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RESUMO

O presente trabalho avaliou os efeitos da incorporacdo de aditivos funcionais, a saber a
carboximetil lignina de sédio, tetraciclina e glicerofosfato de calcio, em membranas de
acetato de celulose para aplicagdo em processos regenerativos. Esses processos,
denominados regeneragdo tecidual guiada (RTG) e regeneracdo dssea guiada (ROG), sdo
utilizados em varias situagdes clinicas para facilitar a reparagdao de defeitos Osseos e
periodontais. Cinco diferentes membranas de acetato de celulose, com diferentes
combinacdes de aditivos funcionais, obtidas pelo método de “casting, foram caracterizadas
quanto ao seu aspecto visual, sua morfologia, estrutura, propriedades térmicas, desempenho
mecanico e avaliacdo do intumescimento e perda de massa, estes em pH fisiologico. Sobre
o0 aspecto visual percebe-se que as membranas sdo completamente opacas e flexiveis, sendo
quebradas apenas quando submetidas ao dobramento. As imagens de MEV mostraram que
as membranas possuem uma estrutura altamente porosa com diferentes distribuicdes de
tamanho dependendo do aditivo, mas com um tamanho de poro médio estimado de 5 um,
bem abaixo do tamanho (175 pm) dos fibroblastos que precisam ser excluidos. As curvas
termogravimétricas mostraram aumento da estabilidade térmica mediante incorporacao dos
aditivos funcionais e as curvas de DSC mostraram a presenca de dois eventos endotérmicos.
O ensaio de tracdo mostrou que apesar das membranas apresentarem pouca resisténcia a
tracdo e baixa porcentagem de deformacao elas possuem resisténcia mecanica suficiente para
atuar como barreira fisica ao longo do processo regenerativo periodontal. Os testes
realizados em pH fisiol6gico mostraram que a presencga dos aditivos confere maior caréter
hidrofilico as membranas. Sua capacidade de absor¢do e retengdo de 4gua aumenta, e as
mesmas necessitam de um longo periodo de tempo para que ocorra a total perda de massa,
o que as classificam como membranas ndo reabsorviveis. Os resultados obtidos mostraram
que as membranas podem ser utilizadas como barreira fisica nos tratamentos regenerativos,

mas principalmente nas reconstitui¢cdes periodontais.

Palavras-chaves: membranas, acetato de celulose, carboximetil lignina de sédio,

glicerofosfato de célcio, tetraciclina, regeneracao periodontal.



ABSTRACT

The present work evaluated the effects of the incorporation of functional additives, namely
sodium carboxymethyl lignin, tetracycline and calcium glycerophosphate, in cellulose
acetate membranes for application in regenerative processes. These processes, called guided
tissue regeneration (RTG) and guided bone regeneration (ROG), are used in several clinical
situations to facilitate the repair of bone and periodontal defects. Five different cellulose
acetate membranes with different combinations of functional additives obtained by the
casting method were characterized in terms of its visual appearance, morphology, structure,
thermal properties, mechanical performance and evaluation of swelling and mass loss at
physiological pH. On the visual aspect it is noticed that the membranes are completely
opaque and flexible, being broken only when subjected to folding. MEV images showed that
the membranes have a highly porous structure with different pore size distributions
depending on the additive grafted, but with an estimated average pore size of 5 pm, well
below the size (175 pm) of the fibroblasts that need to be excluded. The thermogravimetric
curves showed increased thermal stability by incorporation of the additives and the DSC
curves showed the presence of two endothermic events. The tensile test showed that although
the membranes exhibit little tensile strength and low percentage of deformation they have
enough mechanical resistance to act as a physical barrier throughout the periodontal
regenerative process. The tests carried out at physiological pH showed that the presence of
the additives gives a higher hydrophilic character to the membranes. Its water absorption
and retention capacity is increased and require a long period of time for total mass loss, that
permit the membranes are be classified as non-absorbable. The results showed that
membranes can be used as a physical barrier in regenerative treatments, but mainly in

periodontal reconstitutions.

Keywords: membranes, cellulose acetate, sodium carboxymethyl lignin, calcium

glycerophosphate, tetracycline, periodontal regeneration.
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I- INTRODUCAO

A doencga periodontal pode ser definida como a condi¢do inflamatdria dos tecidos de
suporte do dente em resposta ao acimulo do biofilme dental bacteriano, levando assim a
formacao de defeitos 6sseos e perdas dos dentes, além de outras consequéncias.

Em relacdo ao tratamento da doenca, a remog¢do mecanica e quimica do acimulo
bacteriano da superficie corono radicular dos dentes, com o auxilio de instrumentos
raspadores mostra-se eficaz somente em casos simples e iniciais da periodontite. Conforme
a doenca progride, as alternativas de tratamento tornam-se mais complexas, sendo necessario
a utilizac@o de cirurgias ressectivas, por facilitarem a remoc¢ao dos depdsitos subgengivais e
devolver a morfologia dos tecidos periodontais de sustentacdo e revestimento. No entanto,
essas cirurgias sdo limitadas no sentido de promover uma regeneragdo significativa do
periodonto, logo torna-se necessario a aplica¢do de técnicas regenerativas para inibir o
crescimento dos tecidos indesejaveis e impedir a proliferacdo de micro-organismos.

A técnica de regeneracdo tecidual guiada (RTG) e regeneracdo 6ssea guiada (ROG)
tem como principio biolégico a exclusido celular seletiva mediante a utilizacdo de uma
membrana como barreira fisica, com o objetivo de direcionar o crescimento do tecido
gengival e células do novo osso no local desejado, possibilitando que ocorra a restauracao
no local onde existe uma méa formacdo do dente ou a necessidade de uma protese.

Virios fatores devem ser considerados quando se utiliza membranas como barreira
fisica, como: biocompatibilidade, adequada integracdo tecidual permitindo a criagcdo e
manutencdo de um espacgo destinado ao coagulo e facil manipulagdo, além de permitir um
processo de liberagdo controlada de farmacos. Além disso, ela deve apresentar caracteristicas
estruturais que impeca a proliferacdo de células indesejaveis (células epiteliais e do tecido
conjuntivo) € micro-organismos, para a area a ser regenerada.

Essas membranas podem ser classificadas como ndo reabsorviveis e reabsorviveis.
As membranas ndo reabsorviveis mantém sua integridade estrutural e podem ser deixadas
por muito tempo sobre os tecidos, no entanto, elas necessitam de uma segunda intervengao
cirirgica para serem removidas, enquanto que as membranas reabsorviveis sdo absorvidas
pelo organismo ao longo do processo de regenera¢do ndo sendo necessario a realizacio de
um processo cirirgico para sua remogao.

Em relacdo aos materiais utilizados para confeccdo das membranas como barreira

fisica, o acetato de celulose vem sendo amplamente estudado, pois além de apresentar



caracteristicas necessarias para a RTG e ROG, o mesmo ¢é derivado da celulose que é um
polimero biocompativel, natural e abundante. Além disso, o mesmo pode ter suas
propriedades potencializadas mediante a incorporagdo de aditivos funcionais, viabilizando
ainda mais sua aplica¢do como barreira fisica.

Neste trabalho, foi estudado o desenvolvimento de membranas de acetato de celulose
com aditivos funcionais, como a carboximetil lignina de so6dio, a tetraciclina e o
glicerofosfato de célcio, para serem utilizadas em processos regenerativos periodontais. As
membranas foram obtidas pelo do método ‘casting’ fixando-se uma concentracdo de

10% (m/v).



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1. 1 Etiologia da doenca periodontal

O periodonto € um sistema de tecidos conjuntivos, protegidos por epitélio, que
prende os dentes aos ossos mandibular e maxilar, formando uma unidade de
desenvolvimento bioldgico e funcional, que sofre alteracdes com a idade e alteracdes
morfoldgicas associadas com modificacdes funcionais do microambiente oral (LINDHE et
al., 2010). Ha quatro tecidos componentes do periodonto: a lamina prdpria da gengiva, o
ligamento periodontal, o cemento e o osso alveolar, conforme apresentado na Figura 1

(MELCHER, 1976).

Figura 1. Anatomia do periodonto: (1) esmalte; (2) dentina; (3) polpa; (4) gengiva; (5)

ligamento periodontal; (6) cemento e (7) osso alveolar.

Fonte: Por dentro do dente. Disponivel em:
http://www.imgrum.org/media/1659792298417064527_2462436321. Acesso em 14
dezembro 2017.


http://www.imgrum.org/media/1659792298417064527_2462436321

O periodonto normal é dividido em periodonto de protecao e sustentacdo, conforme
apresentado na Figura 2. O periodonto de protecdo € constituido pelo complexo
mucogengival e pela unido mucogengival e mucosa alveolar, enquanto que o periodonto de
sustentacdo € constituido pelo ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular
(LINDHE et al., 2010; (CARRANZA et al., 2012).

O periodonto de protecao € o conjunto de estruturas envolvidas no revestimento do
dente e estruturas de suporte, promovendo a separacao do meio organico com o meio bucal,
agindo como barreira para suportar ataques provocados por micro-organismos. E constituido
pelas gengiva marginal livre, inserida e interdental, pelo epitélio juncional, sulco gengival e
ranhura gengival. O periodonto de sustentagc@o, por outro lado, promove o ancoramento dos
dentes aos maxilares, gerando base de sustentacio para os tecidos de revestimento, sendo
composto por cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (TEM CATE, 2001;

CARRANZA et al., 2012).

Figura 2. Estruturas do periodonto.

> Periodonto de Protecdo
(gengiva)

Periodonto de Sustentacio

(ligamento periodontal, cemente e osso alveolar)

Fonte: Adaptado de Anatomia bucodentaria para todos: Parte II - El Periodonto. Disponivel
em: http://soceo.udp.cl/blog/anatomiabucodentariaparatodosparteii-elperiodonto. Acesso

em 14 dezembro 2017.

As alteragdes periodontais que afetam o periodonto e sao decorrentes da acumulacdo
do biofilme oral, sdo classificadas em trés categorias gerais: saide periodontal, gengivite e
periodontite (POLIMENI et al., 2006). A satide periodontal resulta da auséncia de qualquer
tipo de patologia periodontal, associada a existéncia do biofilme oral. Na gengivite observa-

se a presenca de inflamacdo gengival, sem perda de adesdo do tecido conjuntivo do


http://soceo.udp.cl/blog/anatomiabucodentariaparatodosparteii-elperiodonto

ligamento periodontal; enquanto que, na periodontite, identifica-se a presenca de inflamacao
gengival associada a migragdo apical do epitélio de adesdo, com perda de tecido conjuntivo
e osso alveolar (HART; KORNMAN, 1997; PENONI et al., 2017).

Sendo assim, a doencga periodontal ¢ uma patologia de base imunoinflamatéria,
induzida por micro-organismos presentes no biofilme dental (placa bacteriana), que atacam
os tecidos gengivais (gengivites) e/ou os tecidos de suporte dos dentes (periodontites)
danificando o tecido conjuntivo e o osso alveolar (PAGE, 1998; DEVANOORKAR;
RAJESHWARI, 2016).

A progressao da doenga periodontal se deve a dois eventos que ocorrem na cavidade
oral: um aumento na quantidade e um desequilibrio no balango dos tipos bacterianos, que
por sua vez, aumentam em massa e espessura até formarem um biofilme e posteriormente a
placa que com o tempo se transforma em calculo. Este material tem a consisténcia solida e
se adere fortemente a superficie dentéria, dificultando a sua remocdo (GIBBONS; VAN

HOUTE, 1980; WALKER et al., 2004).
II. 2 Tratamento da doenca periodontal

A terapia periodontal objetiva a reducdo ou eliminag¢do da inflamacgdo tecidual
induzida pelo biofilme dental com seus subprodutos e a corre¢do dos defeitos anatdomicos
provenientes do avanco da doenca, conforme Figura 3 (GAETTI-JARDIM et al., 2010;

CARRANZA et al., 2012).

Figura 3. Estagios da doenca periodontal.

