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RESUMO

O principio da Regeneragao Tecidual Guiada (RTG) na Periodontia é
fundamentado em mecanismos de manipulacdo celular, utilizando barreiras
fisicas para promover um selamento total de um defeito tecidual com células
viaveis e favorecer a regeneragcido periodontal. Baseando-se no conceito da
osteopromocgéo, a barreira € colocada em contato direto com a superficie éssea
circundante de forma a prevenir que outros tecidos, principalmente tecido
conjuntivo, interfiram na osteogénese e no direcionamento da formagé&o ossea.
Diante disso, o objetivo deste estudo foi desenvolver membranas de acetato de
celulose, puras e incorporadas com glicerofosfato de calcio, e caracterizar os
aspectos fisicos e quimicos. Foi utilizada espectrometria para analisar o tempo
de degradacéo final das membranas, microscopia eletrénica de varredura para
andlise qualitativa da morfologia das superficies e fraturas, capacidade de
molhabilidade por meio do angulo de contato e as propriedades de barreira
(permeabilidade a vapor de agua). O tempo de degradacdo das membranas
desenvolvidas foi de 100 dias e, além disso, as mesmas apresentaram
morfologia viavel e porosidade suficiente para difundir nutrientes e permitir a
exclusao celular. Desta forma, observou-se potencial para a utilizagcdo das

membranas como barreira na regeneragao de tecidos 6sseos e periodontais.

Palavras-chave: Acetato de celulose, degradacao, glicerofosfato de

calcio, membrana, terapia periodontal.



ABSTRACT

The principle of Guided Tissue Regeneration (GTR) in Periodontology is
based on mechanisms of cellular handling, using physical barriers to promote a
total sealing of a tissue defect with viable cells and promote periodontal
regeneration. Based on the osteopromotion’s concept, the barrier is placed in
direct contact with the surrounding bone surface to prevent other tissues,
especially connective tissue, from interfering with osteogenesis and the direction
of bone formation. Therefore, the aim of this study was to develop pure cellulose
acetate membranes incorporated with calcium glycerophosphate, and to
characterize its physical and chemical aspects. Spectrometry was used to
analyze the final membrane degradation time, Scanning Electron Microscope for
qualitative analysis of surface morphology and fractures, wettability through
contact angle and barrier properties (water vapor permeability). The degradation
time of the developed membranes was 100 days and, in addition, they presented
viable morphology and sufficient porosity to diffuse nutrients and allow cell
exclusion. Thus, the potential for the use of membranes as a barrier in the

regeneration of bone and periodontal tissues was observed.

Keywords: Cellulose acetate, degradation, calcium glycerophosphate,

membrane, periodontal therapy.
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1 INTRODUGAO

A engenharia de tecidos, através de fatores bioquimicos apropriados,
combinacao entre células e engenharia de materiais, pretende melhorar, substituir,
restaurar, manter ou melhorar tecidos vivos ou orgaos inteiros. A bioengenharia é
um campo interdisciplinar, que tem se desenvolvido ao longo da ultima década para
corrigir defeitos de tecidos moles e duros, secundarios a trauma e doengas
adquiridas ou congénitas. E uma alternativa em potencial que visa substituir tecidos
lesionados, recriando 6rgaos saudaveis e tecidos funcionais. (Kaigler; Mooney,
2001; Ratneret al., 2013; Ferreira et al., 2015).

O processo biolégico em que tanto a estrutura quanto a fungéo do tecido
0sseo lesado sdo completamente restabelecidas é denominado regeneragao 6ssea,
quando o seu reparo ocorre sem a presenca de uma “cicatriz’ éssea (Junqueira;
Carneiro, 2004). Frente ao trauma ou procedimento cirurgico, ocorre
extravasamento sanguineo decorrente de lesdo vascular, e a ativagdo de receptores
envolvidos na hemostasia e trombose faz com que um sistema de transporte de
elétrons regule a formacgao do trombo. Durante a formagao de trombos, destaca-se
também a importancia de algumas proteinas como as isomerases, responsaveis
pela atividade extracelular (Furie; Furie 2012). A estabilidade mecanica, o
suprimento sanguineo e a presenga de um arcabougo tridimensional que oriente a
proliferacéo celular sao fatores dependentes para a consolidagao do reparo no tecido
6sseo (Klenkeet al., 2008).

