absorvibilidade pelo organismo em
membranas nao absorviveis, como politetrafluretileno expandido (PTFE-e), e
membranas absorviveis, como o colageno, tendo essas Ultimas a vantagem
de dispensar a retirada num segundo ato cirdrgico. Tanto os materiais de
preenchimento, como as membranas, ndo sdo de uso compulsério. Quando
se opta pelo uso de materiais de preenchimento, varias possibilidades de
escolhas simples ou combinadas se apresentam, porém, ndo ha consenso
sobre qual tipo de membrana oferece melhores resultados
(Fugazzotto,1999).

As membranas também podem ser classificadas de acordo com a
sua natureza como sendo bioldgicas ou sintéticas. As sintéticas comerciais
sdo produzidas a partir de materiais organicos, em sua grande maioria
polimeros como polisulfona, poliamida, policarbonato, poliacrilonitrila,
acetato de celulose; e materiais inorganicos como metais e ceramicas,
carbono e éxidos metalicos (Habert et. al., 2006). De acordo com suas
aplicacbes as membranas apresentam diferentes morfologias e se
classificam em densas e porosas. Podem ser simétricas (isotropicas) ou
assimétricas (anisotropicas), ou seja, podem ou nao apresentar as mesmas
caracteristicas morfolégicas ao longo de sua espessura (Habert et. al.,
2006).



As membranas simétricas podem ser totalmente densas, possuir
poros de tamanho uniforme ao longo da secdo transversal ou poros
cilindricos que atravessam toda a espessura da membrana (Habert et. al.,
2006). As membranas assimétricas podem apresentar um gradiente de
porosidade ao longo da estrutura ou ainda possuir uma camada superior fina
(denominada “pele”), densa ou com poros muito pequenos, responsavel pela
seletividade, suportada sobre uma subestrutura porosa, que na maioria dos
casos proporciona resisténcia mecanica a “pele” e oferece pouca resisténcia
ao transporte. Se ambas as camadas sao do mesmo material, a membrana
€ dita assimétrica integral, caso contrario, se diferentes materiais sao
empregados no preparo das camadas da membrana, ela é chamada
assimétrica composta. Uma representacao esquematica dos diferentes tipos
de morfologia das membranas (Habert et. al., 2006). Membranas simétricas
podem ser formadas a partir do espalhamento de uma solucdo polimérica,
seguido da evaporacao da mesma. Ja as membranas assimétricas sao
produzidas a partir da inversao de fases. Nesse processo, um polimero é
dissolvido em um solvente adequado e a solugéo € espalhada formando um
filme de espessura uniforme. A inversdo se inicia pela desestabilizacdo
solucdo por inducdo de supersaturacdo tornando-se termodinamicamente
instavel dando origem a duas fases liquidas, uma rica e uma pobre em
polimero. Na formacao da membrana, a fase rica em polimero d&a origem a
estrutura da membrana, enquanto a fase pobre da origem aos poros
(Rodrigues Filho et al., 2009). A desestabilizacdo pode ocorrer de distintas
formas, dentre elas:

v' Evaporacgao do solvente (dry): a solucao polimérica possui um
ndo-solvente e a medida que o solvente evapora a concentragcdo do
polimero aumenta ocasionando a precipitacao do polimero.

v" Imersdo em banho de coagulagéo (wet): a solugao polimérica é
espalhada e imersa em um banho de n&o solvente que se difunde pela
solugdo enquanto o solvente se difunde para o banho, ocasionando a

preciptacao.



v' Evaporacdo-imersdo  (dry-wet): solugdo polimérica &
espalhada, o solvente deixado evaporar por algum tempo e em seguida a
solugéo é imersa em banho de ndo solvente onde ocorre precipitagao.

v" Precipitacao térmica: solugao é preparada em alta temperatura
e entao resfriada, desestabilizacdo é causada pela mudancga de temperatura.

v' Precipitagcdo induzida por vapor de nao solvente: filme da
solucao polimérica é exposto a vapores de nao solvente que se difunde na
solucdo até que ocorra a precipitacao (Meireles, 2011).

Independente da técnica utilizada para producdo de membranas,
pequenas variagdes na sintese, como o banho de coagulacdo, tempo de
evaporacdo do solvente e composicao da solucdo polimérica, podem
acarretar diferencas significativas na morfologia da estrutura formada.

Este fato chamou a atencdo de pesquisadores quanto a
necessidade de desenvolver uma barreira que possua ndo s uma correta
capacidade oclusiva para isolamento da area, mas também que garanta uma
maior protecdo inclusive quanto a possiveis contaminagcdes bacterianas
(Sbordone et al., 2000). Para tal, as membranas absorviveis apresentam um
significativo destaque, devido a sua capacidade de permitir a incorporagao a
elas de agente antimicrobianos. Dentre os mais comumente empregados
temos a tetraciclina e seus derivados (Ruggiero et al., 2015).

Devido a necessidade de obter melhorias nas membranas ja
existentes, o colageno tem sido pesquisado por ser um dos principais
constituinte de membrana absorviveis utilizadas em Odontologia. Ele é uma
proteina fibrosa formada por trés cadeias polipeptidicas em tripla hélice
chamadas cadeias a., sendo este um dos principais constituintes da matriz
extracelular de varios tecidos. Existem cerca de 20 tipos de colageno, dos
quais os mais conhecidos e abundantes sdo o colageno Tipo | e Il (Lee et
al., 2001). O colageno representa a principal macromolécula extracelular do
tecido conjuntivo periodontal. Cerca de 90% do colageno humano é do tipo |,
o qual é encontrado principalmente em ossos e pele, sendo o colageno tipo
Il o maior constituinte da cartilagem (Delaisse et al., 2000)



Ha alguns anos o FDA (Food and Drug Administration - EUA)
aprovou o uso de colageno xenogeno (obtido principalmente de bovinos)
como material para uso clinico. Frequentemente o colageno é obtido do
couro do animal ou tenddo. Contudo, a confecgcdo de membranas a partir
desse tipo de colageno com vistas a RTG exige tratamento quimico a base
de glutaraldeido, por exemplo, a fim de aumentar o niumero de ligacdes
cruzadas do colageno e, por conseguinte, o tempo de permanéncia no tecido
e dificultar a passagem de células (Rocha et al., 2002). Uma alternativa é
utilizar a cortical bovina déssea desmineralizada, cuja parte organica é
constituida principalmente por colageno tipo | densamente organizado (Taga
et al., 1997). Segundo alguns autores este material apresenta baixo
potencial imune quanto implantado em animais e humanos (Hyder et al.,
1992; Benqué et al., 1997)

Na degradacao do colageno estao envolvidas varias enzimas, no
entanto as principais s&o as enzimas chamadas colagenases, que séo
especializadas em hidrolisar o colageno. As colagenases pertencem a
familia das enzimas chamadas metaloproteinases da matriz (MMPs), estas
formam uma grande familia de enzimas zinco dependentes responsaveis
pela degradacdo do tecido conjuntivo e, recentemente foi demostrada sua
acdo em momentos da modelacdo e remodelagdo 6ssea (Bord et al.,
1996).Somente as MMP-1 e MMP-8 podem clivar o colageno tipo I. Essas
colagenases podem ser produzidas por diversos tipos celulares, entre elas
estdo os fibroblastos, macréfagos, células epiteliais e osteoclastos, bem
como por algumas bactérias que estdo presentes na cavidade oral como a
Porphyromonas gengivalis (Wang & McNeil, 1998). Apesar das diversas
vantagens do colageno, sua aplicacdo tem uma desvantagem que € a
excessiva maleabilidade quando em contato com o fluido corporal (Bord et
al., 1996).

Outro material estudado neste trabalho foi a celulose, por ser um
material natural abundante, o qual tornou-se um assunto em pauta na
ciéncia, tdo logo ferramentas apropriadas para investigacdes cientificas

tornaram-se disponiveis para melhorar as propriedades dos materiais.
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Portanto, a celulose tem sido considerada como um dos mais importantes
objetos de estudo na historia da ciéncia dos polimeros (Zugenmaier, 2008).