B Bolsa periodontal
- e funda
Gengiva Flaca periodontal I‘]m

! Perda ossea
m.flamada_ s, Perda éssea\ , acentada \

Gengivas ¢ dentes sanddveis Gengirite Periodontite Periodontite avancada

Fonte: Doenca Periodontal. Disponivel em: http://blogdaseguros.com.br/doenca-

periodontal/. Acesso em 13 dezembro 2017.
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O procedimento primario utilizado para prevenir e reduzir a evolu¢do da doenca
periodontal consiste na remo¢ao mecanica e quimica do actimulo bacteriano das superficies
dentérias, com o auxilio de instrumentos raspadores (KALDHAHL et al., 1988; LANG;
LINDHE, 2015). Em geral, esse procedimento apresenta grande eficiéncia e os resultados
podem ser mantidos por um longo periodo de tempo mediante a utilizagdo de métodos
regulares de higiene bucal (MATESANZ-PEREZ et al, 2013). No entanto, esse
procedimento s6 € eficaz nos casos mais simples e iniciais da doenga. Conforme a doenga
avanga, as alternativas de tratamento tornam-se mais complexas, tornando necessario a
utilizacdo de cirurgias ressectivas, as quais facilitam a remocdo dos depésitos subgengivais
e devolvem a morfologia dos defeitos periodontais de sustentagdo e revestimento
(XAJIGEORGIOU et al., 2006; FERREIRA, 2015).

Entretanto, esses procedimentos sdo limitados no sentido de promover uma
regeneragdo significativa do periodonto, visto que, apos a cirurgia, durante o processo de
cicatrizagdo, ocorre uma rapida migracio de células epiteliais para a superficie radicular,
formando uma juncdo epitelial longa que € capaz de bloquear parcialmente a invasdo de
micro-organismos para dentro do sulco, porém ndo restabelece uma nova insercao
dente - osso - alveolar (KARRING et al., 1993;LANG;LINDHE, 2015).

Na presenca destas limitagdes, a utilizagdo de processos regenerativos surgem como
uma alternativa para inibir o crescimento de tecidos indesejaveis; principalmente o epitelial
que apresenta velocidade de crescimento maior que os tecidos conjuntivo e 0sseo; além de
oferecer outros beneficios para esse tipo de cirurgia, como um aumento no nivel de insercao
gengival clinico e possibilidade de fechamento de defeitos periodontais (CATON;
ZANDER, 1976; RIOS et al., 2011). Por estas razdes, em casos onde ocorre extensa perda
Ossea, resultando em mobilidade dental moderada, apenas a remocdo dos depdsitos de
calculo ndo sera suficiente para retardar a doenca. A partir desta situagdo, Melcher (1976)

propds os principios da regeneracdo tecidual na periodontia.

I1. 3 Regeneracao Tecidual Guiada (RTG)

A regeneracgdo € definida como a reproducdo ou reconstitui¢do dos tecidos perdidos
ou lesados, restaurando sua arquitetura, anatomia, forma e fun¢do (POLIMENI et al., 2006).
A regeneracdo periodontal fundamenta-se na neoformacao da aderéncia epitelial, bem como

na deposicdo de cemento acelular com fibras extrinsecas, insercdo de fibras de tecido



conjuntivo orientadas funcionalmente e restaura¢do da estrutura do osso alveolar, ao redor
dos dentes que perderam estas estruturas apds a progressao da doenca periodontal (DAHLIN
et al., 1988; CARRANZA et al., 2012). Desta forma, a cura da ferida com formacao de
epitélio juncional longo, anquilose ou reabsor¢do radicular é um processo definido como
reparo, ji que ndo restaura completamente a arquitetura e funcdo das estruturas perdidas
(CATON; GREENSTEIN, 1993).

Analisando os conceitos de regeneracdo e reparo mediante estudos histologicos em
modelos animais € humanos, € possivel demonstrar que o tipo de cura resultante da terapia
cirdrgica e ndo cirtrgica de defeitos intra 6sseos, pode ter um potencial para representar
regeneracdo unicamente na regido mais apical do defeito (GOTTLOW et al., 1990).
Enquanto que, na sua maior extensdo, existe formacao de epitélio juncional longo (reparo),
independente do preenchimento 6sseo observado (CATON; ZANDER, 1976; CATON et al.,
1980). Isso, a longo prazo, € visto como um efeito indesejavel resultante do processo de cura
periodontal, pois impossibilita a formacao de um novo aparato de inser¢ao sobre a superficie
radicular, além de ndo representar regeneragao periodontal verdadeira (CORTELLINI et al.,
1993; RIPAMONTTI; PETIT, 2009).

A partir dos postulados de Melcher (1976), em que as células do ligamento
periodontal sdo as que possuem a capacidade de neoformacgdo do periodonto de sustentacgao,
vérios estudos comegaram a surgir. Desde entdo, a necessidade de uma barreira mecanica
que impeca a infiltracdo de células do tecido conjuntivo ou do epitélio no defeito dsseo,
protegendo o coagulo sanguineo na fase inicial de reparo, passou a ser um conceito bastante
abordado (MELCHER, 1976). Este principio de selamento fisico de uma regido anatémica
para melhorar a restauracdo de certo tipo de tecido e orientar o processo de regeneracao
tecidual, € mencionado na literatura desde a década de 50, através de estudos realizados por
Hurley et al., (1959).

Logo, com o premissa de permitir a regeneracdo de defeitos criados como
consequéncia da periodontite, os conceitos de selamento anatomico da 4rea para proteger o
codgulo e barreira para impedir a invasdo dos tecidos moles adjacentes, passaram a ser
empregado, apos Melcher (1976) confirmar sua necessidade. Isso devido a que o tecido
epitelial regenera-se apds 21 dias da intervencgdo cirdrgica e durante este periodo o tecido
Osseo apresenta-se imaturo, estando na fase inicial de mineralizacio (AMLER, 1969).

A partir desses estudos, foi possivel concluir que as células do tecido epitelial migram

rapidamente em direcdo apical, interpondo-se entre a superficie radicular e o tecido



conjuntivo gengival, impedindo a formagdo de nova inser¢ao. Porém, este fenomeno evita a
reabsor¢do radicular e anquilose provocadas pelos tecidos conjuntivo gengival e dsseo
(KARRING et al., 1984; CARRANZA et al., 2012). Surgiu, entdo, o principio biologico da
regeneragdo tecidual guiada (RTG), fundamentada na utilizacdo das barreiras fisicas,
promovendo o reparo da regido desejada, de uma forma induzida, através da sintese do tecido
original NYMAN et al., 1982, RUGGIERO et al., 2015).

A técnica de regeneracdo tecidual guiada tem como principio bioldgico a exclusdao
celular seletiva e pressupde a utilizagdo de uma barreira fisica interposta entre o retalho
periodontal e a superficie radicular ja tratada. Com o objetivo de excluir o tecido conjuntivo,
além de desviar a proliferacao epitelial da superficie radicular, criando um espaco protegido
que podera ser repovoado por células originarias do ligamento periodontal e do peridsteo
remanescentes, promovendo assim a regeneracdo do periodonto, Figura 4 (GOTTLOW et
al., 1986; IVANOVSKI, 2009).

Os mesmos principios da RTG podem ser aplicados na regeneracdo de defeitos
envolvendo reconstrucdes dsseas, neste caso, chamados de regeneragdo dssea guiada (ROG).
Nesta situacdo, as barreiras sdo colocadas sobre o defeito 0sseo, para proteger o coagulo
sanguineo e impedir a migracdo dos tecidos conjuntivo e epitelial para dentro do defeito,
visto que os mesmos apresentam velocidade de regeneracdo maior do que o tecido dsseo

(PITARU et al., 1987; COSTA et al., 2016).

Figura 4. Aplicacdo de uma membrana para RTG. (a) Acumulacio da placa bacteriana; (b)
Limpeza: remo¢do da placa bacteriana; (c) Introducdo da membrana; (d) Regeneracdo

completa da zona afetada, com total reabsor¢cao da membrana.

Fonte: FERNANDES, 2011.



I1. 4 Membranas: Barreiras biolégicas

A evidéncia de que apenas algumas células apresentam potencial de regeneragdo dos
tecidos periodontais lesados, juntamente com as necessidades do processo regenerativo de
selamento da 4rea, protecdo do codgulo e exclusdo seletiva, permitiu o desenvolvimento de
distintas membranas para utilizacdo em RTG. Estas membranas podem ser classificadas
quanto a sua origem, em materiais naturais ou sintéticos ou ainda, como frequentemente sio
classificadas quanto a sua utilizagao clinica, em reabsorviveis e ndo reabsorviveis (NYMAN
et al., 1982; VIILAR, COCHRAN, 2010).

As membranas ndo reabsorviveis foram os primeiros materiais aprovados para uso
clinico. Elas apresentam estabilidade dimensional e desenho que permitem ao operador um
completo controle de sua aplicacdo e minimizacao das variacOes de efeito, além de manter
sua integridade estrutural, podendo ser deixadas por um longo periodo de tempo sobre os
tecidos (JOLY et al., 2002; COSTA et al., 2016). As desvantagens desses membranas estao
relacionados com a necessidade de um segundo procedimento cirirgico para sua remogao;
visto que sua fun¢do € temporal e uma vez completada, a mesma deve ser removida e com o
risco de infec¢do pos operatodrio e elevada taxa de exposi¢do da membrana devido recessao
gengival (RUGGIERO et al., 2015; SAMPAIO, 2016).

As membranas ndo reabsorviveis, constituidas por acetato de celulose (Milipore)
foram usadas com sucesso nos primeiros casos de RTG (PARODIE et al., 1997). Contudo,
foram substituidas por membranas de politetrafluoretileno expandido -e-PTFE
(GORE-TEX®) especificamente produzidas para a regeneracio periodontal em virtude de
sua grande capacidade de promover crescimento do tecido 6sseo com densidade de
qualidade e regeneracdo rapida (SIGURDSSON et al., 1994; MONTEIRO et al., 2010).
Depois outras membranas ndo reabsorviveis surgiram, tais como, membranas de silicone
(Biobrane®) e celulose (WARRER; KARRING, 1992; NOVAES JUNIOR:; NOVAES,
1993).

As membranas reabsorviveis foram criadas para eliminar a necessidade de um
segundo procedimento cirdrgico para sua remog¢ao, ja que as mesmas sao degradadas pelo
processo de hidrdlise, gerando substincias quimicas comuns para os processos metabolicos
normais (BARBANTTI et al., 2005). No entanto, as membranas elaboradas a partir dos
materiais poliméricos sintéticos mais comuns perdem a integridade mecanica e quebram-se

em fragmentos durante esse processo de degradacao hidrolitica, de forma que a natureza
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fisica e a quantidade destes fragmentos podem ter um efeito significativo na resposta tecidual
local, podendo conduzir a uma reabsor¢do 6ssea (SILVA et al., 2007).

De forma semelhante ao descrito para membranas nio reabsorviveis, as membranas
reabsorviveis sdo biocompativeis e exercem a sua fun¢ao de exclusao celular das células do
tecido conjuntivo, promovendo o espaco para o crescimento e aderéncia periodontal. Sua
eficacia clinica depende da sua capacidade de manter sua integridade estrutural, durante as
primeiras quatro a seis semanas e de ser gradualmente biodegradada apos este periodo
(BOTTINO et al., 2011).

Em relagdo a composi¢cdo das membranas reabsorviveis as mesmas podem ser
divididas em 3 grupos, de acordo com Dimitriou et al. (2012): (1) Naturais a base de
colageno, (2) Naturais a base de quitosana e (3) sintéticas a base de poliésteres alifaticos,
como por exemplo acido polilatico e acido poligligolico (HUTMACHER et al., 1996;
STAVROPOULOS et al., 2004; DARBY et al., 2009). As membranas reabsorviveis a base
de colageno, como Bio-Gide® Geistlich composta de colageno tipo I de origem suina, e a
membrana bioldgica de origem bovina GenDerm® Baumer, sdo amplamente estudadas e
utilizadas até os dias atuais (CARVALHO, 2017).

De acordo com a morfologia as membranas podem ser classificadas como sendo
simétricas (isotropicas) e assimétricas (anisotrdpicas) e em relacdo a sua estrutura como
sendo porosas ou densas (MULDER, 1996), conforme apresentado na Figura 5. As
membranas simétricas possuem estrutura unicamente densa ou porosa, neste caso com poros
de tamanho uniforme ao longo da se¢do transversal ou poros cilindricos que atravessam toda
espessura da membrana. Por outro lado, as membranas assimétricas podem apresentar um
gradiente de porosidade ao longo de estrutura ou possuir uma regido muito fina e mais
fechada (denominada de pele), possuindo poros ou ndo, suportada sobre uma camada porosa.