O processo de reparo dsseo ocorre em trés fases: inflamatoria, reparadora e
de remodelacao. A fase inflamatoria caracteriza-se pela formagéo de um coagulo
sanguineo envolvendo as superficies dsseas no local da leséo, estendendo-se por
cavidades medulares proximas e peridsteo, acompanhadas de edema mais ou
menos intenso. Diante disso, a liberagao de substancias quimiotaticas provoca um
processo inflamatdrio agudo, com grande mobilizagdo de neutréfilos e macréfagos.
Inicia-se entao a fase reparadora, com a formagao de um calo fibroso por fibroblastos
produtores de colageno tipo lll, envolvendo a regido lesionada. As células endoteliais

remanescentes dos vasos rompidos e as células mesenquimais indiferenciadas
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ocasionam a formacao de uma nova rede capilar, invadindo a regido do coagulo
juntamente com fibroblastos e osteoblastos, formando um novo tecido ésseo imaturo
no local por um processo de ossificagdo intramembranosa ou endoconjuntiva.
Processos de neoformacgao e reabsor¢ao ocorrem na fase remodeladora, até que a
regido lesionada restabelega suas caracteristicas biomecanicas, morfologicas e

funcionais que possuia antes da lesao (Guimaraes, 1982; Pospisilova, 1982).

Por serem células completamente diferenciadas, os osteoblastos apresentam
capacidade limitada de migracdo e proliferagdo. Assim, células progenitoras
mesenquimais indiferenciadas (células osteoprogenitoras) migram até o sitio e
diferenciam-se em osteoblastos para a formacgao éssea (Junqueira; Carneiro, 2004;
Lynch; Genko; Marx, 1999).

A regeneragao tecidual guiada (RTG) € uma técnica utilizada para regenerar
defeitos 6sseos ao redor de implantes, cirurgias de lesées endodbnticas, cirurgias
mucogengivais e bucomaxilo-faciais. Além disso, existem estudos clinicos
promissores relacionados com lesdes de furca grau Il e defeitos intradsseos de trés
paredes (Tonetti, Pini-Prato &Cortellini, 1995). A regeneracédo 6ssea guiada (ROG)
€ uma modalidade terapéutica que permite a formacéao e a diferenciacado de células
osteoprogenitoras em uma area isolada, excluindo os tecidos epiteliais e conjuntivos,

utilizando membranas como barreira biolégica (Moseset al.,2008).

As membranas podem ser confeccionadas com materiais biodegradaveis e
nao biodegradaveis e devem apresentar biocompatibilidade, maleabilidade clinica,
semipermeabilidade, capacidade de manutencado de espacgo e integragdo com os
tecidos hospedeiros (Karringet al., 1993). Apesar das membranas atenderem os
objetivos mecanicos e bioldgicos dos eventos regenerativos, pode ocorrer sua
exposi¢ao apos utilizagao cirurgica, com consequente contaminagao da area (Slots
et al., 2002; Sbordone et al., 1999). As contaminagbes das membranas expostas
precocemente estdo comumente associadas a infecgdes nos locais tratados,
podendo interferir negativamente na regeneragcado dos tecidos e no ganho de
inser¢éo. Além disso, o processo de degradacdo da membrana também pode ser
acelerado (Chen et al., 1997).



10

As membranas podem ser classificadas como bioldgicas ou sintéticas. As
sintéticas comerciais sao produzidas a partir de materiais organicos, em sua grande
maioria polimeros como poliamida, polisulfona, policarbonato, acetato de cellulose,
poliacrilonitrila, e materiais inorganicos como carbono e 6xidos metalicos, metais e
ceramicas (Habert et. al., 2006). De acordo com suas aplicagdes, as membranas se
classificam em densas e porosas e apresentam diferentes morfologias. Podem
apresentar as mesmas caracteristicas morfolégicas ao longo de sua espessura ou
nao, ou seja, serem simétricas (isotropicas) ou assimétricas (anisotropicas) (Habert
et. al., 2006).