Na celulose existem duas fases distintas dentro das microfibrilas:
uma fase com grande ordenamento das moléculas denominada fase
cristalina e outra, com baixo ordenamento, denominada por¢cao amorfa.
Estas regides ndo possuem fronteiras bem definidas, mas parece haver uma
transicdo de um arranjo ordenado das cadeias de celulose para um estado
desordenado ou amorfo, no qual estas cadeias apresentam uma orientagao
menor. As regides ordenadas sdo conhecidas sob o0os nomes de
microcristalitos, cristalitos e micelas (D’Almeida, 1988).

Na regido cristalina, a fibra tem maior resisténcia a tracao, ao
alongamento, e a solvatacao (absorcado de solvente). A resisténcia a tracao
na regiao cristalina é quinze vezes maior do que o valor apresentado na
regido amorfa, onde a fibra tem sua maior flexibilidade (D’Almeida, 1988).

A estrutura fisica da celulose é responsavel por suas reacoes nao
uniformes e, também por algumas de suas propriedades. Por exemplo, a
fracdo de grupos hidroxilas disponiveis para interagir com a agua € limitada,
ao ponto de tornar a celulose insolivel nesse meio, apesar de sua
polaridade. Outro fato € a presenca de regides amorfas e cristalinas, nas
quais a acessibilidade de agentes quimicos normalmente difere, levando a
produtos de reagdo nao uniformes (Nascimento, 2010). Normalmente a
celulose € convertida em derivados que possuem propriedades fisicas e
quimicas muito peculiares abrindo caminho para uma série de aplicacoes.
Dentre as aplicacdes esta a producado de ésteres celuldsicos, que tém se
mostrado de grande importancia comercial (Edgar et. al., 2001).

O Acetato de Celulose (AC) é um dos derivados de celulose mais
importantes e amplamente utilizados na producdo de fibras, plasticos,
revestimentos resistentes aos solventes, para processos de separagao por
membranas, em sistemas de liberacao controlada de farmacos, entre outros
(Fischer et al., 2008 ). O mesmo ja vem sendo estudado como dispositivos
de liberacdo local, e por isso gera-se a hipoétese do mesmo poder ser

utilizado na Odontologia. Além disso, este foi 0 primeiro material usado como
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membrana em RTG. Apesar da obtencdo de resultados preliminares
favoraveis, este material ndo possuia os requisitos quimicos e estruturais
ideais para o uso como barreira a migracao epitelial. Um dos problemas
referente a esse material é a dificuldade de degradacao em meio aquoso,
gue consiste no maior componente do fluido corporal (Fischer et al., 2008).0
acetato é produzido pela esterificacao dos grupos hidroxila das unidades de
glicose com grupos acetila. Uma vez que cada unidade de glicose contém
trés grupos hidroxilas livre, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, pode se obter
materiais com diferentes graus de substituicdo (GS) de acordo comnumero
médio de grupos hidroxila esterificados com grupos acetila por unidade de
glicose da celulose (Fischer, 2008). O GS pode variar de zero, para a
celulose, até trés para um triacetato (O AC pode ser obtido a partir de uma
reacao de acetilacao da celulose, pelo método homogéneo ou heterogéneo).
Ambos o0s métodos caracterizam-se pela reacdo da celulose com uma
mistura de acido acético e anidrido acético, na presenca de acido sulfdrico
ou perclérico como catalisador. A principal diferenca entre os dois métodos é
gue na acetilacdo heterogénea, utiliza-se um agente nao-inchante, como o
tolueno, que mantém a estrutura fibrosa da celulose. Na acetilacdo
homogénea néo se utiliza, este agente e, entdo a celulose é solubilizada no
meio reacional, o que causa mudancas na morfologia das fibras de celulose
(Sassi e Shanzy, 1995). Estes autores propuseram que quando as cadeias
de celulose tornam-se suficientemente acetiladas, as mesmas desprendem -
se do cristal tornando-se solUveis em meio reacional, em consequéncia, o
cristal torna-se quebradico e isso pode ser identificado por uma série de
entalhes de onde foram retiradas as cadeias acetiladas. No caso da reagao
heterogénea, o agente ndo - inchante evitaria que as cadeias se
desprendessem dos microcristais, mesmo depois de acetiladas, ou seja, a
acetilacdo ocorre apenas nas cadeias localizadas na superficie das fibras de
celulose. Uma das aplicacbes do AC é a producdo de membranas para
revestimento, processos de separagao e liberacdo controlada de farmacos
(Nyman et al., 1982).
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As principais propriedades do AC sao: alta dureza, resisténcia ao
impacto, alto brilho, transparéncia, textura agradavel e a auséncia de
eletricidade estatica (Edgar et al., 2001; Quintana et al., 2013; de Moraes et
al., 2015). A solubilidade do acetato de celulose depende, entre outras
coisas, do GS, que é definido pelo nivel de acetilacdo do acetato de
celulose. O tipo de substituinte e 0 numero médio de grupos que substituem
as hidroxilas nas unidades glicosidicas. O GS tem relacado direta com as
propriedades finais do derivado, como por exemplo, a solubilidade em agua.
O GS pode variar de um grupo hidroxila substituido, monossubstituido até a
forma totalmente substituida, trissubstituido. O GS varia de 0 para a
celulose, até 3 para um derivado trisubstituido. Os acetilados com GS igual a
3 sao soluveis em diclorometano e outros solventes clorados, GS de 2-2,5
sao soluveis em acetona, dioxano, tetrahidrofurano e acetato de metila. AC
com GS igual a 1pode ser soluvel emagua (Fischer et al., 2008). A estrutura

quimica do AC encontra-se ilustrada na Figura 1.

o7

Figura 1. Estrutura quiFnica do AC.

Um aditivo ja estudado em incorporacées de membrana de AC é
a Tetraciclina (TET), um antibiético bacteriostatico, com um amplo espectro
de acao, atuando contra as bactérias gram - negativas e gram - positivas,
por inibicao especifica do procariético (bacteriano). A sintese de proteinas é,
portanto, inibida na bactéria, impedindo a replicacdo e ocasionando a morte
celular (Cunha et.al., 1982). Além do efeito antibacteriano, a tetraciclina tem
propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras, uma vez que reduz a
atividade dos fagocitos, dos leucdcitos polimorfo - nucleares e a quimiotaxia

de neutrdfilos e leucécitos (Delaisse et. al. 2000).
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E comum na literatura estudos que associam Dispositivos de
Liberacao Local (DLL) com a TET. Tais dispositivos podem ser classificado
em biodegradaveis e nao-biodegradaveis, dependendo do material utilizado
como carreador (Soskolone & Freidman, 1996). Dispositivos que nao sao
biodegradaveis possuem a vantagem de permitir o controle do tempo de
exposicao do ambiente da bolsa ao farmaco. Entretanto, a principal limitacao
desse tipo de dispositivo € a necessidade de remocao do mesmo apos o
periodo de tratamento e varios problemas tém sido associados a esse
procedimento (Medlicott et al., 1994). Normalmente ¢é necessaria
competéncia técnica para assegurar a retirada completa do dispositivo,
devido a possibilidade do aparecimento de efeitos indesejaveis, tais como
inflamagéo do tecido local, resultantes do reconhecimento pelo sistema
imune de um corpo estranho (fragmentos). Além disso, a remocdo do
dispositivo €& acompanhada por um rdpido declinio na concentracdo
antibacteriana (Tonetti et al., 1990), o qual esta freqlientemente associado
com recolonizacdo da bolsa periodontal. Por outro lado, os dispositivos
biodegradaveis possuem a grande vantagem do paciente necessitar de
apenas uma visita ao dentista para a insercdo do dispositivo, que nao
precisa ser retirado, havendo diminuigdo das visitas clinicas e assegurando
melhor adesdo do paciente ao tratamento (Steinberg & Friedman, 1988;
Bromberg et al., 2001).