Essas membranas ainda podem ser classificadas em integrais, quando o suporte € a
pele sdo compostas pelo mesmo material, ou compostas quando um material diferente da
matriz polimérica € usado para formacao da pele (HABERT et al, 2006; RAVANCHI et al.,
2009).
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Figura 5. Representacdo da membranas em relacio a sua morfologia e estrutura

Membranas simétricas (isotropicas)
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Fonte: Adaptado de HABERT et al, 2006.

Devido a aceitagdo do uso das membranas em processos regenerativos, houve um
crescente avango em relagdo ao desenvolvimento e teste de novos materiais para fabricagdo
das mesmas. Em geral, as membranas sdo formadas a partir de uma solu¢do contendo o
polimero, o solvente e aditivos quando necessario (RIBEIRO et al., 2014). No entanto,
independente da sua composi¢cdo as membranas devem apresentar alguns requisitos
importantes que irdo garantir a sua eficiéncia nos processos regenerativos (OH et al., 2003).
Dentre as caracteristicas basicas de uma membrana utilizada como barreira, podemos citar:
capacidade de formacdo e manutenc¢do do espaco para possibilitar um volume estavel no
periodo de reparo; oclusdo celular, relacionada ao tamanho dos poros, permitindo assim a
migragdo celular seletiva; integracao tecidual que esta diretamente associada a topografia,
porosidade e quimica da superficie da membrana, determinando se ocorrera invaginacao ou
adesdo superficial do tecido durante o reparo; biocompatibilidade, que € a capacidade do
material em desempenhar sua funcdo especifica, sem causar reacdes adversas locais e
sist€émicas por parte do hospedeiro, bem como a liberagdo de produtos finais inertes e ser
clinicamente manuseavel (PITARU et al., 1987; KARRING et al., 1993; IAMAGUTI,
BRANDAO, 2007).
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Além dos requisitos basicos, o material usado para elaboragdo da membrana
biologica deve apresentar uma propriedade fisica capaz de permitir uma correta modelagem
sobre 0 material de enxerto, sobre a estrutura dssea, sobre o implante ou em torno do dente,
devendo apresentar uma dureza que ndo permita deformacao ou efeito mola, bem como a
propriedade de, depois de ajustado, ndo deslocar com facilidade e evitar inflamagdo por
traumatismo (GARBIN, 1994).

Tendo estabelecido os principios bioldgicos da RTG bem como dos requisitos
essenciais das membranas, a elaboracao de novos materiais que possam ser utilizados como
barreiras fisicas que induzirdo a formagdo dos tecidos desejados, tem orientado o
desenvolvimento de varias pesquisas (MACEDO et al., 2004). Nesse contexto, a membrana
biologica, a base de acetato de celulose, vém se destacando como um produto bastante

promissor para aplicacdo em tratamentos regenerativos periodontais.

I1. 5 Acetato de Celulose

A celulose constitui a fonte polimérica renovivel mais abundante do planeta, sendo
a maior constituinte das plantas. E um homopolimero linear composto de unidades de
glicose, as quais sdo ligadas entre si por meio de ligagdes glicosidicas do tipo B (1- 4), tendo
como unidade repetitiva do polimero a celobiose, formada por duas unidades de glicose.
Cada unidade de glicose contém trés grupos hidroxilas livres ligadas aos carbonos 2, 3 ¢ 6,

respectivamente (KLEMM et al., 2005; COSTA et al., 2016) como mostrado na Figura 6.

Figura 6. Estrutura da celulose.

OH

HO
HO OH

OH

Unidade base de celobiose

Fonte: Adaptado de CERQUEIRA, 2009.
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As macromoléculas de celulose tendem a formar ligagdes de hidrogénio
intramoleculares (entre unidades de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre
unidades de glicose de moléculas adjacentes) devido a disponibilidade dos grupos hidroxilas
(SILVA etal., 2009). A celulose ¢ classificada como um polimero semicristalino, pois dentro
das fibrilas de celulose existem regides nas quais as cadeias poliméricas estio arranjadas de
forma uniforme, denominada de regido cristalina, e regides em que essa organizacio € mais
desordenada, denominada regiao amorfa (STEINMEIER, 2004; ROJAS, 2016).

A celulose possui um amplo potencial como matéria-prima para inimeras aplicagdes,
0 que torna cada vez maior o seu interesse em pesquisas (CANDIDO, 2015). Porém, devido
as interacOes intermoleculares entre as cadeias poliméricas da celulose, a mesma € insolivel
na maioria dos solventes organicos, o que limita a sua utilizacdo ja que a maioria das
aplicacdes requerem sua dissolucio (EDGAR et al, 2001; YAMANE et al, 2006;
MIYAMOTO et al, 2009). Para contornar essa problema, normalmente a celulose é
convertida em derivados, mediante a reacdo dos grupos hidroxilas com outros grupamentos
quimicos, de forma que as propriedades fisicas e quimicas do produto final dependera do
tipo do grupo substituinte, do grau de polimerizacao (GP) e do grau de substituicao (GS) que
€ definido como o nimero médio de grupos hidroxilas substituidos nas unidades
anidroglicosidicas (HON, 1996; ROJAS, 2016). Entre esses derivados a producio do acetato
de celulose tém se mostrado importante.

O acetato de celulose (CA) € um dos derivados celuldsicos de grande importancia
comercial, devido as seguintes propriedades: € um polimero neutro, tem a capacidade de
formacdo de filmes transparentes, é biocompativel e tem um baixo custo (QUINTANA et
al., 2013). Apresenta ainda uma vasta gama de aplica¢des, incluindo as areas biomédica,
farmacéutica, alimenticia, dentre outras, podendo ser utilizado na forma de fibras, filmes ou
membranas (FISCHER, 2008)

O acetato de celulose é produzido pela substituicio dos grupos hidroxilas das
unidades de anidroglicosidicas por grupos acetila, podendo-se obter o mesmo com diferentes
graus de substituicdo (GS), o qual pode variar na faixa de valores proximos a 0 até o valor
maximo de substituicdo 3 (FISCHER, 2008). O GS tem influéncia direta nas propriedades
finais dos derivados acetilados, de forma que a presenca de grupos acetila na cadeia, fazem
com que o acetato de celulose apresente propriedades importantes. Sua dissolucdo é
influenciada pela afinidade do solvente com um grupo funcional especifico na cadeia

polimérica. De maneira geral, a solubilidade em solventes polares aumenta com a
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diminui¢do do GS, enquanto que a solubilidade em solventes apolares aumenta com o
aumento do grau de substituicao (KLEMM et al., 1998; RUGGIERO et al., 2015).

Os derivados acetilados da celulose podem ser produzidos por dois tipos diferentes
de reagdes de acetilagdo: homogénea e heterogénea. Ambos os métodos se caracterizam pela
reacdo da celulose com uma mistura de 4cido acético e anidrido acético na presenga de acido
sulfurico ou perclérico como catalisador, Figura 7, de forma que a principal diferenca entre
os métodos € que na acetilacdo heterogénea utiliza-se um agente nao inchante, como o
tolueno, que mantém a estrutura fibrosa da celulose enquanto que na acetilagdo homogénea
a celulose € solubilizada no meio reacional, o que promove mudangas na morfologia das

fibras de celulose (STEINMEIER, 2004; CERQUEIRA et al, 2010).

Figura 7. Esquema da reacdo de producdo do acetato de celulose.
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Fonte: Autora.

Dentre as aplicagdes do acetato de celulose destaca-se a sua utilizagdo para o
desenvolvimento de membranas que irdo agir como barreira fisica em processos
regenerativos. A combinagdo de aditivos funcionais com o acetato de celulose pode gerar
membranas com caracteristicas interessantes, conforme analisado por estudos desenvolvidos
pelo grupo de Materiais Lignocelulosicos da Universidade Federal de Uberlandia

(FERREIRA, 2015; MELO, 2015; RUGGIERO et al., 2015).
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II. 6 Aditivos funcionais

A incorporacdo de aditivos funcionais ao acetato de celulose tende a promover
alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas das membranas obtidas, agregando a elas
funcdes benéficas para o processo de regeneracao (FERREIRA, 2015).

Um aditivo incorporado em membranas de acetato de celulose bastante estudado € a
tetraciclina (TET), Figura 8, um antibidtico bacteriostitico pertencente a familia das
tetraciclinas, com amplo espectro de acdo, sendo eficaz contra muitas espécies, tanto gram-
negativas quanto gram-positivas, agindo mediante inibi¢do especifica do procaridtico
(PEREIRA-MAIA et al., 2010). Além do efeito antibacteriano, a TET possui propriedades
anti-inflamatérias e imunossupressoras, visto que ela reduz a atividade fagocitaria dos
leucocitos polimorfo nucleares e a quimiotaxia de neutr6filos e leucdcitos, apresentando
ainda ac¢do anticolagenase e antilipase, favorecendo o reparo do tecido conjuntivo (GOLUB

etal., 1991; FERREIRA, 2015).

Figura 8. Estrutura quimica da tetraciclina (TET).

Fonte: Autora.

A TET possui forte afinidade por cétions bi e trivalentes, o que permite a formagao
de complexos com célcio, o qual é encontrado no tecido 6sseo, esmalte e dentina durante o
processo de calcificacdo destes tecidos Sua unido com o célcio parece ser um processo
reversivel, o que lhe concede a capacidade de ser liberada lentamente no organismo. Logo,
a TET apresenta propriedades farmacoldgicas e biologicas favoraveis para o processo de

reconstrucdo 6ssea (ROBERTS, 1996; PEREIRA-MALIA et al., 2010).
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Outros aditivos que podem ser incorporados as membranas, visando a
potencializacdo de suas propriedades sdo a carboximetil lignina de s6dio (CML-Na) e o
glicerofosfato de célcio (CaGP).

A CML-Na, Figura 9, é um eletrdlito macromolecular derivado da lignina, preparado
a partir da reacdo entre a lignina e o hidréxido de s6dio (NaOH), formando o 4lcali de lignina
(sal), que em seguida, reage com o acido monocloroacético ou seu sal, sob condicdes
controladas (SOUZA, 2006). A substituicdo ocorre de forma ndo uniforme durante a
eterificac@o. Inicilamente, o inchamento ocorre durante a ativa¢do da lignina pelo hidréxido
de sédio. Quando a lignina € intumescida, o hidrogénio das hidroxilas alifiticas e fendlicas
sdo afastados do oxigénio gerando o nucledfilo (O°) que apresenta reatividade maior que as
hidroxilas. Dessa forma, o ion sédio é incorporado as macromoléculas de lignina formado o
alcali de lignina. Em sequéncia, ocorre a reacdo de carboximetilacdo que deve ocorrer
preferencialmente nos grupos fenolatos devido a sua maior acidez. O produto formado é
entdo precipitado em mistura de dgua/alcool e purificado com sucessivas lavagens desta
mistura (MELO, 2015).

Quanto ao efeito promovido pela incorporacao da CML-Na, esté relacionado com a
capacidade de complexacdo do ion sodio em pH > 4, sofrendo troca idnica com diversos

metais bi e trivalentes, como o Ca, Fe, Mn, Ne, etc.



Figura 9. Reacdo de obtenc¢do da carboximetil lignina de s6dio (CML-Na)
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Em relacio ao CaGP, Figura 10, um sal de fosfato organico, observa-se que a
incorpora¢do do mesmo tende a inibir o desenvolvimento de caries ja que ele apresenta uma
interacdo direta com o esmalte do dente, reduzindo a dissolugéo 4dcida do elemento dentario,
além de produzir um efeito tampao no pH do biofilme (minimizando a queda de pH)
elevando os niveis de célcio e fosforo. Logo, devido as essas propriedades, acredita-se que
este aditivo possa auxiliar na prevencdo da erosdo dentaria (WYCOFF et al., 1980;

NAKASHIMA et al., 2009)

Figura 10. Estrutura quimica do glicerofosfato de calcio (CaGP)

Fonte: Autora.