Pequenas alteragdes na sintese da membrana, como o tempo de evaporagao
do solvente, banho de coagulagdo e composicdo da solugédo polimérica, podem
provocar diferencas significativas na morfologia da estrutura formada, independente
da técnica utilizada para a producao. Viu-se entdo a necessidade de desenvolver
uma barreira com uma correta capacidade de oclusao e isolamento da area, com a
capacidade de proteger também quanto a possiveis contaminag¢des bacterianas
(Sbordoneet al., 2000). Com a possibilidade de permitir a incorporagao de agentes
funcionais, as membranas absorviveis apresentam um significativo destaque
(Ruggiero et al., 2015).

A celulose € um material natural abundante e tem sido considerada como um
objeto de estudo em pauta na ciéncia dos polimeros, assim que ferramentas para
pesquisas cientificas tornaram-se disponiveis para melhorar as propriedades dos
materiais (Zugenmaier, 2008). O Acetato de Celulose (AC) € um dos derivados de
celulose mais importantes, sendo amplamente utilizado na producao de fibras,
plasticos, revestimentos resistentes aos solventes, sistemas de liberagéo controlada
de farmacos, processos de separagao por membranas, entre outros (Fischer et al.,
2008). Além disso, foi o primeiro material utilizado como membrana em RTG mas,
apesar da obtencao de resultados preliminares favoraveis, apresentava dificuldade
de degradacdo em meio aquoso, sendo este o maior componente do fluido corporal,
pois NA0 possuia os requisitos quimicos e estruturais ideais para o uso como barreira
a migragao epitelial (Fischer et al., 2008). Pode-se observar a estrutura quimica do
AC na Figura 1.



11
Estrutura quimica do AC
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Figura 1: Estrutura quimica do AC
Fonte: O autor

Outro aditivo importante € o Glicerofosfato de Calcio (GPC), por ser fonte de
calcio e fosfato inorganico obtido através da hidrolise por fosfatase alcalina no
sangue e fluido de tecidos. Quando aplicado em protecéo pulpar direta, este aditivo
pode ser transformado em hidroxiapatita (Imaiet al., 1993). Além disso, ndo é
citotoxico (Hayashi Y et al., 1992). Através do processo de biomineraliza¢édo, ocorre
a formacao do fosfato de calcio, principal componente dos ossos e dentes no corpo
humanao. Cristais de hidroxiapatita possuem aplicacbes médicas e podem acelerar a
regeneragao 0ssea e reparagao ao serem utilizados em defeitos ésseos (Fujishiro,
Hench, e Oonishi, 1997). A hidroxiapatita, entretanto, € considerada quebradica
(Okada&Furuzono, 2012) mas, estes cristais podem ser combinados com
numerosos polimeros bioativos (Bonfield, Grynpas, e Tully, 1981), incluindo as
proteinas e polissacaridos (Ehrlich, 2010), de forma a superar essa questdo. Pode-

se observar a estrutura quimica do GPC na Figura 2.

Estrutura quimica do GPC

Ho’\r\OH

O.,.OH
A

O OH

CaH2

Figura 2: Estrutura quimica do GPC

Fonte: O autor



12

A hidroxiapatita, Ca10(POa4)s(OH) 2, € o principal constituinte mineral dos ossos
e dentes, representando de 30 a 70% de sua massa. Quando comparada aos
métodos tradicionais para produzir hidroxiapatita, a sintese de fosfatos de calcio via
precipitacdo quimica apresenta beneficios como simplicidade e baixo custo. No
entanto, a maioria dos procedimentos sintéticos apresenta formagéo de produtos
nao estequiométricos e mistura de fases. Os processos de precipitagdo consistem
na adigdo de grupos fosfatos a suspensdes que contenham ions calcio, podendo
partir de diferentes reagentes. Dependendo do processo de fabricagcdo, as
propriedades da hidroxiapatita apresentam caracteristicas diferentes. Quando
sintetizadas em baixas temperaturas, apresentam cristais menores e baixa
cristalinidade. Quando sintetizadas em temperaturas altas, apresentam cristais

maiores e boa cristalinidade (Rigo, 2007).

Investigagbes cientificas analisam varios aspectos da regeneragédo Ossea
dentro deste modelo, porém ndo demonstram detalhes como a expressdo de
componentes nao colagenos da matriz 6ssea que estdo envolvidas no inicio do
processo de formagdo dssea, na sua maturagcido/mineralizacdo, além da avaliagéo
ultraestrutural do tecido neoformado entre o biomaterial e tempo de degradacao de

membranas reabsorviveis in vivo.