Rams & Slots (1996) afirmaram que os procedimentos
terapéuticos atuais indicam que as doencas periodontais poderiam ser
controladas pela supressdo de algumas espécies de microrganismos do
biofilme subgengival que sao considerados patogénicos e pela interferéncia
na recolonizagcdo destes sitios por estas bactérias. Observaram que o
debridamento mecéanico/cirurgico na regido radicular usualmente nao
erradica certos microorganismos como A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermédia e B. forsythus do ecossistema subgengival devido
ao seu potencial invasivo para as células epiteliais e tecido conjuntivo. Com
o intuito de intensificar a acdo da raspagem e alisamento radicular no

tratamento das periodontopatias, 0 emprego de agentes antimicrobianos
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tépicos como os bochechos bucais ou a irrigacdo do sulco gengival e a
colocacdo de dispositivos que liberem lenta e gradualmente essas
substancias foram propostos (Rams & Slots 1996).

O Actisite® foi um dos primeiros dispositivos de liberacédo local
com tetraciclina utilizado em humanos. E um sistema constituido por fibras
(copolimeros plasticos, nao reabsorviveis e biologicamente inertes)
impregnadas com pé de tetraciclina hidrocloridrica 25% (Goodson et al.,
1983).

A fibra é introduzida subgengivalmente até ocupar completamente
o interior da bolsa periodontal e mantida in situ com o auxilio de um adesivo
a base de cianocrilato por 7 a 10 dias (Goodson et al., 1991). O antibiético é,
entéo, liberado através do mecanismo de difusdo e osmose. Esse sistema
de liberacdo controlada é capaz de manter concentragdes de tetraciclina no
fluido gengival excedendo 1.300 mg/mL por um periodo de sete dias, com
concentracdes médias de 43 mg/mL nas porcoes superficiais da parede de
tecido mole da bolsa (Ciancio et al., 1999). A fibra de tetraciclina combinada
com raspagem dental e aplainamento radicular apresentou resultados
significativamente melhores nos parametros de profundidade de sondagem e
ganho clinico de inser¢cdo conjuntiva quando comparado ao tratamento
convencional em pacientes incluidos na terapia periodontal de manutencao
(Newman et al., 1994; Kinane & Radvar, 1999).

Nos ultimos anos, novos veiculos para liberagdo local de
tetraciclina tém sido desenvolvidos. Jones et al., (2000) publicaram estudo
no qual descrevem as caracteristicas e avaliacoes clinicas preliminares de
um gel de tetraciclina hidrocloridrica (5%) com capacidade de aderir aos
tecidos gengivais e a superficie dental, permitindo a liberacéo lenta da droga
no interior da bolsa periodontal. A pré-avaliacdo do desempenho clinico
mostrou que o gel, associado a raspagem e alisamento radicular, promove
diminuicao da profundidade de sondagem e reduz a o nimero de patégenos
periodontais no interior da bolsa (Jones et al., 2000).
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Outro aditivo importante trata-sedo Glicerofosfato de calcio (GPC),
uma fonte de célcio e fosfato inorganico obtido através da hidrélise por
fosfatase alcalina no sangue e fluido de tecidos, pode ser convertido em
hidroxiapatita, quando aplicado em protecao pulpar direta (Imai et ai., 1993).
Além disso, este medicamento nao € citotoxico (Hayashi Y et ai., 1992). O
Fosfato de calcio, incluindo a hidroxiapatita € gerado através do fendmeno
de biomineralizacdo, e é o principal componente dos 0ssos e dentes no
corpo humano. Cristais de hidroxiapatita possuem aplicacbes médicas e
podem acelerar a regeneracao éssea e reparagdo ao serem utilizados em
defeitos dsseos (Fujishiro, Hench, e Oonishi, 1997). No entanto, a
hidroxiapatita é considerada quebradica (Okada & Furuzono, 2012). A fim de
superar estes problemas, estes cristais podem ser combinados com
numerosos polimeros bioativos (Bonfield, Grynpas, e Tully, 1981), incluindo
as proteinas e polissacaridos (Ehrlich, 2010). A estrutura quimica do GFC

pode ser observada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica do GPC.

A hidroxiapatita, Cai9(PO4)s(OH),, representa de 30 a 70% da
massa dos 0ssos e dentes e é o principal constituinte mineral destas
estruturas. Por ser sintética e possuir propriedades de biocompatibilidade,
sua producao vem sendo estudada por pesquisadores na busca da obtencao
de um produto onde nao coexistam fases diversas baseadas no sistema Ca-
P. (Hench &Best, 2004). A sintese de fosfatos de calcio via precipitacao
quimica apresenta vantagens, quando comparada aos métodos tradicionais
de producdo de hidroxiapatita, devido ao seu baixo custo e simplicidade, no
entanto a maioria dos procedimentos sintéticos apresenta a formacao de
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produtos nao estequiométricos e mistura de fases. Os processos de
precipitacdo consistem na adicdo de grupos fosfatos a suspensdes que
contenham ions calcio, podendo partir de diferentes reagentes. Dependendo
do processo de fabricacdo, as propriedades da hidroxiapatita apresentam
caracteristicas diferentes. Quando sintetizadas em altas temperaturas,
apresentam boa cristalinidade e cristais grandes. Quando sintetizadas em
baixas temperaturas, apresentam baixa cristalinidade e cristais pequenos.
Atualmente os métodos de precipitagdo por via umida sao preferidos, devido
ao produto produzido apresentar caracteristicas similares as do tecido 6sseo
e dentario.Para a obtencdo dos materiais a base de fosfato de calcio,
dependendo dos métodos utilizados, dos reagentes e das variaveis
adotadas,é possivel obter iniUmeras fases, além de uma grande variacédo de
comportamentos resultantes de outras variagoes, tais como: defeitos
cristalinos, area superficial, afinidade por materiais organicos encontrados no
meio fisiolégico, etc (Rigo, 2007).

Investigagdes cientificas relatam membranas reabsorviveis, com
certas vantagens sobre as membranas de primeira geragdo tais como
melhor biocompatibilidade, oclusdo celular precisa, integracdo do tecido e
semi-rigidez (Shen et al., 1997). Além disso, testes de viabilidade celular
indicam que membranas de AC possuem boa biocompatibilidade para
proliferacdo de fibroblastos (CS Wu, 2014). Caracterizacdo de novas
membranas sao comumentes realizadas por meio de tempo de degradacéo,
por métodos espectroscépicos, morfologia de superficies e fraturas por
microscopia eletrdnica de varredura e indice de cristalinidade através de
difracdo de raios X, como se pode observar em estudos publicados na
literatura (Ruggiero et al., 2015; Filho et al., 2011).

Considerando a hip6tese de que tetraciclina, glicerofosfato de
célcio e acetato de celuloseapresentam caracteristicas que podem favorecer
a RTG, torna-se viavelinvestigar e desenvolver membranas constituidaspor

estes materiais.

2. PROPOSICAO
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2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar aspectos fisico-quimicos de
membranas sintéticas de acetato de celulose e comparar com membranas

biolégicas comerciais utilizadas na regeneracéao tecidual guiada.

2.2 Objetivos especificos

v' Comparar membranas sintetizadas com membranas bioldgicas
comerciais.

v' Determinar Grau de Substituicio das membranas de Acetato
de Celulose produzidas — caracterizagdo quimica.

v' Estabelecer tempo de degradacao final das 06 membranas por
meio de espectrofometria — caracterizacao fisico-quimica.

v' Analisar qualitativamente a morfologia das superficies e
fraturas das 06 membranas por meio de microscopia eletrénica de varredura
— caracterizacao fisica;

v Analisar quantitativamente o indice de cristalinidadea das 06
membranas por meio dos difratogramas de raios-X obtidos no Difratbmetro
XRD - caracterizacéo fisico-quimica;

v" Analisar quantitativamente a capacidade de molhabilidade das
06 membranas por meio do angulo de contato fornecido pelo Gonidmetro —
caracterizacao fisico-quimica;

v Analisar quantitativamente as propriedades de barreiras
(permeabilidade a vapor de agua) das 06 membranas por meio do Copo de
Payne — caracterizacgao fisico-quimica.

v Analisar as propriedades térmico-mecanicas em modo de

tensdo das 06 membranas — caracterizagao fisica.