O grupo de Materiais Lignoceluldsicos do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia, apresenta trabalhos que avalia a incorporacdo dos aditivos
mencionados em membranas de acetato de celulose. No entanto, ndo ha estudos referentes a

incorpora¢do dos mesmos mediante a combinacdo proposta no presente trabalho.
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III - OBJETIVOS
II1.1 Gerais
Desenvolvimento e caracterizagao de membranas de acetato de celulose, partindo de
acetato comercial incorporada ou ndo com aditivos funcionais, como tetraciclina,
carboximetil lignina de sddio e glicerofosfato de célcio, pelo método ‘casting’ para avaliar
seu potencial de utilizacdo em processos regenerativos periodontais, como RTG e ROG.

I11.2 Especificos

° Desenvolvimento das membranas de acetato de celulose com distintas

combinacgdes dos aditivos funcionais;

. Determinacao da espessura e densidade das membranas

. Caracterizacdo morfoldgica das membranas por microscopia eletronica de
varredura (MEV);

. Caracterizacdo estrutural por difracdo de raios-X;

. Caracterizacdo térmica por andlise termogravimétrica (TGA e DTG) e

calorimetria exploratério diferencial (DSC);
. Caracterizacdo mecanica por ensaio de tracao;
. Avaliagdo do intumescimento e perda de massa das membranas em pH

fisiol6gico.
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IV - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

IV.1 Materiais utilizados

Os reagentes utilizados durante a realizacao deste trabalho sdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo dos reagentes utilizados.

Reagentes Férmula Fornecedor/Fabricante
Acetato de Celulose (massa molar
- Sigma Aldrich
média 30.000 g mol!)
Tetraciclina em capsula C22H24N20g8 Biopharma - Uberlandia
Glicerofosfato de calcio (massa ) )
C3H706PcCa Sigma Aldrich
molar média 210,14 g mol™)
Acetona CsHesO Vetec
Carboximetil lignina de s6dio - SILVA, 2017
Hidréxido de sodio NaOH Vetec
Dihidrogénio fosfato de sédio NaH>P0O4.H>O Carlo ErbaReagents
) Dinamica Quimica
Acido Cloridrico HC1
Contemporanea Ltda
Dindmica Quimica
Biftalato de potéssio CsHsKO4
Contemporanea Ltda
Pent6xido de fésforo P20s Vetec
Agua deionizada H->O -

Fonte: Autora.

IV.2 Determinacao do grau de substituicio (GS) do acetato de celulose comercial

O grau de substituicdo do acetato de celulose comercial foi determinado pelo

procedimento descrito por Cerqueira et al., (2010), conforme descrito abaixo.
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Inicialmente, adicionou-se a um erlenmeyer 5,00 mL de uma solu¢cao de NaOH 0,25
mol L'; que foi previamente padronizada com biftalato de potéssio; 5,00 mL de etanol e
0,10 g do CA comercial e manteve-se a solu¢do em repouso por 24 horas. Posteriormente,
adicionou-se 10,00 mL de HCI 0,25 mol L' ¢ manteve-se em repouso por mais 30 minutos.
Em seguida, adicionou-se 3 gotas do indicador fenolftaleina e titulou-se a solu¢do usando a
solucdo de hidroxido de sédio padronizada.

Para determinar o grau de substituicdo do CA comercial primeiramente calculou-se
pela Equacdo (1) a porcentagem (m/m) de grupos acetila (GA) que foram substituidos na

cadeia celuldsica e em seguida calculou-se o GS a partir da Equagao (2):

[(Vb; + Vb)u, — (V,.u, )] M. 100 (D
Myc

%GA =

Onde:
Vb; = volume de NaOH adicionado (L)
Vb= volume de NaOH gasto na titulag¢do (L)
ub = molaridade do NaOH (mol L)
Va= Volume de HCI adicionado (L)
U= molaridade do HCI (mol L
M = massa molar dos grupos acetila (43g mol™!)

mac = massa do acetato de celulose utilizada (g)

162 . (%GA)

G5 = M 100 =42 . (%GA) )

IV.3 Desenvolvimento das membranas

As cinco diferentes membranas foram desenvolvidas através do método de ‘casting’,
de forma que a concentracdo final das mesmas fosse de 10% (m/v), com variacdo da massa

de CA conforme incorporagdo dos aditivos.
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Tabela 2. Formulag@o utilizada para o desenvolvimento das membranas.

Volume de
Massa de Massa de Massa de Massa de
Membrana acetona/agua
CA (g) CML-Na(g) TET((g) CaGP (g
(8:2 v/v) (mL)

CA 10,000 - - - 100,00
CA-CML 9,900 0,100 - - 100,00
CA-CML-TET 9,850 0,100 0,050 - 100,00
CA-CML- CaGP 9,860 0,100 - 0,040 100,00
CA-CML-TET-CaGP 9,810 0,100 0,0500 0,040 100,00

Fonte: Autora.

Os sistemas contendo as formula¢des descritas na Tabela 2, foram pesados em um
erlenmeyer e submetidos a agitacdo magnética por um periodo de 24 horas para total
solubilizacdo dos reagentes. Em seguida, as solugdes obtidas foram espalhadas, com o
auxilio de uma espalhador de filme ajustavel (Figura 11 — a), no interior de uma caixa de
vidro (Figura 11 —b), onde permaneceram até total evaporagdo do solvente (casting). A caixa
de vidro foi previamente climatizada com acetona (dentro de um béquer) por cerca de 30
minutos.

Apd6s completa evaporagdo do solvente, as membranas formadas foram armazenadas
e mantidas em local fresco, seco e longe da luz do sol. O esquema de obtencdo das

membranas € apresentado na Figura 12.

Figura 11. Equipamentos utilizados para o desenvolvimento das membranas:

(a) espalhador ajustéivel e (b) caixa de vidro

Fonte: Autora.
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Figura 12. Processo de obtengao das membranas.
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Fonte: Autora.

IV.4 Caracterizaciao das membranas

IV.4.1 Avaliacao do aspecto visual

As membranas foram inicialmente avaliadas por meio de observacdes visuais
macroscopicas quanto a cor, fragilidade, textura, presenca de bolhas e/ou presenca de

particulas insoluveis.

IV.4.2 Determinacao da espessura e densidade

A espessura (e) das membranas foi determinada com o auxilio de um micrometro
digital ZAAS com precisdo de 0,001 mm. As membranas foram previamente cortadas em
quadrados com 4rea de 1 cm? e depois secas em estufa a 60 °C por 2 horas, para remogio de
qualquer umidade e pesadas em uma balanc¢a analitica. Posteriormente sua espessura foi
determinada em 5 pontos diferentes e o valor médio foi utilizado.

A densidade (d) foi calculada a partir da Equacao (3), onde m € a massa da membrana

(g), e é a espessura (cm) da amostra e A é a drea da amostra (1 cm?) (MULLER et al., 2008).
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m
d= o= 3)

IV.4.3 Caracterizacio morfolégica por Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A morfologia das membranas foi analisada em relagdo a sua superficie e fratura
utilizado o microscépio CARL ZEISS MOD EVO MA10. Para isso, as membranas foram
revestidas com uma camada de ouro (1-10 nm de espessura) e fixadas no porta amostra, de
forma horizontal para analisar a superficie e vertical para analisar seu interior (fratura). Para
andlise de fratura as membranas foram previamente congeladas em nitrogénio liquido e
fragmentada.

Os parametros de andlise foram: tensdao de aceleracdo de 5 kV, em diferentes

magnitudes.
IV.4.4 Caracterizacao estrutural por Difracao de Raios — X (DRX)

Os difratogramas de raios — X das membranas foram obtidos a temperatura ambiente,
com intervalo de variagdo de 20 de 5 a 37°, com velocidade de varredura de 1° min™' e
resolucao de 0,02°. O equipamento utilizado foi o difratometro ShimadzuXRD - 6000 LabX,
operando a uma poténcia de 40 kV com 3mA de corrente e radiacio de Cu Ko (1,5406 A).

Os difratogramas das membranas foram utilizados para se determinar o indice de
cristalinidade (Icr) das mesmas. O I foi obtido através da Equacdo de Lorentz, Equacao (4),
fornecida pelo programa computacional do difratdmetro, que interpreta os difratogramas de

acordo com a deconvolucdo de picos baseados na Lorentziana (Figura 13) e fornece o L,

baseado na regido cristalina da membrana.

_ A id @)
y=Yot T 4(x— x.)%+ w?

Onde:

w = largura meia altura dos halos e picos

A = area do pico

x.= valor do centro dos picos e do halo

x = valor do angulo de 260
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y = intensidade do espalhamento

yo = intensidade do espalhamento na linha de base que € igual a zero

Figura 13. Exemplo de curva de fun¢ao Lorentziana.

[xC, yc)
A
¥

Fonte: Autora.

IV.4.5 Caracterizacoes Térmicas

O termo andlise térmica é aplicado para descrever experimentos analiticos que
investigam o comportamento dos materiais sujeitos a uma programacao de temperatura. A
técnica de andlise térmica usada neste trabalho foi a analise termogravimétrica (TGA) e a
calorimetria exploratoéria diferencial (DSC) por apresentar respostas significativas para o

estudo.

IV.4.5.1 Analise Termogravimétrica (TGA), Termogravimetria Derivada (DTG)

A estabilidade térmica das membranas foi avaliada em um equipamento Shimadzu
DTG - 60H de onde se obteve as curvas de TGA e DTG para as membranas.

Inicialmente, cerca de 7,00 mg das membranas foram colocadas em cadinhos de
alumina e aquecidas de 25 °C até 1000 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C min™!,
sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 cm® min™.

A temperatura inicial (Tinicia) € final (Tfina1) dos eventos térmicos e as temperaturas
maximas de degradacdo (Tmax) foram obtidas pelas curvas de DTG, obtidas pela

derivatizacdo das curvas de TGA.
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IV.4.5.2 Calorimetria Exploratorio Diferencial (DSC)

As anélises foram realizadas em um equipamento modelo Q-20, TA Instuments, em
uma udnica varredura. As membranas, cerca de 7,00 mg, foram colocadas em cadinhos de
aluminio e aquecidas de 25 °C até 250 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C min™', sob

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

IV.4.6 Ensaio Mecanico

Para o ensaio mecénico sob tra¢do, primeiramente a espessura das membranas foram
determinadas com o auxilio de um micrometro digital ZAAS com precisdo de 0,001 mm. A
espessura foi medida em 5 pontos e o valor médio foi utilizado.

Para realizacdo do ensaio, as membranas foram cortadas em tiras retangulares de 0,5
cm de largura por 2,6 cm de comprimento. O ensaio foi realizado a temperatura ambiente
utilizando uma méquina universal de ensaio mecénico Instron modelo 5982 com uma célula
de carga de 5,0 kN. Foi aplicado uma pré carga de 1,0 N com uma velocidade de 2,0 mm
min! e distAncia entre as garras de 1,6 cm.

A tensdo na ruptura (o) foi determinada dividindo a carga mixima (N) pela area da
secdo transversal inicial da membrana (mm?) e a porcentagem de elongacio na ruptura ()
foi obtida dividindo os valores de extensdo de cada membrana pela distincia entre as garras
(16 mm) e multiplicando o resultado por 100. O mddulo e Young (E) ou moédulo de
elasticidade foi determinado a partir da regido linear da curva de tensdo versus deformacao.
O procedimento acima foi realizado em cinco amostras de cada membrana, utilizando-se o

valor médio.

IV.5 Testes em pH fisiologico

Com o intuito de reproduzir o ambiente oral em que as membranas estardo sujeitas,
parametros como a perda de massa e o intumescimento, foram analisados em condi¢des que
reproduzisse esse ambiente, como o pH fisiologico. O mesmo foi simulado utilizando-se
uma solucdo de tampao fosfato salino (PBS), cujo pH= 7,2 se assemelha ao pH do sangue

(pH = 7,35).
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O PBS foi preparado a partir da diluicdo de 2,00 g de hidréxido de sédio (NaOH) e
19,8 g de dihidrogeno fosfato de sédio (NaH2PO4.H20) em 1,00 L de 4gua deionizada.

IV.5.1 Analise da perda de massa

A perda de massa das membranas foi determinada de acordo com a norma ISO
10993-13.

As membranas foram cortadas em retangulos de 1,0 cm de largura por 2,5 cm de
altura e pesadas em uma balanga analitica (M;). Em seguida, elas foram imersas em tubo
falcon contendo cerca de 20,00 mL de PBS e os tubos fechados foram introduzidos em um
banho termostatizado a uma temperatura constante de 36,5 °C (temperatura do corpo
humano) por um periodo de 10 semanas.

Em periodos de tempo pré determinados, a cada semana, as membranas foram
removidas da solu¢do, lavadas com agua deionizada, colocadas na estufa a 60 °C para secar
durante 1 hora e depois pesadas em balanca analitica (M), para se obter a taxa de degradacao.
ApOs cada analise, a solucdo de PBS era trocada para evitar que atingisse o estado de
equilibrio, e as membranas eram novamente imersas nos tubos e mantidas no banho
termostatizado até o proximo periodo de pesagem. Todo o procedimento foi realizado em
triplicata e o resultado foi obtido pelo valor médio das amostras.

Ao final de cada pesagem a porcentagem de perda de massa foi calculada com auxilio

da Equacao (5):

M, — M
% Perda de massa = le .100% (5)
i

Para determinar o tempo necessario para total de perda de massa das membranas
construiu-se um grafico de perda de massa em func¢do do tempo. Dessa forma, foi possivel
construir uma equacao de reta, do tipo y = a + bx, onde y corresponde a perda total de massa

(y = 0) e x o tempo necessario.
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IV.5.2 Avaliacao do Intumescimento
IV.5.2.1 Determinacao do Grau de Intumescimento (P)

As propriedades hidrofilicas das membranas foram estudadas por de medidas da taxa
de intumescimento (P) em funcio do tempo de imersao em PBS.

As membranas foram cortadas em tiras de 1,00 cm de comprimento por 0,5 cm de
largura, pesadas em balanca analitica e imersas em frascos tipo ependorf contendo PBS. Em
seguida, os frascos fechados foram colocados em um banho termostatizado a uma
temperatura constante de 36,5 °C por diferentes periodos de tempo. Apds finalizacdo de cada
periodo, as membranas foram removidas dos frascos, colocadas em papel toalha para
remoc¢do do excesso de liquido, pesadas novamente e colocadas outra vez nos frascos que
eram mantidos no banho termostatizado até a proxima medida. Todo o procedimento foi
realizado em triplicata e o valor médio foi utilizado.

O grau de intumescimento foi obtido com o auxilio da Equacdo (6) (LIU et al., 2005).

P
P (%) = % .100 (6)
S

Onde:
Ps= massa inicial da membrana (g)

P,= massa da membrana intumescida (g)
IV.5.2.2 Determinacio do Parametros cinéticos

Os parametros associados a cinética de intumescimento sdo de extrema importancia
no entendimento mecanico do processo de difusido do solvente para o interior da membrana.
Para determinar a natureza desse processo de difusdo se aplica a Equagado (7) (AOUADA et

al, 2009).

(7)




29

Onde:
M; = massa da membrana intumescida no tempo t (g)
M.4= massa da membrana no equilibrio de intumescimento (g)
n = expoente difusional (u.a)
k = constante de difusdo (min™')

t = tempo de intumescimento (minutos)

Para o calculo dos pardmetros 1 e k aplicou-se o logaritmo neperiano a ambos os
lados da Equacgdo (7), conforme mostra a Equacao (8), ou seja, linearizou-se a equagao e
construiu-se um grafico do In (P) vs In (t). O valor do expoente difusional 1 foi obtido a
partir do coeficiente angular e a constante de difusdo k, pelo coeficiente linear. De forma,
que a regressao linear sO pode ser aplicada desde os estagios iniciais até 60 % da curva
In (P) vs In (1), visto que o aumento do grau de intumescimento com o tempo € praticamente
linear, e apds o estagio de 60 %, o intumescimento ndo sofre mais variacdo com o tempo,

atingindo o estado de equilibrio (AOUADA et al, 2009).

In (P) =In (k) + n In(t) (8)
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V — RESULTADOS E DISCUSSOES
V.1 Determinacao do grau de substituicao (GS) do acetato de celulose comercial
O grau de substitui¢do do acetato de celulose foi determinado por via quimica pela
reacdo de saponificacdo, uma reagdo de hidroélise promovida por uma base, conforme mostra

a Figura 14.

Figura 14. Representacao do mecanismo de saponificacdo do acetato de celulose

O
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Fonte: Autora.

Nesta rea¢do, o ion hidroxido promove um ataque nucleofilico ao a&tomo de carbono
da carbonila do acetato de celulose. Em seguida, um intermediario tetraédrico libera um ion
alcoxido, ocorrendo a transferéncia de um préton conduzindo ao produto da reacdo
(ALLINGER et al, 1978).

O grau de substituicdo do acetato de celulose comercial, fornecido pela Sigma
Aldrich, que representa o valor médio de grupos acetila que substituem as hidroxilas nas
unidades glicosidicas, foi determinado de acordo com as Equacdes (1) e (2) e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados obtidos experimentalmente na determinacdo do grau de substitui¢do do

acetato de celulose comercial.

Acetato de celulose comercial % GA GS
Valor obtido 39,36 2,41
Valor tedrico* 39,80 2,45

*Valor fornecido pelo fabricante

Fonte: Autora.

O valor médio da %GA obtido experimentalmente esta de acordo com o valor tedrico
fornecido pelo fabricante, 39,8%. Em relacdo ao GS, o valor obtido foi de 2,41 o que
caracteriza o acetato de celulose comercial como um diacetato de celulose, visto que o um
CA dissubstituido apresenta valores de GS entre 1,9 € 2,5 (SAMIOS et al., 1997).

O GS ¢ um fator importante, pois afeta a solubilidade do polimero em diferentes
solventes. A celulose (GS = 0) € insolivel na maioria dos solventes, porém para o acetato de
celulose quando se aumenta o GS a solubilidade € alterada, conforme apresentado na Tabela
4. Assim, a determinacdo do GS do acetato de celulose possibilita a escolha do melhor

solvente a ser utilizado (SELIH et al., 2007; CERQUEIRA et al., 2010).

Tabela 4. Solubilidade do acetato de celulose.

Grau de substitui¢ao (GS) Classificacao Solvente(s)*
Monoacetato de . .
0,6 -1,8 Agua, 2-metoxietanol
celulose

Acetona, acetona/agua

Diacetato de cloroférmio/metanol (1:1), dioxano,
92 celulose piridina, acido acético glacial, alcool
benzilico, ciclohexanona
Cloroférmio/alcool(1:1), cloroférmio,
Triacetato de dioxano, acetato de etilo, etilenoglicol,
2630 celulose tetraidrofurano (THF), triclorometano,
diclorometano

* Apenas alguns exemplos.

Fonte: Autora.
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A classificacdo do acetato de celulose comercial como um diacetato possibilitou a

utilizagdo dos solventes acetona e 4gua para sintese das membranas.

V.2 Caracterizacio das membranas

V.2.1 Aspecto visual

Em relacdo ao aspecto visual das membranas percebe-se pela Figura 15, que as
mesmas sdo completamente opacas, sendo essa opacidade diretamente relacionada com a
porosidade das membranas, de forma que quanto maior a quantidade de poros, mais opaca
serd a membrana. Quanto a flexibilidade das membranas, pode-se dizer que elas apresentam
certa flexibilidade, sendo quebradas apenas quando submetidas ao dobramento.

Observa-se que a incorporacdo da CML-Na alterou a cor da membrana de CA
deixando-a amarelada (CA-CML). Essa coloracao foi intensificada mediante a combinacao
dos demais aditivos.

Em relacdo a flexibilidade das membranas, foi observado maior rigidez nas
membranas que contém o aditivo CaGP, deixando-a mais suscetivel a quebra quando
comparada as demais membranas. Esse aumento na rigidez estd associado a interagdo do
aditivo com a matriz de CA, reduzindo a mobilidade da cadeia polimérica.

No geral, as membranas podem ser manuseadas sem dificuldade, sendo quebradas

apenas quando submetidas ao processo de inflexao.

Figura 15. Fotografia das membranas produzidas

Fonte: Autora.
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V.2.2 Espessura e densidade

A espessura das membranas € definida como a distancia perpendicular entre duas
superficies principais do material. Conhecendo-se a espessura € possivel obter informacgdes
sobre a resisténcia mecanica e as propriedades de barreira do material OLIVEIRA et al.,
1996).

O controle da espessura € importante para se avaliar a uniformidade desses materiais,
a repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade das comparagdes entre as
membranas (RODRfGUEZ etal., 2012).

Os valores de espessura e densidade medido para as membranas sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Medidas de espessura e densidade das membranas.

Membrana e (mm) d (g cm™)
CA 0,135 + 0,002 0,420 + 0,009
CA-CML 0,133 + 0,003 0,417 + 0,005
CA-CML-TET 0,141 + 0,003 0,519 £ 0,008
CA-CML-CaGP 0,235 + 0,004 0,394 £ 0,006
CA-CML-TET-CaGP 0,297 + 0,004 0,473 + 0,007

Fonte: Autora.

Analisando as medidas de espessura, percebe-se que os aditivos CML-Na e TET nao
alteram de forma significativa a espessura da membrana de CA. Ja a presenca do CaGP
promove um aumento, da espessura da mesma, visto que sua incorpora¢cdo aumenta 0s poros
da membrana, conforme verificado pelas micrografias de MEV.

Durante o processo de preparacdo, as membranas foram espalhadas como um
espalhador de membrana ajustavel, que permite um controle preliminar da espessura. Porém,
a espessura final das membranas varia de acordo com a evaporacdo do solvente, ja que o
controle mesma depende do microambiente. No caso de possuir aditivos que interagem de

forma diferente com o solvente e com a matriz, pode ocorrer um aumento ou diminui¢ao da
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espessura, e de outras propriedades da membrana. Isso leva a uma cinética diferente de
evaporacao do solvente, sobretudo quando se incorpora os aditivos em sua composi¢ao.

Analisando cada membrana individualmente, observa-se pelos valores de desvio, que
sua espessura varia pouco ao longo de sua superficie. Logo, as membranas apresentam boa
homogeneidade em termos de espessura, visto que diferentes pontos apresentam valores
proximos.

Em relagdo a densidade das membranas, que pode ser um indicativo da influéncia da
presenca dos aditivos, verifica-se por meio da Tabela 5, que a presenga da CML-Na promove
pouca alterac@o neste paradmetro. Ja a presenca da TET provoca um grande adensamento da
membrana. Esse efeito pode ser atribuido a interacdo deste aditivo sobre a matriz de acetato
de celulose, reduzindo os espacos vazios da matriz de CA da membrana, diminuindo assim
sua porosidade. Ao adicionar o CaGP, no entanto, a porosidade aumenta, o que causa uma
diminui¢do da densidade. Esse mesmo efeito pode ser visualizado nas micrografias por
MEV, mais especificamente nas micrografias de fratura (Figura 17).

No caso das membrana que contém ambos os aditivos, CA-CML-TET-CaGP,
verifica-se que o valor da densidade € intermediario entre o das membranas CA-CML-TET
e CA-CML-CaGP. Isto ocorre porque a presenca simultinea dos aditivos promove dois
efeitos opostos na matriz de acetato de celulose, uma redu¢do dos espagos vazios
(incorporacao da TET) e um aumento desses espacos (incorporacdo do CaGP). Dessa forma,
o aumento da densidade ocasionado pela presenca da TET e contrabalanceado pela presenca

do CaGP, obtendo-se uma membrana com densidade intermediaria.

V.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura permite obter, de forma ripida, informacdes
sobre a morfologia e andlise de caracteristicas micro estruturais de amostras. Sua utilidade
se deve a alta resolugdao que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas, além da
aparéncia tridimensional da imagem das amostras, 0 que permite 0 exame em pequenos
aumentos e com grande profundidade de foco.

As micrografias da superficie e fraturas das membranas sdo apresentadas nas Figuras

16 e 17, respectivamente.
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Figura 16. Micrografias da superficie das membranas produzidas. Ampliacio de
(a) 2.000 x e (b) 10.000 x.