3. MATERIAIS E METODOS
Delineamento Experimental:

1. Unidade Experimental: Membranas de Acetato de Celulose:
Acetato de Celulose Puro (AC), Acetato de Celulose com Tetraciclina (AC +
Tet), Acetato de Celulose com Glicerofosfato de Calcio (AC+GPC) e Acetato

de Celulose com Tetraciclina e Glicerofosfato de Calcio (AC+GPC+TET) e
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Membranas Biolégicas Comerciais: Genderm/Baumer (GD) e BioGide
Perio/Geistilch (BGP).

2. Fatores em EstudoTempo de degradacdo, permeabilidade,
cristalinidade, resisténcia térmica, resisténcia mecanica a tracao, grau de
substituicdo do acetato de celulose, analise morfoldgica da superficie e
angulo de contato.

3. Varidveis respostas: Tempo (dias), fluido a vapor (cm®s™),
indice de cristalinidade e angulo de difracao (20), deformacao (um) e angulo
de contato (0).

4. Métodos de  Analise:.Determinacao do grau de
substituicdo,tempo de degradacdo analisada em espectrofometria (UV),
andlise morfoldgica (MEV), difragdo por meio de raios-X (DRX), angulo de
contato (Gonidmetro), analise de permeabilidade (Copo de Payne), analise
termogravimétrica (TGA), analise termomecanica (DMA).

5. Anélise dos dados:Os dados serdo analisados de forma

descritiva e comparativa.

3.1. Descricao e preparo das amostras

Para a confeccdo das membranas desenvolvidas neste estudo
foram utilizados polimeros de Acetato de Celulose de massa molar média
30.000 g mol(Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri, USA),
Tetraciclina em cépsula (Biopharma, Uberlandia, Brasil), Glicerofosfato de
Célcio de massa molar média 210.14 g (Sigma-Aldrich Corporation, Saint
Louis, Missouri, USA), Acetona 99,5 % (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil) e
Agua Deionizada.Foram desenvolvidas quatro diferentes membranas
sintéticas de Acetato de Celulose, demonstradas na Figura 3, com
concentracéo fixa de 10 gramas de reagentes dissolvidos em 80 ml de
acetona e 20 ml de agua (10,0% m/v polimeros/solvente), com variacao da
quantidade de AC dependendo dos aditivos: Tetraciclina (TET) (0,5%)e
Glicerofosfato de Célcio (GPC)(0,04%), conforme na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricao das composicées das membranas de Acetato
de Celulose sintetizadas.

Membranas Polimeros Solvente
(80:20ml)
AC 10,00 g AC Acetona + Agua
AC +TET 9,950 g AC + 0,050 g TET Acetona + Agua
AC + GPC 9,996g AC + 0,004 g GPC Acetona + Agua

AC +TET + GPC  9,946g AC + 0,005 g TET + 0,004 g GPC  Acetona + Agua

Os sistemas foram submetidos a agitacdo mecéanica por um
periodo de 24 horas, apds esse periodo as membranas foram espalhadas
com espessura de 400 um com um Aplicador de Filme Ajustavel de alta
precisdao, com ajuste de 1 em 1 micron, largura util de 15 cm conforme
norma ASTM D823-53 (TKB Erichsen Comercial e Técnica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), as amostras foram manipuladas no interior de uma caixa de vidro de
50x50cm, com tampa e dois pequenos orificios centralizados na parte
horizontal para entrada das méaos, climatizada com acetona durante 1 hora
antes do experimento, de tal forma que o solvente evaporassem de maneira
uniforme em toda extensdo dos filmes.As membranas formadas
permaneceram em dessecador sob vacuo a temperatura ambiente durante
24 horas, com objetivo de eliminar residuos de solvente, em seguida

armazenadas em grau cirurgico em local fresco, seco longe da luz do sol.
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Figura 3. Membranas de Acetato de Celulose produzidas.

Tendo em vista o objetivo de desenvolver um novo produto,
tornou-se necessario o conhecimento fisico-quimico de membranas
biol6gicas ja existentes no mercado com intuito de comparar as
caracteristicas existentes e entender o comportamento das mesmas. Para
efeito comparativo, foram selecionadas duas membranas biologicas
absorviveis comumente utilizadas na regeneracédo 6ssea guiada, sao elas:
GenDerm (Baumer do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e BioGide Perio (Geistlich
do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), demonstradas na figura 4.

Figura 4. Membranas comerciais de origem bovina.
3.2. Caracterizacao das membranas

3.2.1. Determinacao do Grau de Substituicdo
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A solubilidade do acetato de celulose depende, entre outras
coisas, do GS, que é definido pelo nivel de acetilacao do acetato de celulose. O
tipo de substituinte € o nimero médio de grupos que substituem as hidroxilas
nas unidades glicosidicas. O grau de substituicio do material produzido foi
determinado de acordo com o procedimento disponivel em Cerqueira et al.,
2010. Adicionou-se 5,0 mL de hidréxido de sédio (0,25 mol L") e 5,0 mL de
etanol a 0,10 g de acetato de celulose, deixou-se a mistura em repouso. Apos
24 horas adicionou-se 10,0 mL de acido cloridrico (0,25 mol L) e deixou-se em
repouso por mais 30 minutos, em seguida a solucao foi titulada com hidréxido
de sédio, utilizando-se o indicador fenolftaleina.
A determinacao do grau de substituicdo (GS) por via quimica baseia-
se na determinacdo da porcentagem (% m/m) de grupos acetila (% GA) que
foram substituidos na cadeia celuldsica. O GA é calculado a partir da equacéo 1:

Vii My — Vi, )M 100
%GA:( bi Mbt ap'a) Equagéo1

Muc

Onde,

% GA: porcentagem de grupos acetila

Vyi: volume de hidréxido de sodio adicionado

Vpt: Volume de hidroxido de sédio obtido na titulacao
Mp: molaridade do hidréxido de sédio

Va: volume de &cido cloridrico adicionado

Ma: molaridade do &cido cloridrico

M: massa molar dos grupos acetila

Mac: massa de acetato de celulose utilizada

3.2.2.Tempo de degradacao das membranas

O processo de degradacao foi efetuado através do método
descrito na literatura (Ruggiero et al., 2015) quando as amostras (1,0 cm?
de area) foram imersas em 20 mL de uma solucédo tamponada com fosfato
(pH = 7,2) a uma temperatura fixada em 36, 5 + 0,5°C. Foram realizadas
medidas de comprimento de onda definido em 280nm por meio do
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espectrofotobmetro UV (Shimadzu Corporation, Sdo Paulo, Brasil, modelo UV
2501 PC, pertencente ao Instituto de Quimica/UFU)(Figura 5). A cada
medida, as membranas foram alteradas para uma nova solugao para evitar
atingir o equilibrio de dissolugado. As analises foram realizadas em ftriplicatas
e os tempos de analise da degradacao foram de 0 h (dia inicial), 24 (1 dia),
48 (2 dias), 96 (4 dias), 192 (8 dias), 384 (16 dias), 768 (32 dias), 1536 (64
dias) e 2400 horas (100 dias), sempre duplicando os dias de analises com
objetivo de estrapolar resultados caso as membranas ndo degradassem
completamente em tempo vidvel para conclusdo deste trabalho. Diariamente
as membranas eram analisadas para serem levadas a leitura caso
desaparecerem antes do tempo programado para proxima leitura. A solucao
tampéao-fosfato era trocada a cada leitura com objetivo de ndo entrar em
equilibrio. Sendo assim, o tempo total de degradacao foi estimado apo6s a
construgdo de um gréafico da absorbancia em fungdo do comprimento de
onda e o processo foi acelerado através do aumento da temperatura até 50 °
C e diminuicao do pH da solucao, esse processo conduz a degradacao total

da membrana.

Figura 5.Espectrofotdmero de ondas modelo UV.