(a)
CA CA-CML

SEM HV: 5.0 kv WD: 8.95 mm VEGA3 TESCAN P S e
View field: 104 pm | Det: SE 20 pm View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx | Date(midly): 07/18/16 Performance in nanospace SEM MAG: 2.00 kx  Date(midly): 07/18/16 Parformance in nanospace

CA-CML-TET CA-CML-CaGP

SEMHV: 5.0 kV | WD: 8.84 mm VEGA3 TESCAN
View field: 104 pm Det: SE 20 ym
SEM MAG: 2.00 kx |Date(mid/y): 07/18/16 Performance in nanospace

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.07 mm VEGA3 TESCAN

View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/dly): 07/18/16 Performance in nanospace
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CA-CML-TET-CaGP

SEMHV: 5.0 kV WD: 8.46 mm VEGA3 TESCAN
View field: 104 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx |Date(midly): 07/18/16 Performance in nanospace

(b)
CA-CML

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.95 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 9.04 mm VEGA3 TESCAN

View field: 20.8 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/d/y): 07/18/16 Performance in nanospace

View field: 20.8 pm
SEM MAG: 10.0 kx |Date(m/d! Performance in hanospace
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CA-CML-TET CA-CML-CaGP

SEM HV: 5.0 kV WD: 9.07 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 8.84 mm VEGA3 TESCAN
View field: 20.8 pm Det: SE 5pm View field: 20.8 ym Det; SE 5um
SEM MAG: 10.0 kx |Date{m/dly): 07/18/16 Performance in nanospace SEM MAG: 10.0 kx | Date(midly): 07/18/16 Performance in nanospace

CA-CML-TET-CaGP

e

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.46 mm VEGA3 TESCAN
View field: 20.7 pm Det: SE
SEM MAG: 10.0 kx |Date(midly): 07/18/16 Performance in nanospace

Fonte: Autora.
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Figura 17. Micrografias das fraturas das membranas produzidas. Amplia¢dao de 1.000 x e
5.000 x

(a)
CA CA-CML

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 6.00 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 7.22 mm VEGA3 TESCAN

View field: 208 ym | View field: 208 pm |
SEM MAG: 1.00 kx \Date(mldly): 07/18/16 Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx \Date(mldly): 07/18/16 Performance in nanospace

CA-CML-TET CA-CML-CaGP

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 6.52 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 6.82 hm VEGA3 TESCAN

View field: 208 ym | View field: 208 ym |
SEM MAG: 1.00 kx \Date(mldly): 07/18/16 Performance in nanospace SEM MAG: 1.00 kx \Date(mldfy): 07/18/16 Performance in nanospace
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CA-CML-TET-CaGP

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 8.68 mm VEGA3 TESCAN

View field: 208 ym |
SEM MAG: 1.00 kx  Date(midiy): 07/18/16 Performance in nanospace

(b)
CA-CML

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 7.22 mm VEGA3 TESCAN

View field: 41.5pm |
SEM MAG: 5.00 kx \Date(mldly): 07/18/° Performance in nanospace

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 6.00 mm VEGA3 TESCAN

View field:
SEM MAG: 5.00 kx \Date(mldfy): 07/18/16 Performance in nanospace
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CA-CML-TET CA-CML-CaGP

SEM HV: 5.0 kV ‘ WD: 6.52 mm VEGA3 TESCAN SEM HV. ‘

View field: 41.5 ym | Det: SE View field: 41.5 pm |
SEM MAG: 5.00 kx ;Date(mldfy): 07/18/16 Performance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx ;Date(mldly): 07/18/16 Performance in nanospace

CA-CML-TET-CaGP

S“‘ gl ‘uv

" SEMHV:50kV | WD:8.69 mm VEGA3 TESCAN

View field: 41.5 pm | Det: SE
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 07/18/16 Performance in nanospace

Fonte: Autora.

Analisando as micrografias € possivel perceber que as membranas independente da
formulacdo utilizada, apresentam poros na sua superficie e ao longo de sua espessura
(fratura). Em relag@o as micrografias da superficie vemos que os poros apresentam tamanho

ndo uniformes e estdo distribuidos de forma irregular ao longo da superficie, onde sdo
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observadas regides com diferentes densidades poliméricas. Assim, pode-se classificar as
membranas como sendo assimétricas.

Essas observagdes morfoldgicas sdo decorrentes do tipo de processamento utilizado
para confeccdo das membranas, que envolve a utilizagdo de dois solventes. Durante a
formacdo das membranas o solvente (acetona) e ndo solvente (4gua) evaporam-se a
diferentes taxas. No caso, a acetona evapora-se mais rapidamente do que a 4gua promovendo
dois efeitos: um aumento no tempo de coalescéncia da membrana, levando a separacdo de
fases e o aumento da concentracdo de dgua na estrutura polimérica, formando inicialmente
uma fase gel. Apos o processo de gelificacdo ter ocorrido, a redu¢do do volume da solugdo
¢ dificultada devido a estrutura mais rigida formada pelo gel. Desta maneira, com a
evaporacao total da acetona, obtém-se uma membrana porosa (VAESSEN et al., 2002).

Quando os aditivos sdo incorporados, nota-se uma aumento na porosidade das
membranas, exceto para a membrana CA-CML-TET que tem uma reducao da porosidade.
As alteracdes na porosidade das membranas sdo decorrentes das interacdes promovidas pelos
aditivos funcionais. A CML-Na interage muito fortemente com a 4gua em pH acima de 4 o
que favorece a forma¢do de poros maiores na membrana, pois a dgua € o solvente menos
volatil e deve evaporar posteriormente. A TET, so interage fortemente com a dgua em pH
acido, o que ndo é o caso, além de ndo ter interacdo atrativa forte com a CML-Na. Desta
forma sua interagdo atrativa mais forte deve ser com a matriz de acetato, o que explica a
reducdo da porosidade da membrana CA-CML-TET. Ja o CaGP, tem forte atragdo com a
agua e com a CML-Na, devido a sua estrutura polar, o que facilita sobremaneira a formagao
de poros.

Na presenca da tetraciclina, os poros diminuem, devido a interagdo mais forte deste
componente com a matriz de acetato de celulose, o que leva ao aumento da densidade,
verificado nas duas membranas que contém esse aditivo, de acordo com a tabela 5.

A porosidade apresentada pelas membranas € uma caracteristica importante para sua
utilizagdo em processos regenerativos. Os poros sao espagos vazios presentes no material da
membrana, podendo apresentar forma circular ou ndo, ser abertos ou fechados ou formar
uma rede continua e interligada (KOSUTI’C, et al., 2000).

O tamanho dos poros e sua distribui¢cdo determinam quais moléculas ou particulas
sdo retidas pela membrana e quais permeiam através de seus poros. A membrana mais
adequada para qualquer aplicacdo deve apresentar um grande nimero de poros com menor

tamanho possivel dentro de sua faixa de separacdo, de forma que o menor tamanho do poro
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favorece o alto percentual de retencdo, enquanto que um grande nimero de poros favorece
o alto fluxo de permeado (KOSUTI’C, et al., 2000).

A existéncia dos poros na estrutura das membranas permite a difusdo de fluidos
sanguineos através da mesma, porém os poros devem ser menores do que as células dos
tecidos indesejaveis, de forma que a membrana impega a passagem de fibroblastos (principal
célula do tecido epitelial e conjuntivo) para a area do defeito a ser regenerado. De acordo
com Zhou et al., (2015) o tamanho médio dos fibroblastos € de cerca de 175 pm x 175um.
Considerando que os poros das membranas sintetizadas medem menos de Sum, conforme
determinado pela escala presente nas micrografias (Figura 16), conclui-se que as membranas

apresentam capacidade de exclusdo, ja que os poros sdo menores que os fibroblastos.

V.2.4 Difracao de Raios-X (DRX)

A técnica de difragdo de raios-X permite realizar estudos em materiais, determinando
sua estrutura cristalina e o percentual de cristalinidade. Quando os raios -X interagem com
um material cristalino eles geram um padrao de difracdo e quanto mais estruturas cristalinas
tridimensionais nos materiais, mais intensos, pontiagudos e estreitos serdo os picos no
difratograma, enquanto que a parcela amorfa gera picos denominados “halos” mais largos e
menores dependendo da quantidade presente desta fracao (NETO, 2007).

Os padrdes de difracao de raios-X das membranas produzidas e do acetato de celulose

na forma de pé sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Difratogramas de raios-X das membranas e do acetato de celulose na forma de
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Fonte: Autora.

Analisando o difratograma da membrana de acetato de celulose sem aditivo, observa-
se que que o mesmo apresenta difracdo em aproximadamente 20 = 8,5°; 10,5°; 13,5°; 17,5°
e 22°. O pico em 20 = 8,5° ¢ atribuido a geragdo de desordem da celulose quando ela ¢
acetilada, sendo esta desordem causada pela projecao dos grupos substituintes ao longo do
eixo, estando associada com o aumento na distancia interfibrilar e também com a quebra das
estruturas microfibrilares. De acordo com Shaikh et al., (2009) este padrao de difracdo
corresponde a estrutura do acetato de celulose.

Comparando os difratogramas apresentados, verifica-se que todas as membranas
apresentam o mesmo perfil de difracdo, independente da combinacio utilizada de aditivo.

O que se observa mediante incorporagdo dos aditivos funcionais na membrana € um
aumento na intensidade dos picos de difracio quando comparadas com a membrana sem
aditivos (CA). Tal fato, sugere que a incorporagdo dos aditivos promove um ordenamento
na estrutura das membranas, aumentando assim sua cristalinidade.

O célculo do indice de cristalinidade (Ir) foi realizado pela Equacdo de Lorentz

(Equacdo 4) e os valores encontrados sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Indice de cristalinidade das membranas.

Membranas Ier (keps *deg)
CA 1,17
CA-CML 1,49
CA-CML-TET 1,56
CA-CML-CaGP 1,87
CA-CML-TET-CaGP 2,15

Fonte: Autora.

Os resultados obtidos na Tabela 6, mostram que a medida em que os aditivos foram
sendo incorporados o I foi gradualmente aumentando, apresentando valor méximo para a
membrana com todos os aditivos.

No geral, os valores de I. estdo de acordo com o esperado mediante interpretacao
dos difratogramas, uma vez que a incorporacdo dos aditivos ocasionou um aumento na
cristalinidade das membranas devido a um aumento na organizagdo interna das cadeias de
acetato de celulose. Estes resultados mostram que, apesar da baixa concentracdo utilizada

dos aditivos, ocorre uma alterac@o estrutural importante nas membranas.

V.2.5 Analises Térmicas

V.2.5.1 Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG)

Na andlise termogravimétrica, a variacdo da massa da amostra, em atmosfera
controlada, ¢ acompanhada em fun¢do do tempo e da temperatura, em gradiente linear com
o tempo, resultando num gréafico de percentual de massa em relacdo a temperatura, chamado
de termograma. Com essa técnica foi possivel verificar se a incorporacdo dos aditivos
interferiu na estabilidade térmica das membranas em fun¢do da perda de massa a temperatura
(OLIVEIRA et al., 2011).

Outra informacao importante obtida pela curva de TGA € a curva termogravimétrica
derivada (DTG). A DTG expressa a derivada primeira da variacdo de massa (m) em relacao
ao tempo (dm/dt), sendo registrada em funcdo do tempo ou temperatura. Na curva de DTG

sdo obtidos picos cujas areas sdo proporcionais a variagdo de massa da amostra,
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apresentando informagdes mais facilmente visualizadas que em uma curva de TGA
(OLIVEIRA et al., 2011).

As curvas de TGA e DTG das membranas sdo apresentadas na Figura 19.

Figura 19. Curvas de (a) TGA e (b) DTG para as membranas.
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De acordo com a literatura, durante a degradacdo térmica do acetato de celulose
verifica-se a presenca de trés eventos térmicos (ZAFAR et al., 2012):
1-Dessor¢ao e evaporagdo de dgua absorvida e/ou adsorvida na estrutura do CA e evaporacao
de compostos volateis (30 — 100 °C);

2- Decomposi¢do das cadeias de acetato de celulose seguido por sua desacetilacdo (190 —
420 °C);

3- Carbonizac¢do dos produtos degradados, como impurezas e cinzas (material inorganico)
(420 — 600°C).