3.2.3. Andlise qualitativa da morfologia das superficies e fraturas por meio de

microscopia eletrbnica de varredura
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Foram realizadas analises morfologicas de superficies e fraturas
das membranas em MEV. As fraturas dos filmes foram obtidas por meio de
quebra apds imersao em nitrogénio liquido por 1 minuto. Em seguida, as
amostras foram fixadas em tira de carbono sob os “stubs” metalicos, no plano
horizontal para avaliar superficie e no plano vertical para avaliar o interior das
membranas, as mesmas foram levadas ao dessecador por 24 horas, apds
receberem fina camada de ouro, com 15 nm de espessura. O conjunto foi
posicionado no metalizador MED 10 (Oerlikon Balzers Coating, Sao Paulo,
Brasil)(Figura 6A), cujo cilindro contém placa de ouro em sua parte superior. O
cilindro de vidro forma uma camara que se fecha hermeticamente e em seguida
se conecta a bomba de vacuo, que produz vacuo na ordem de 10-1 mmHg. A
camara fica em conexao com reservatorio de Argbnio que substitui o ar e cria
atmosfera deste gas. Assim estabelece-se entre a amostra e a placa de ouro
diferengca de potencial suficiente para ionizar o gas. Os ions positivos
bombardeam a placa de ouro arrancando seus atomos, que se depositam na
superficie da amostra em espessura de aproximadamente 100-200 A, com
periodo de sputtering de 2-3 minutos. Apds a metalizacdo as amostras foram
examinadas no MEV (EVO MA 10, CARL ZEISS, Germany), a voltagem de 10
KV. (Figura 6B). As imagens microscépicas foram obtidas do centro da amostra
em aumento de 5000k tanto para superficies quanto para fraturas.

Figura 6.A — Metalizador.B - Microscépio Eletrénico De Varredura.

3.2.4. indice de cristalinidade e difracdo de raios-X
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Os difratogramas de raios-Xdas membranas foram obtidos no
Difratdmetro XRD (Shimadzu Corporation, Sdo Paulo, Brasil, modelo XDR-6100
pertencente ao Instituto de Quimica/UFU, operando a uma poténcia de 40 Kv
com 30 mA de corrente, empregando-se radiacdo de CuK a (1,5418 A), com 20
variando de 5° a 372, com velocidade de varredura de 12 min” e resolugdo de
0,02°.

O indice de cristanilidade (l;) das membranas foram obtidos pela
Equacédo de Lorentz, demonstrada na equacgédo 2, fornecidos pelo programa
computacional do proprio equipamento que analisa os difratogramas de acordo
com a convolucdo de picos baseados na Lorentziana conforme Figura 7 e
fornece o indice de cristalinidade baseado na regido cristalina da amostra,

expresso em Kcps*deg.

L2A w
T 4(x—x,)2+w?2

Y=Yo Equacédo 2

Onde,
Yo: 0;

(xc, yc)

Xc: Xcentros
w: largura a meia altura;

A: area.

(ye

Figura 7: Exemplo de curva fungéo Lorentziana.

3.2.5. Analise da molhabilidade por meio de 4ngulo de contato

A molhabilidade das superficies pode ser quantificada pelo angulo de
contato de um liquido com o substrato sélido. A molhabilidade da superficie é
largamente dependente da energia de superficie e influencia o grau de contato
entre a membrana e o ambiente fisioldgico; quanto maior a molhabilidade, maior

€ a interacgéo da superficie do biomaterial com o ambiente biolégico (Bico et al,
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2002). Logo, a molhabilidade foi quantificada com a aplicacdo de uma micro-
gota de agua destilada por meio do Goniémetro (Ramé-Hart, Inc. Modelo NRL
A-100 pertencente a FEMEC/UFU) (Figura 8) nas 06 membranas. Foi utilizada
uma micro-seringa para liberar volumes iguais (0,5 pl) do liquido na superficie

das membranas.

Figura 8: Goniémetro.

Sendo assim, as amostras de 40 mm de comprimento € 10 mm de
largura foram fixadas em uma lamina de vidro por meio de fita adesiva. Uma
gota de agua destilada de 50 uL, com o auxilio da seringafoi liberada sobre o
filme em trés pontos diferentes, as imagens foiram capturadas por meio de uma
camera digital de alto foco e as mesmas foram analisadas pelo software
Surftens 3.0 que ajusta o perfil da gota e determina o angulo de contato. Os
angulos foram fotografados 20 s apdés a gota entrar em contato com as
membranas. Foram feitas quantificacdes da molhabilidade em 03 amostras de
cada tipo de membrana, totalizando 18 imagens. Foram calculados a média e o

desvio padrao dos valores de angulos de contato encontrados.

3.2.6.Analise da permeabilidade ao vapor de agua

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua foi realizado
utilizando-se a técnica do copo de Payne (ASTM D1653-08). O copo de Payne
consiste em um conjunto formado por um copo de aluminio com boca

rosqueada, com variagdes de didmetro interno de modo a formar uma base para
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a fixacdo do filme, anéis de vedacao de borracha e aluminio e uma tampa
rosqueada vazada no centro, cuja area de permeacao foi 7,373 cm?.

As membranas foram cortadas em forma de discos, e adaptadas em
um ependorf com didmetro igual ao interno, proporcional ao do copo de Payne,
devido ao fato das membranas biolégicas comerciais ndo possuirem diametro
suficiente para serem levadas ao copo original. Previamente foi calculada a
espessura com média das medidas em cinco regides diferentes de cada filme,
utilizando o micrémetro digital Mitutoyo (0-25 mm). (Mitutoyo Sulamérica Ltda,
Sao Paulo, Brasil). Este sistema é colocado em um dessecador, na presenca do
agente secante Pentéxido de Fdésforo (P-O). Na qual se pode avaliar a
capacidade de cada uma das membranas de permear agua através daperda de
agua do interior do copo.

Triplicatas foram realizadas para cada membrana e as mesmas
foram colocadas em ambiente com temperatura controlada, o sistema foi
acompanhado com registros das massas em intervalos de 60 minutos nas

primeiras 10 horas, seguidas de medidas feitas a cada 24 horas durante 7 dias.

3.2.7. Andlise térmodinamico-mecénica (DMTA)

O comportamento dindmico-mecanico das membranas foi estudado
utilizando o DMA Thermal Analyzer, (TA Instruments, Sao Paulo, Brasil, modelo
Q800, pertencente ao Instituto de Quimica/USP, Sao Carlos, Brasil). Os
experimentos foram realizados em modo de tensdo. As dimensdes do corpo de
prova foram de 16,0 mm x 5,0 mm, com espessuras de 200 um. As condigbes
experimentais foram: amplitude de oscilagédo de 8,0 um, 1 Hz de frequéncia,
aquecimento de -140 °C até 200 °C, em uma taxa de aquecimento de 3,0 °C
min™', forca estatica de 10 mN e ajuste automatico de tensdo em 125 %.

3.2.8.Andlise Termogravimétrica

As anadlises foram feitas em um analisador térmico (Shimadzu
Corporation, Sado Paulo, Brasil, modelo TGA-50, pertencente ao Instituto de

Quimica /UFU). Cerca de 7 mg da amostra foi aquecida, em cadinhos de
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aluminio, até 600 °C na velocidade de aquecimento de 10 °C.min™, sob

atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 cm®min™.

4. RESULTADOS
4.1. Grau de substituicao

O grau de substituicdo do AC comercial utilizado neste trabalho foi
de 2,2, este resultado indica que o AC possui aproximadamente dois grupos
(-OH) substituidos por grupos acetila (-OCCHs).

4.2. Tempo de degradacao das membranas

O tempo total de degradacéao foi estimado apds a construcéo de
gréaficos de absorbancia em fungdo do comprimento de ondaa fim de permitir
a andlise de horas necessarias para as membranas degradaram
completamente e a velocidade de degradacdo das mesmas, apresentados
nas Figuras 9-20..

AC
0,15
) A h
e 96h
——=192h
X
~ 288h
<
0,05 - 576
0 T T T T
220 270 320 370

Wavelength/nm
Figura 9. Absorcdo da membrana de AC durante o tempo analisado.
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Figura 10.Espectro deabsor¢do da membrana de AC em fungéo do tempo.
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Figura 11. Absorcao da membrana de AC+TET durante o tempo analisado.
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Figura 12. Espectro de absorcdo da membrana de AC+TET em funcao do
tempo.
AC+GPC
0,25
0,2
° 0,15
<
0,1
0,05
0

220 270 320 370
Wavelength/nm

Figura 13. Absorcao da membrana de AC+GPC durante o tempo analisado.
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Figura 14. Espectro de absorcdo da membrana de AC+GPC em funcéo do

tempo.
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Figura 15. Absor¢cdo da membrana de AC+GPC+TET durante o tempo
analisado.
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Figura 16. Espectro de absorcdo da membrana de AC+GPC+TET em
fungéo do tempo.
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Figura 17. Absor¢cao da membrana GDdurante o tempo analisado.
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Figura 18. Espectro de absorcdo da membrana GD em fun¢éo do tempo.
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Figura 19. Absorcao da membrana BGPdurante o tempo analisado.
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BGP
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Figura 20. Espectro de absorcdo da membrana GD em fun¢ao do tempo.