Analisando as curvas de TGA/DTG das membranas vemos a presenca de trés eventos
térmicos, de forma que a diferenca entre os termogramas estd na extensdo da faixa
temperatura em que ocorrem os mesmos mediante introdu¢@o dos aditivos funcionais.

O primeiro evento corresponde a saida dos solventes (acetona e dgua) que ficaram
adsorvidos e/ou absorvidos na estrutura das membranas, o segundo evento corresponde
predominantemente a decomposicao e desacetilacio do acetato de celulose € o terceiro
evento a carbonizacio dos produtos degradados anteriormente.

Observa-se que a incorporacdo dos aditivos funcionais nas membranas de CA ndo
promove alteracdes significativas nos dois primeiros eventos térmicos. No caso do segundo
evento térmico ambas as membranas apresentam faixa de temperatura semelhantes, com
Tmax proximos de 350 °C. Conforme mencionado anteriormente, nessa faixa de temperatura
(190 — 410 °C) ocorre predominantemente a degradacdo do CA, que € o maior constituinte
das membranas. Entretanto, a medida que se incorpora os aditivos temos a presenca de
eventos simultaneos, como a decomposi¢do dos aditivos: CML-Na, TET e CaGP.

Sobre a estabilidade térmica das membranas, nota-se que na membrana de acetato de
celulose pura (CA) a degradagdo de cadeia polimérica termina a 410 °C onde j4 se inicia a
carbonizacdo dos produtos degradados, fato que ndo se observa nas membranas com
aditivos. Logo, a presenca dos aditivos ocasiona uma maior estabilidade térmica, tornando
as membranas mais resistentes termicamente.

O aumento da estabilidade térmica esta relacionado principalmente com a presenca
da CML-Na que interage efetivamente com o CA, proporcionando uma aproximacao das
cadeias poliméricas aumentado suas interagdes intermoleculares.

Os valores de Tinicial € Trina de cada evento térmico juntamente com a perda de massa

sao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores de temperatura inicial (Tinicia), final (Tfinal) € porcentagem de perda de

massa (PM) dos eventos térmicos.

Primeiro evento Segundo evento Terceiro evento
Membranas Tiniciat ~ Trina PM Tiniciat Ttinat ™ PM Tinicia~ Ttinar PM
0 O (B (O (O () (O (O (%)
CA 30 80 3,23 210 410 79,32 410 550 17,45
CA-CML 30 80 1,67 190 410 84,47 450 600 13,86

CA-CML-TET 30 80 2,05 200 410 79,80 450 610 18,15

CA-CML-CaGP 30 80 1,23 200 410 81,75 470 650 17,02

CA-CML-TET-CaGP 30 80 2,01 210 410 80,61 450 610 17,38

Fonte: Autora.

Pode-se notar pelos dados acima, que existe uma perda de massa consideravel, da
ordem de 80% (Figura 19 (a)), em torno da temperatura de 350 °C, que estd associada a
degradacdo e desacetilacdo do acetato de celulose, presente em maior quantidade nas
membranas. A perda de massa restante, pode ser atribuida as cinzas (material inorganico),
presentes devido a carbonizacio, que ocorre em temperaturas acima de 400°C e, com a

presenca dos aditivos que necessitam de temperaturas maiores para se degradarem.

V.2.5.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratdria diferencial € um método analitico termodiferencial no
qual a ordenada, em qualquer tempo ou temperatura, € proporcional ao fluxo diferencial de
calor entre a amostra e a referéncia. A referéncia é um material inerte (normalmente se usa
um cadinho de aluminio vazio). As descontinuidades de temperatura observadas nas curvas
de calorimetria indicam transformagdes ocorridas nas amostras, possibilitando a medida
direta da energia envolvida no processo e a temperatura na qual ocorreu a transi¢ao, pois a
taxa de aquecimento se mantém constante relativamente a referéncia. O desvio da linha de
base €é funcdo da composi¢ao e estrutura do material e representa absorcao ou liberacao de
calor, ou seja, reagdo endotérmica ou exotérmica, respectivamente (FERNANDES, 2005).

Na Figura 20 s3o apresentados os eventos observados na analise de DSC das

membranas produzidas.
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Figura 20. Curvas de DSC para as membranas. (Primeira varredura)
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Fonte: Autora.

Observa-se através das curvas de DSC, que em todas as membranas apresentam
perfis semelhantes com ocorréncia de picos endotérmicos, indicando que houve consumo de
energia. A primeira endoterma, atribuida a saida de solventes da estrutura da membrana,
ocorre entre 30 e 120 °C, e a segunda endoterma, referente a fusao seguida da degradacao
do acetato de celulose, ocorre por volta dos 230°C.

Através da andlise comparativa entre as membranas, pode-se perceber que a
incorporac¢do dos aditivos a membrana de acetato de celulose promoveu maiores alteracdes
no primeiro pico endotérmico, o qual corresponde a energia necessdria para que ocorra a
saida dos solventes. Verifica-se que as membranas que contém os aditivos apresentam um
leve descolamento do pico para temperaturas mais elevadas e uma redugao no fluxo de calor
quando comparadas com a membrana sem aditivo. Essas alteracOes sdo provenientes da
interacdo dos solventes com a matriz de acetato de celulose e o/os aditivo/s, de forma que,
quando mais intensa for a interagdo, maior serd o fluxo de calor, visto que a dgua ligada as

moléculas exige uma energia maior que a dgua intersticial.
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V.2.6 Ensaio Mecanico

A avaliacdo das propriedades mecanicas das membranas em relacdo a sua resisténcia
a tracao, foram realizadas para verificar a influéncia da incorporagao e da combinagao dos
aditivos funcionais e correlacionar os resultados obtidos com sua aplicacao.

As curvas de tensdo em fun¢do da deformacdo das membranas sdo apresentadas na

Figura 21.

Figura 21. Gréfico da tensdo vs deformacao para as membranas. (Valores médios).
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Fonte: Autora.

A tracdo expressa a resisténcia do material a deformacao por alongamento quando
submetido a uma for¢a longitudinal. Pode-se observar pelas curvas apresentadas na Figura
21, que primeiramente as membranas oferecem resisténcia crescente a tracdo, provocando
seu alongamento até que a partir de certo ponto, elas ndo suportam mais o alongamento e
acabam se rompendo.

Os valores obtidos referentes aos pardmetros tensdo na ruptura (Grupwra), definida
como a resisténcia oferecida pelo material no ponto de ruptura e deformacdo na ruptura
(&rupwura) que dé informacdes sobre a forma como o material pode deformar-se antes de

romper, sdo apresentados na Figura 22 e Tabela 8.
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Figura 22. Valores referentes aos parametros a) tensao na ruptura (Gruptura), b) deformacao

na ruptura (€rpwra) para as membranas. (Valores médios)
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De forma geral, todas as membranas apresentam baixos valores de tensao, indicando
pouca resisténcia a tragdo e baixa porcentagem de deformagdo. Apesar dos valores de desvio
padrdo serem significativos, principalmente os referentes aos valores de Gruptura, Verifica-se
que a incorporacao gradual dos aditivos (CML; CML-TET e CML-CaGP) promoveu uma
reducgdo nas propriedades mecanicas das membranas, quando comparadas com a membrana
sem aditivo. Esse efeito ndo € observado para a membrana onde se incorpora
simultaneamente os aditivos (CA-CML-TET-CaGP), que no caso, apresenta valores
préoximos ao da membrana CA.

Segundo Meier (2004), a tensdo na ruptura em filmes porosos de acetato de celulose,
produzidos pelo método casting usando acetona como solvente é de 17,2 MPa, ou seja, um
valor superior ao obtido experimentalmente para a membrana de acetato de celulose (CA)
produzida neste trabalho. Esta diferenca significativa pode ser atribuida a origem da
celulose, sua massa molar e distribui¢do da massa molar, sua pureza, e principalmente aos
diferentes métodos de obtencdo das membranas.

O modulo de elasticidade, também conhecido como médulo de Young (E) € um
indicador da rigidez da membrana, de forma que quanto maior for o médulo, menor sera
deformacio elastica resultante da aplicacdo de uma tensdo. Os resultados obtidos para esse

parametro sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de tensdo maxima na ruptura, deformac¢do na ruptura e médulo de Young

das membranas.

Membranas Gruptura (MPa) Eruptura(%0) E (MPa)
CA 6,149 £ 0,473 5,709 £ 0,295 219,587 + 19,387
CA-CML 5,155 £ 0,052 2,938 0,117 259,312 £ 25,494
CA-CML-TET 5,703 £ 0,501 2,469 + 0,163 320,672 + 14,556
CA-CML-CaGP 3,188 +£0,372 1,729 £ 0,678 397,993 + 13,328
CA-CML-TET-CaGP 7,014 £ 0,681 6,459 £ 0,176 250,536 + 30,624

Fonte: Autora.

Conforme os dados da Tabela 8, a medida em que se incorpora gradualmente os

aditivos os valores de tensdo e deformacdo na ruptura diminuem e o médulo de Young
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aumenta, indicando que a presenca dos mesmos confere maior rigidez as membranas.
Verifica-se ainda, que o mdédulo de Young é inversamente proporcional a deformacdo,
conforme esperado, visto que um material mais rigido tende a apresentar menor deformacao.

Acredita-se que a incorporacdo da CML-Na seguida da adi¢do da tetraciclina ou do
glicerofosfato de calcio promove aumento nas interacdes entre as cadeias do acetato de
celulose formando uma estrutura menos resistente a tracao e deformacao.

Esse comportamento ndo é observado para a membrana que contém ambos os
aditivos, que conforme mencionado anteriormente apresenta os parametros tensao,
deformacdo e médulo de Young préximos ao da membrana sem aditivo. Nesse caso, a
incorporag¢do simultanea dos aditivos, ao contrario da gradual, ocasiona o deslizamento entre
as cadeias de acetato de celulose favorecendo o alongamento da membrana durante a
aplicacdo da tens@o, conforme ocorre para a membrana onde nao hé incorpora¢do de nenhum
aditivo.

Este comportamento sugere que a presenga simultinea dos aditivos reduz as
interacOes entre as cadeias de acetato de celulose, resultando em uma estrutura mais
resistente a menos rigida, quando comparada as outras membranas que contém combinacdes
diferentes dos aditivos. Acredita-se que a reducao das interagdes ocorre porque carboximetil
lignina de sddio e a tetraciclina se coordenam com o célcio presente no CaGP, dificultando
a interacao de ambos com a matriz de acetato de celulose.

Pode-se dizer ainda, que as propriedades mecanicas das membranas produzidas na
presenca dos aditivos, sdo influenciadas pela porosidade e pela presenca de maiores por¢oes
de regides cristalinas na estrutura das membranas mediante a combinacdo utilizada dos
aditivos, como mostra os valores de indice de cristalinidade (Tabela 6).

Sobre a aplicagdo das membranas em processos regenerativos, uma das
caracteristicas basicas para se utilizar a membrana como barreira € sua capacidade de
manutencdo de espaco adequado para a regeneracdo. Deste modo, as membranas devem
apresentar caracteristicas mecanicas que permitam que ela suporte forcas exercidas pela
tensao dos retalhos ou decorrentes da mastigacao, prevenindo o colapso da mesma sobre o
defeito.

A forga exercida pelos dentes no processo de mastigacao promove uma tensao de 0,7
a 1,7 MPa (LIMA, 1999). Logo, as membranas sintetizadas apresentam os requisitos
mecanicos para serem utilizadas como barreiras nos processos regenerativos periodontais, ja

que elas suportam valores de tensdo superior ao promovido pelo processo de mastigacao.
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V.3 Testes em pH fisiologico
V.3.1 Analise da perda de massa
A andlise da perda de massa das membranas foi realizada utilizando uma solucao de
tampdo fosfato salino (PBS), que simula o ambiente oral no qual elas sdo expostas. Os
resultados obtidos referente a massa inicial, final e perda de massa das membranas sdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Perda de massa das membranas ap6s 10 semanas.