4.3.Andlise qualitativa da morfologia das superficies e fraturas por meio

de microscopia eletronica de varredura
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As micrografias de superficies e fraturas das membranas de AC e
membranas biolégicas comerciais sdo apresentadas em imagens de
Microscopia Eletrdnica de Varredura no aumento de 5000x nas Figuras 21 e
22.

Date 8 Ju 2015 10 Dt 8 Jom 2016
Tiren ;19;10:08 H Tirma 181347

Figura 21. Imagens de superficiesdas membranas AC, AC+TET, AC+GPC,
AC+TET+GPC, GD e BGP. Ampliacao de 5000x.
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Figura 22. Imagens de fraturasdas membranas AC, AC+TET, AC+GPC,
AC+TET+GPC, GD e BGP. Ampliacdo de 5000x. Marcacdes amarelas:
tamanhos dos poros baseados nas escalas fornecidas pelas imagens.

4.4. indice de cristalinidade e difracdo de raios-X

Os Icr foram obtidos pelos valores de intensidade observados no
difratograma apresentado na Figura 23.
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Figura 23. Difratograma das membranas.

Os difratogramas das membranas de AC com os aditivos apresentam
indice de cristalinidade entre 35,27 e 94,4, conforme a Tabela 2. Estes
padrées de difracdo de ambos os materiais correspondem a estrutura de
materiais acetilados (Kono et al., 1999), (Shaikh et al., 2009).

Tabela 2- indice de cristalinidade das membranas.

Membranas Ic (kcps*deg)

AC 94,4
AC+TET 50,8
AC+GPC 35,27

AC+TET+GPC 42,69

GD 19,15

BGP 43,32

4.5. Molhabilidade e Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade a vapor de agua e angulo de contato sao
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Permeabilidade a vapor de agua e angulo de contato

das membranas sintéticas e biolégicas.

Angulo de contato ()

Membranas Fluxo (cm?s™) (# D.V.)
(£D.V.)

AC 3,035 x10°(x 1,27 x 107) 53,81 (£3,45)
AC+TET 2,79x10°(+ 5,75 x 109) 48,37 (£1,15)
AC+GPC 3,73x10°(+ 7,08 x 10) 54,24 (+1,30)
AC+TET+GFC 3,47 x 10° (+ 2,59x 10°) 69,66 (+1,66)
GD 2,83 x 107 (+ 3,39x 10°) 62,17 (+6,01)
BGP 4,13 x 10° (¢ 5,03x 10°) 00,00 (0,00)

4.6. Analises térmicas

A estabilidade térmica das membranas foi avaliada por meio de
curvas de perda de peso termogravimétrica, mostrado na Figura 24. De um
modo geral, trés principais eventos térmicos sdo observados para todas as
membranas: dessorcdo de agua adsorvida na estrutura do derivado
celulésico (entre 30 e 110 ° C), a desacetilagdo do polimero e
despolimerizacdo entre 315 e 375 ° C, e a decomposicao pirolitica do
esqueleto celulésico entre 380 e 530 °C (Shaikh et al., 2009).

TGA
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——AC + TET
——AC +GPC
——AC +TET + GPC
—GD

80

60

Weight (%)

40

20

I i I T 1 ! I N I T
100 200 300 400 500 600
Temperature (°C)

Figura 24. Termograma.
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4.7.Analise termodinamico-mecanica

A Figura 25mostra a dependéncia do modulo de armazenamento no

teor de reagentes para a formacgéao das peliculas.
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Figura 25.Grafico de tensdo vs. deformacdo das membranas sintéticas
deAC puro, AC incorporadas com TET e GPC comparadas com membrana

comercial GD.

5. DISCUSSAO

Para as membranas absorviveis e biodegradaveis, diversos
fatores devem ser considerados, como aresposta tecidual hidrolitica sobre
0s compositos resultantes da degradacado ser minima, reversivel e nao

influenciar negativamente a regeneracao dos tecidos (Gottlow, 1993).

Uma nova geracao de membranas biodegradaveis tem surgido
que incluem membranas de Colageno, membranas de Acido Polilatico e
Poliglicélico, membranas de Monémero de Fibrina e Elastina, membranas de
Vicryl (Polyglactin 910) e membranas de Acetato de Celulose. Sdo materiais
biodegradaveis que nao provocam inflamacao tecidual. A vantagem da
membrana absorvivel € a facilidade de manipulacdo e manutencédo poés-
operatéria, sem a necessidade de segundo ato cirdrgico para sua remocao,
ainda apresentam vantagens adicionais como, otimizacdo da cicatrizacéo
dos tecidos moles, em algumas membranas ocorre incorporagdo pelos

tecidos hospedeiros, e reabsorcéo rapida em caso de exposicao, diminuindo
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a probabilidade de tomarem-se fatores retentivos que propiciam a
contaminacao bacteriana (Lorenzoni et al., 1998). As desvantagens sao sua
reabsorvibilidade rapida, pobre visibilidade quando molhada, tendéncia ao
colapso em defeitos infra-6sseos e possiveis reacdes alérgicas locais
(Martins et al., 2001). Membranas absorviveis, como as de colageno, foram
criadas e estdo sendo desenvolvidas para transpor estes problemas (Wang
e Carrol, 2001). Membranas de colageno promovem adesao celular,
quimiotaxia, homeostasia, e degradacdo fisiolégica com baixa
imunogenicidade, o que faz dela um material ideal como barreira. Estes
materiais devem manter por um tempo apropriado sua integridade, o que
ocasiona maior sucesso na exclusao celular. (Zohar et al., 2004). As
membranas de colageno tém sido utilizadas na medicina e odontologia
devido a sua provada biocompatibilidade e capacidade de promocado da
cicatrizacdo da lesao cirurgica e prevencao do crescimento epitelial, onde
devera formar tecido 6sseo, durante as fases iniciais do reparo. Estudos
mostram resultados semelhantes ao se aplicar o método de RTG quando
comparadas com membranas ndo absorviveis, como as ePTFE. Uma das
principais fungbes da membrana € exclusdo celular, principalmente de
fibroblastos, e consolidagdo do osso alveolar. Convencionalmente, sugere-
se estabilidade da membrana para obtencado de melhores resultados (Caton
et al., 1976).

Devido a sua atividade osteoindutiva, o colageno é considerado
um bom substituto 6sseo. Além disso, a matriz colagénica estimula a
migracao e infiltracao celular e, ainda, suporta a proliferacao das células, ou
seja, possui propriedades importantes para facilitar o processo regenerativo.
As membranas derivadas de colageno sao constituidas de puro colageno
suino tipo | e tipo lll, extraido de porcos com certificado veterinario de
cautelosa purificacdo do animal (para prevenir respostas antigénicas do
paciente), sendo realizada por radiacdo gama. Ela consiste de uma
superficie porosa, que deve ser posicionada adjacente ao 0sso, para permitir
a invasao de osteoblastos e uma superficie lisa que previne a invasao de

tecido fibroso para o interior do defeito ésseo, devendo ficar adjacente ao
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retalhno. A membrana é absorvida em 24 semanas, de acordo com estudos
realizados em animais (Schlegel et al., 1997).

Considerando a hip6tese de que tetraciclina, glicerofosfato de
calcio e acetato de celulose apresentam caracteristicas que podem
favorecer a RTG, tornou-se viavel investigar e desenvolver membranas
constituidas por estes materiais. O crescente interesse em explorar
derivados celulésicos, assim como novas aplicacbes, é decorrente
principalmente do fato da celulose ser proveniente de fonte renovavel
(Heinze & Liebert, 2001). Além do mais, o acetato de celulose € um dos
derivados de celulose mais importantes (Chou WL et. al. 2007).

Visando uma caracterizacdo detalhada dos materiais
desenvolvidos, foram estudados de forma detalhada os polimeros AC, GPC
e 0 medicamento TET, utilizado apenas como aditivo passivel de aperfeicoar
a estrutura fisico-quimica dos novos materiais desenvolvidos neste estudo
por um experimento in vitro.

De acordo com Fischer e colaboradores em 2008, a
solubilidade do acetato de celulose depende, entre outras coisas, do GS que
€ definido pelo nivel de acetilacdo do acetato de celulose. O tipo de
substituinte e o numero médio de grupos que substituem as hidroxilas nas
unidades glicosidicas. O GS tem relag&o direta com as propriedades finais
do derivado, como por exemplo, a solubilidade em agua. O GS pode variar
de um grupo hidroxila substituido, monossubstituido até a forma totalmente
substituida, trissubstituido. O GS varia de 0 para a celulose, até 3 para um
derivado trisubstituido. Os acetilados com GS igual a 3 sdo solUveis em
diclorometano e outros solventes clorados, GS de 2-2,5 sdo soluveis em
acetona, dioxano, tetrahidrofurano (THF) e acetato de metila. Acetato de
celulose com GS igual a 1 pode ser soluvel em agua. Diante disso, o grau de
substituicdo do AC comercial utilizado neste trabalho foi de 2,2, este
resultado indica que o AC é solluvel em acetona, diante disso, as quatro
diferentes membranas sintéticas de AC foram formadas sem dificuldades e
apresentaram-se com aspecto de opacidade, resistentes ao rasgamento e

facil manuseio.
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O tempo total de degradacéao foi estimado apds a construcédo de
graficos de absorbancia em funcdo do comprimento de onda, foram
necessarias 2400 horas/100 dias para as membranas de AC e seus aditivos
degradarem completamente, visto que por meio das analises foi possivel
estrapolar os resultados fornecidos a partir de analises feitas em periodos
controlados. Além disso, foi realizado o acompanhamento real das
membranas onde foi observado o desapareciemento das amostras no
mesmo periodo de tempo. Ja as membranas comerciais apresentaram
comprimentos de onda visiveis na leitura do 8° dia, ou seja, nas primerias
288 horas, no entanto, na leitura realizada no 21° dia ndo foi possivel
identificar nenhum sinal das membranas e as mesmas haviam desaparecido
da solucao de tampao fosfato, com isso, conclui-se que as membranas GD e
BGP degradaram em menos de 21 dias em condicées definidas na
metodologia. Apesar de variar entre individuos, a osteogénese intra-alveolar
de seres humanos é concluida entre o terceiro e quarto més apés a extracao
de dentes (90 - 120 dias). O processo de remodelacdo parece estar
concluido em aproximadamente seis meses. A mineralizagdo do 0sso
trabecular recém-formado comeca por volta do 20° dia, com um pico de
cerca de trés meses (Carranza et al., 2012). Desse modo, as membranas
desenvolvidas neste estudo apresentaram tempo de degradacao suficiente
para RTG enquanto as membranas comerciais parecem degradar em tempo
insuficiente.

As microsopias eletronicas de varredura obtidas neste estudo
permitem uma analise qualitativa em relacdo as superficies e regides
transversais das amostras. Por meio das figuras 23 e 24, é possivel constatar
uma maior homogeneidade nas membranas de AC em termos de porosidade,
além disso, maiores poros nas membranas incorporadas por glicerofosfato de
calcio, quando comparados com as membranas comerciais e/ou as membranas
de acetato de celulose puro ou somente com adicdo da tetraciclina. A
incorporacdo de TET nas membranas resultou em uma superficie um pouco
irregular, isto pode estar relacionado ao fato da TET ter sido pouco dissolvida no

AC e por isso, apresentaram residuos entre as fibras de AC.
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As micrografias das superficies das membranas de AC dissolvidos
em acetona/agua mostra a heterogeneidade do filme quanto a presenca de
poros uniformes dispersos na membrana, devido a presenca de agua na
composicdo. Os poros apresentam dimensdes proximas a 2um como
demonstrado pelas barras amarelas baseadas no tamanho das escalas
fornecidas nas imagens. A membrana GD apresenta-se com baixa quantidade
de poros e praticamente obliterada enquanto a membrana BPG apresenta-se
com aberturas irregulares e formatos/dimensdes despadronizados.

A existéncia de poros permite a difusdo de fluidos sanguineos,
entretanto, os poros devem ser menores do que as células de tal modo que
a membrana impega a passagem de fibroblastos para a area do defeito
0sseo. Ha poucos relatos na literatura sobre a dimensdo exata dos
osteoblastos e fibroblastos, no entanto, Alhadlag e Mao, relataram em 2003,
osteoblastos encapsulados dentro do cdndilo mandibular com dimensdes de
110pum x 70um. Um estudo recente publicado por Zhou et al. 2015, avaliaou
a morfologia de fibroblastos em diferentes superficies e permitiu concluir, por
meio de imagens de MEV, o tamanho aproximado de fibroblastos em média
175um x 150um. Considerando que as células apresentam tamanhos
superiores aos poros das membranas mostrados em seccao transversal na
fig. 24, pode-se afirmar a capacidade de exclusdo celualr das quatro
membranas desenvolvidas, visto que os poros medem aproximadamente
2um, medidos em relacdo a escala fornecida pela propria microscopia,
destacada por uma barra amarela. Assim, as membranas sdo capazes de
atuar como uma barreira e permitr RTG/ROG. Tais observacoes
morfoldgicas podem ser diretamente associadas com o processamento da
membrana, visto que o solvente evapora mais rapidamente do que o nao
solvente, resultando em dois efeitos principais: o aumento da taxa de
coalescéncia, o que leva a separacao das fases para a formacao da matriz,
e 0 aumento da concentragdo de nao solvente na estrutura polimérica,
levando a a formacéao de poros. Isto pode também ser uma consequéncia de
diferentes ésteres de acetato utilizados na elaboracdo das membranas

sintéticas, em comparagdo com as comerciais. Estas caracteristicas
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classificam as membranas de AC e aditivos comoassimétricas. Ao analisar
0s cortes transversais das membranas comerciais, observam-se estruturas
completamente densas, o0 que caracterizamestes biomateriais como
membranas simétricas. Neste caso, os componentes da solucdo na
formulacdo das membranas séo o solvente (acetona) e o polimero. Uma vez
gue o solvente evapora-se livremente quando um nao solvente esta ausente,
poros estaticos ndo sdo formados na matriz, e ao invés disso, camadas
densas sao formados.

A cristalinidade é uma das principais caracteristicas que
diferem cada forma polimorfica (regido cristalina e nao cristalina) do acetato
de celulose. O AC na forma de p6 apresenta uma estrutura padrao cristalino
com forte reflexdo localizado 26: 8.5°, 10.5°, 13.5°, 17.5" e 23.5° (Ramesh;
Shanti; Morris, 2013). O processo de espalhamento do filme na presenca de
agua 10,0 % (v/v) juntamente com a adi¢cdo de GPC e TET diminuiu a ordem
da matriz polimérica das membranas, produzindo uma pelicula mais amorfa,
verificado por baixas curvas no difratograma em relacdo a AC. QOindice de
cristalinidade das membranas diminui comparativamente com a adicdo de
TET e GPC no ACcomo se pode observar na Tabela 2. A intensidade dos
picos de difragdo da membrana de AC foi reduzida,principalmente, com a
adicdo de GPC, visto que diminuiu a agregacao das cadeias poliméricas e
modificou 0 empacotamento das mesmas. Pode-se afirmar que a presenca
do sal quebra as interagbes intramoleculares e intermoleculares da cadeia
polimérica a fim de se formar novas intermoleculares entre o polimero e o
glicerofosfato, ou seja, sua presenca desestrutura a cadeia de AC,
enfraquecendo as ligagdes entre o oxigénio (-O) e acetato (AC) em atomos
(-OAC) do grupo funcional, sendo assim, aumenta a acessibilidade dos
atomos de oxigénio, permite, portanto a formacdo de interagcdes
intermoleculares com atomos de hidrogénio oriundos das moléculas do
glicerofosfato, que estruturalmente possui alta densidade de grupos
hidroxila.A membrana GD apresenta o menor valor entre as amostras
estudadas, o que indica baixo padrdao de cristalinidade. A membrana BGP,

considerada padrao ouro em aplicabilidade clinica, apresentou Ig,
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intermediario entre a GD e AC. Com o acréscimo de TET e GPC, foi possivel
observar diminuicdo da cristalinidade e aproximagdo das membranas

desenvolvidas com a BGP.