Massa apés 10 Perda massica
Membranas Massa inicial (g)

semanas (g) (%)
CA 0,0268 0,0266 0,75
CA-CML 0,0204 0,0200 2,20
CA-CML-TET 0,0258 0,0256 0,98
CA-CML-CaGP 0,0326 0,0306 6,28
CA-CML-TET-CaGP 0,0393 0,0381 3,05

Fonte: Autora.

Mediante os resultados, pode-se dizer que durante o periodo de andlise a perda de
massa das membranas foi pouco significativa, devido a pouca variacdo na massa. Este
resultado, estd associado a baixa solubilidade em 4gua do CA utilizado, devido ao grau de
substituicdo do mesmo.

Analisando as membranas com aditivos, verifica-se que apesar da perda massica ser
superior a0 da membrana sem aditivo a mesma continua sendo insignificante. O leve
aumento na perda de massa esta relacionado a hidrofilicidade dos aditivos que facilita o
processo de solubiliza¢do das membranas no PBS e aumenta a sua perda massica.

A hidrofilicidade dos aditivos aumenta na seguinte ordem: CaGP > CML(Na) > TET,

justificando a maior perda de massa da membrana CA-CML-CaGP.
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O tempo necessario para total perda de massa das membranas, foi estimado através
dos gréficos de perda de massa em fun¢do do tempo, Figura 23 e os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 10.

Figura 23. Perda de massa das membranas em funcao do tempo de imersao em PBS.
(m) CA; (m) CA-CML; (m) CA-CML-TET; (@) CA-CML-CaGP;
(m) CA-CML-TET-CaGP; (—) Regressao linear.
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Tabela 10. Estimativa do tempo total de perda de massa das membranas em PBS.
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Tempo
Coeficiente Coeficiente
Membrana R? necessario
linear angular

(semanas)
CA 0,0268 -2,22004107 0,99799 1208
CA-CML 0,0204 - 5,6858,107 0,99207 360
CA-CML-TET 0,0259 - 2,82004107 0,99857 918
CA-CML-CaGP 0,0327 -2,0893,10* 0,99412 156
CA-CML-TET-CaGP 0,0393 - 1,1951,10* 0,99377 329

Fonte: Autora.

Quando se projeta uma membrana para RTG e/ou ROG, € necessiario que esta

mantenha a sua integridade durante um periodo de pelo menos 4 a 6 semanas para que haja

completa regeneracdao (BOTTINO et al., 2011). Relativamente aos resultados da Tabela 10,

podemos concluir que as membranas produzidas preenchem os requisitos para serem usadas

nos processos regenerativos periodontais, uma vez que apresentam uma perda massica

relativamente insignificante ao fim das 6 semanas.

Como as membranas necessitam de extenso tempo para perderam totalmente sua

massa em fluido bioldgico, ou seja, se solubilizar completamente, as mesmas sao

classificadas como ndo reabsorviveis, devendo ser removidas ap6s conclusao do tratamento.

Apesar das membranas ndo reabsorviveis apresentarem algumas desvantagens alguns

estudos mostram sua superioridade em relacdo as absorviveis (HURZELER et al., 1997;

KOHAL et al.,1999), tornando sua aplicagdo viavel.
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IV.3.2 Intumescimento

1V.3.2.1 Grau de Intumescimento (P)

O grau de intumescimento (P) é um pardmetro importante no estudos de matrizes
poliméricas, j4 que avalia sua capacidade de absorcdo e retencdo de liquidos. O
intumescimento € descrito como o aumento no volume da membrana quando esta se encontra
imersa em um determinado solvente, podendo ser determinado a partir da quantidade da
massa de solvente absorvida pela membrana em relagc@o a sua massa inicial (ZHANG et al.,
2007).

As formulagdes tedricas para intumescimento foram desenvolvidas na década de 40
pelos cientistas Flory e Rehner. Os autores partiram da premissa de que o fendmeno de
intumescimento € controlado por trés for¢as naturais, a variacao na:

1- entropia da mistura solvente-polimero;

2- entropia conformacional, causada pela reducdo no nimero de conformagdes das cadeias
em consequéncia de seu estiramento;

3- entalpia da mistura solvente e polimero.

Desta forma, o intumescimento de um determinado polimero é dependente do grau
de interagdo do polimero com as moléculas do solvente (FLORY; REHNER, 1943).
Pode-se considerar que esta € uma analise importante e complementar a avaliacdo da
propriedade de barreira, uma vez que revela o tipo de comportamento da matriz polimérica
(hidrofilica ou hidrofdbica), de forma a contribuir para o estudo da aplicacio desejada.

Os resultados obtidos durante a anélise do grau de intumescimento das membranas

sdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24. Grau de intumescimento (P) das membranas em PBS.

270

240 +
210
§°/ ]
fe] 180 +
c ]
o}
E 150
S |
3
£ 120
3 -
£ 90
[} ]
g}
g 60 —&— CA
(3 E —— CA-CML

30 —— CA-CML-TET
{ —m— CA-CML-CaGP
0 - —m— CA-CML-TET-CaGP
T T T T T T

: , : :
0 15 30 45 60 90 1440 1500 1560 5760
Tempo (minutos)

Fonte: Autora.

Mediante interpretacdo da Figura 24, nota-se que ambas as membranas apresentam
valores elevados de P, alcancando o estado de equilibrio apds 24 horas de imersdo. Observa-
se que as membranas apresentam o mesmo perfil de intumescimento, indicando que o
mesmo ocorre de forma semelhante para todas as membranas. Durante os primeiros 30
minutos de experimento, o P aumenta gradativamente. Em sequéncia, ele aumenta de forma
menos pronunciada até as primeiras 24 horas de experimento onde entdo permanece
constante. Ao final do tempo de experimento (96 horas), as membranas mantiveram sua
integridade e apresentaram aparéncia idéntica a original.

A capacidade de intumescimento das membranas ocorre pelo afastamento entre as
cadeias de CA devido a reten¢do das moléculas de PBS que reduz as forcas de atracdo
intermoleculares e aumenta a mobilidade das cadeias de CA. A medida em que se incorpora
os aditivos na membrana de CA, sua capacidade de intumescimento aumenta (maiores
valores de P) ja que o mesmos confere certa hidrofilicidade a membrana, favorecendo uma

maior interacdo entre a membrana e o PBS, que é composto em grande parte por agua.
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Basicamente, os aditivos apenas alteram o grau de intumescimento das membranas,
de forma que quanto maior for a afinidade entre o aditivo e o PBS, maior sera a capacidade

de absor¢do da membrana.

IV.3.2.2 Parametros cinéticos

Existem varios modelos cinéticos capazes de avaliar o comportamento de
intumescimento, porém o mais utilizado na literatura € o modelo Lei de Poténcia apresentado
na Equacdo (7). Os parametros expoente difusional (1) e constante de difusdo (k) fornecem
informacdes sobre o tipo de mecanismo de transporte que impulsiona a absor¢ao de um dado
solvente e sobre a velocidade com que essa absor¢do ocorre, respectivamente.

A dindmica de intumescimento dos polimeros € controlada por fatores estruturais da
rede polimérica e interacdes polimero-solvente. Quando um solvente penetra na rede
polimérica, esta comeca a inchar. Se a matriz polimérica (membrana) for
termodinamicamente compativel com o solvente, a rede se tornard borrachosa devido a
reducdo na temperatura de transicdo vitrea (Tg) da matriz. Essa reducdo se deve a interacao
do solvente com as cadeias poliméricas (PEPPAS; KHARE, 1993).

O transporte do solvente pela rede polimérica pode ser descrito por um dos trés
seguintes tipos de transporte: (1) transporte em que o processo de intumescimento se deve
ao gradiente de concentracdo (difusdo), (2) a relaxacdo das cadeias poliméricas e (3) a
diferenca de pressdo osmotica.

Em relagdo as taxas relativas de difusao (Tair) e relaxamento das cadeias do polimero
(Trelax), temos que o mecanismo de transporte, pode ser (COLOMBO et al., 1992):

e Caso I ou Fickiano: quando a Tair € mais lenta que a Trelax, Ocorre paran = 0,5

e Caso II: quando a Tair € mais rapida que a Trelax, dessa forma o transporte € fortemente
dependente da cinética de intumescimento, ocorre paran = 1,0

e Andmalo ou ndo-Fickiano: quando a Tair € comparéavel a Trelax, com 1 variando entre 0,5
el,0

e Menos Fickiano: quando a Tgir € “muito mais” lenta que a Trelax, S€ comparado com o
processo Fickiano, nesse caso, encontram-se valores de 1 abaixo de 0,5.

Na Figura 25 sdo apresentados os graficos do In (P) vs In(t) utilizados para obtencao

dos valores de 1 e k (Tabela 11). E importante ressaltar, que em curvas com coeficiente de
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regressdo linear (R?) < 0,9900, a diferenca entre os patamares (lineares e ndo lineares) sio

mais acentuados.

Figura 25. Grafico do In (P) vs In (t) para as membranas sintetizadas. a) Inser¢ao da

regressdo linear, aplicada até 60% do grafico do In (P) vs In (t).
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Tabela 11. Parametros cinéticos obtidos no estudo do grau de intumescimento das

membranas.

Fonte: Autora.

Membranas n k (min)
CA 0,1997 0,3950
CA-CML 0,0585 0,7876
CA-CML-TET 0,0552 0,7748
CA-CML-CaGP 0,0961 0,6550
CA-CML-TET-CaGP 0,1327 0,5468
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De acordo com a Tabela 11, as membranas apresentaram valores de 1 inferiores a 0,5
indicando que o mecanismo de transporte do PBS para o interior das membranas € do tipo
menos Fickiano, ou seja, a taxa de difusdo (Tair) € muito mais lenta que a taxa de relaxacdo
(Trelax) das cadeias de CA.

Verifica-se ainda, que apesar da incorporacao dos aditivos provocarem uma redugao
nos valores do expoente difusional () o mecanismo de transporte continua sendo 0 mesmo
para todas as membranas, confirmando que elas intumescem de forma semelhante, segundo
mencionado na secao IV.3.2.1.

No que diz respeito a constante de difusdo (k), houve um aumento no valor da mesma
quando se incorpora os aditivos na membrana, evidenciando que a presenca dos mesmos
influéncia na velocidade de absor¢do do solvente, no caso aumentando-a. Além disso, temos
uma tendéncia inversamente proporcional entre os valores de k e 1.

O aumento na velocidade de absor¢cao mediante incorporacdo dos aditivos, pode ser
explicado considerando que a presenca dos mesmos aumenta a hidrofilicidade da membrana,
fazendo com que ela absorva o PBS mais rapidamente. Isso ocorre porque o aditivo ocasiona

uma maior interacdo entre a membrana e o PBS, favorecendo o processo de intumescimento.
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VI - CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram, que as membranas produzidas com os aditivos CML,
TET, CaGP, mesmo em baixas concentracdes, apresentam caracteristicas térmicas,
mecanicas, estruturais, de permeacao e fisica, que as habilitam para serem utilizadas como
barreiras ndo absorviveis em regeneracdes teciduais.

Verifica-se que a incorporacdo dos aditivos funcionais ao acetato de celulose,
promoveu alteracdes nas propriedades finais das membranas e que essas alteragdes sao
dependentes da combinacao utilizada dos aditivos, visto que em cada combinacao a interagao
entre os componentes (acetato de celulose + aditivo(s)) serd diferente.

A porosidade resultante em todas as membranas, com didmetro médio maximo de 5
micrometros, impede a passagem dos fibroblastos, com didmetro médio de 175 micrometro,
que sdo células deletérias na regeneracdo tecidual. A presenca da tetraciclina produz um
adensamento nas membranas reduzindo ainda mais o didmetro de poro da mesma, enquanto
que o CaGP produz efeito contrario, diminuindo esse adensamento.

De forma geral, podemos concluir que apesar de apresentar caracteristicas diferentes
ambas as membranas possuem 0s requisitos necessarios para serem utilizadas em processos

regenerativos periodontais, como RTG e ROG.
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VII - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestao para trabalhos futuros, coloca-se a modificacdo das formulagdes das
membranas na tentativa de diminuir o tempo necessario para sua degradacdo, obtendo-se
assim uma membrana reabsorvivel. Além disso, torna-se necessario realizar os testes in vivo

para verificar a eficicia das membranas nos processos regenerativos periodontais.
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