Uma das formas de se avaliar a hidrofilicidade das membranas é
através da determinacdo do angulo de contato, que por sua vez, € uma
medida da molhabilidade da superficie. Materiais hidrofébicos repelem a
agua, fazendo com que seu contato com a superficie seja 0 menor possivel,
resultando em altos valores de angulos de contato (Nogueira, 2012).0
angulo de contato se altera consideravelmente quando a TET é adicionada
ao AC, o mesmo nao ocorre quando o GPC é incorporado na membrana.
Isto pode ser atribuido a uma concentracao muito baixa deste componente
na membrana (0,04%). No entanto, a adicdo de GPC aumentou
significativamente a permeabilidade ao vapor de agua (cerca de 90%), as
membranas com GPC em suas composicoes apresentaram valoresde
permeabilidade semelhantes a membrana BGP. Isto pode ser atribuido
devido a capacidade deste aditivo que € inserido entre as fibras de AC
aumentar a porosidade da membrana, como foi observado na imagem de
MEV das superficies de membranas na Figura 23. No que diz respeito as
membranas comerciais, pode-se observar que a membrana GD é muito
hidrofébica com angulos de contato maiores do que as membranas de
acetato de celulose. O oposto pode ser observado na membrana BGP que
se apresentou totalmente hidréfila devida auséncia de gota formada, ou seja,
o liquido espalhou-se completamente sobre a superficie da membrana.

As altas permeabilidades ao vapor de agua dessas membranas
podem estar associadas as microestruturas das membranas, pois através da
microscopia eletrdbnica de varredura, encontraram-se microestruturas
porosas, devido a presenca de agua na formulacdo da membrana, que
facilitam a passagem de liquido.Pode-se afirmar que a agua atua como um
solvente e induz a formacdao de poros a medida que o processo de
evaporagao de acetona ocorre, gerando uma estrutura porosa. A agua atua
como plastificante na matriz (Schlemmer; Sales; Resck, 2010), aumentando

as interagbes com a cadeia da matriz polimérica.Baseando-se nesta teoria, a
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difusdo de um agente ativo através de uma matriz polimérica pode ser
dificultada devido a um mecanismo chamado “topologia randdémica dos
poros” (Nogueira, 2012).

A degradacao térmica do acetato de celulose é descrito na
literatura ocorrendo em trés fases. O primeiro passo € iniciado com medida
da temperatura inicial, a temperatura ambiente, e a temperatura de cerca de
100°C, que ocorre a evaporagao de agua absorvida no material. O segundo
passo ocorre entre 330 °C e 500 °C, principal faixa de degradacao térmica
do material onde ocorre a degradacao das cadeias do acetato de celulose e
saida de matéria volatil. Proximo de 500 °C e em temperaturas superiores
ocorre a carbonizacao dos produtos degradados a cinzas, que corresponde
a terceira etapa da degradacao térmica dos acetatos de celulose (Ren, J. L
et al, 2007).

As membranas de AC possuem perfis de temperatura que exibem
essencialmente trés estagios caracteristicos. O primeiro estagio esta
relacionado com a evaporacdo de agua absorvida ou composto de baixo
peso molecular, por exemplo, o grupo acetil. As membranas de AC nao
sofreram alteracOes caracteristicas deste primeiro estagio, visto que apenas
perderam estrutura a partir de 330°C. O contrario ocorreu para as
membranas comerciais que comecgaram a sofrer degradagcdées no primeiro
estagio, entre 30 e 130°C e houve até uma pequena perda de massa menor
que 3%. De acordo com (Cyras et al., 2008), o segundo evento corresponde
basicamente ao processo de degradacdo do glicerofosfato de calcio. A
temperatura de degradacdo térmica de todas as amostras que contém
aditivos foi maior do que a membrana de AC puro. O ultimo estagio
corresponde a degradacao do AC, os resultados mostraram que a presenca
de aditivos retardou a perda de massa, pois 0 inicio da decomposicao
ocorreu em temperaturas maiores quando comparados a membrana AC.

Nas aplicacées odontolégicas propostas, os novos materiais
desenvolvidos dificilmente irdo submeterem-se a temperaturas tao altas, no
entanto, tornou-se vidvel esta analise com objetivo de conhecer

caracteristicas relacionadas a resiténcia de degradacdo em relacdo a
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temperatura com a finalidade de sugerir limites de armazenamento e
esterilizacdo destes materiais, visto que s&o fatores que dependem
diretamente da capacidade dos mesmos resistirem ao calor. Os resultados
indicam que os novos produtos desenvolvidos neste trabalho podem ser
esterilizados em autoclave tradicional, visto que ocorre em temperatura
média de 160°C e os resultados indicam resiténcia das membranas até
aproximadamente 375°C.

Em relagdo ao comportamento termomecénico dos materiais
analisados, pode-se observar paraa membrana AC, modulo de
armazenamento entre 34 MPa e 3043 MPa, que aumenta, sugerindo uma
reducao da rigidez da pelicula. Aparentemente, a presenca de GPC, mais
uma vez, aumentou interacées entre polimeros, reduzindo o volume livre
entre cadeias, promovendo o aumento no modulo de elasticidade, o que
sugere a formacdo de filmes mais resistentes. A adicdo de TET néo
apresentou melhorias significantes em relacao a resisténcia dos materiais. A
membrana GD apresentou maior resisténcia em comparagdo com as
membranas desenvolvidas neste estudo. N&o obstante, asresisténcias
obtidas nas membranas desenvolvidas sdo suficientes para aplicabilidade
em regeneragao guiada, uma vez que deve ser resistentes ao rasgamento e
permitir manuseio pelo cirurgido-dentista. Devido limitagcdes do biomaterial
BGP em relacdo ao tamanho da amostra, ndo foi possivel avaliar sua
resisténcia, visto que esta membrana apresenta tamanho insuficiente para

adaptar ao equipamento de teste.

De forma geral, os aditivos melhoraram as caracteritiscas fisico-
quimicas avaliadas. A adicdo de GPC nas membranas de AC permitiu
aumento na resisténcia fisica, homogeinidade superficial e aumento na
quantidade de poros. A adicdo de TET tornou a membrana mais hidrofilica,
no entanto, ndo influenciou na resiténcia mecanica, apresentou sua
superficie mais obliterada, com menor permeabilidade e maior indice de
cristalinidade. Os aditivos nado influenciaram no tempo de degradacao.
Diante destes fatos, pode-se observar que o GPC possibilitou melhores

resultados fisico-quimico em relacdo ao AC e a TET, entretanto, torna-se
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necessario avaliar mais profundamente a membrana AC+TET+GPC, em
relacdo a capacidade antimicrobiana da TET, visto que além de possuir o
GPC que apresentou resultados positivos pode ser utilizada como um
dispositivo de liberagcao local de farmaco devido a presenca de TET.

6. CONCLUSAO

Dentro da metodologia aplicada e das limitagcdes deste estudo in
vitro, conclui-se que:
1. As membranas desenvolvidas neste experimento indicaram propriedades
favoraveis para aplicacao em RTG.
2. As membranas avaliadas neste estudo apresentaram tempo de
degradacao suficiente para RTG e degradam mais devagarem relacao as
membranas comerciais.
3. OGPC apresentou boas propriedades mecéanicas, aumento na quantidade
de poros e homogeinidade superficial.
4. Por ser de origem sintética, e entdo, ndo possuir genética animal, os
materiais desenvolvidos possuem capacidade de controle de producao,
baixos custos industriais € menor risco biolégico a rejeicdo por fatores
genéticos.
5. Dentre as membranas desenvolvidas, a AC+GPC apresentou, de forma

geral, melhores caracteristicas fisico-quimicas.
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