Considerando a hipétese de que acetato de celulose e glicerofosfato
de calcio apresentam caracteristicas que podem favorecer a RTG, se faz viavel
investigar e desenvolver membranas constituidas por estes materiais. O objetivo
do presente estudo foi desenvolver e caracterizar membranas de acetato de
celulose puras e incorporadas com glicerofosfato de calcio, e comparar as suas

propriedades fisico-quimicas com membranas comerciais consolidadas.

2 JUSTIFICATIVA

Muito se fala do uso de membranas a fim de regenerar regides acometidas
por perda Ossea. Diante disso, o objetivo deste estudo €& desenvolver e
caracterizar membranas de glicerofosfato de calcio e acetato de celulose a fim
de, posteriormente, caracterizar e testar in vivo novos biomateriais sintéticos com

potencial para aplicagédo na Odontologia.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARO E DESCRICAO DAS MEMBRANAS

Para a confecgdo das membranas desenvolvidas neste estudo foram
utilizados polimeros de Acetato de Celulose de massa molar média 30.000 g mol-
' (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, Missouri, USA), Glicerofosfato de
Célcio de massa molar média 210.14 g (Sigma-Aldrich Corporation, Saint
Louis, Missouri, USA), Acetona 99,5% (VetecQuimica Fina Ltda, Brasil) e Agua
Deionizada. Foram desenvolvidas duas diferentes membranas sintéticas de
Acetato de Celulose, com concentragdo fixa de 10 gramas de reagentes
dissolvidos em 80 ml de acetona e 20 ml de agua (10,0% m/v
polimeros/solvente), com variagdo da quantidade de AC dependendo do aditivo
Glicerofosfato de Calcio (GPC) (0,04%), conforme na Tabela 1.

Descricao das composi¢coes das membranas de Acetato de

Celulose sintetizadas.

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

Tabela 1: Descrigdo das composi¢cdes das membranas de Acetato de Celulose sintetizadas.

Fonte: O autor

Os sistemas foram submetidos a agitagdo mecanica por um periodo de
24 horas, apos esse periodo as membranas foram espalhadas com espessura
de 400 um com um Aplicador de Filme Ajustavel de alta precisdo, com ajuste de
1 em 1 micron, largura util de 15 cm conforme norma ASTM D823-53 (TKB
Erichsen Comercial e Técnica Ltda, Sdo Paulo, Brasil), as amostras foram
manipuladas no interior de uma caixa de vidro de 50x50cm, com tampa e dois
pequenos orificios centralizados na parte horizontal para entrada das maos,
climatizada com acetona durante 1 hora antes do experimento, de tal forma que
o solvente evaporasse de maneira uniforme em toda extensdo dos filmes. As

membranas formadas permaneceram em dessecador sob vacuo a temperatura
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ambiente durante 24 horas, com objetivo de eliminar residuos de solvente, em
seguida foram armazenadas em grau cirurgico em local fresco e seco longe da

luz do sol.

Membranas de Acetato de Celulose produzidas

Figura 3: Membranas de Acetato de Celulose produzidas
Fonte: O autor

Tendo em vista o desenvolvimento de um novo produto, se faz essencial
o conhecimento das propriedades fisicas e quimicas de membranas bioldgicas
consolidadas no mercado, de forma a comparar o comportamento e as
caracteristicas existentes. Foram selecionadas duas membranas biologicas
absorviveis comumente utilizadas na ROG, séo elas: GenDerm (GD) (Baumer
do Brasil, Sao Paulo, Brasil) e BioGide Perio (BGP) (Geistlich do Brasil, Sao

Paulo, Brasil), demonstradas na figura 4.

Membranas comerciais de origem bovina e suina

Figura 4: Membranas comerciais de origem bovina e suina.

Fonte: O autor
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3.2 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS
3.2.1 Tempo de degradagao das membranas

O processo de degradacéo foi efetuado através do método descrito na
literatura (Ruggiero et al., 2015) quando as amostras (1,0 cm? de area) foram
imersas em 20 mL de uma solugdo tamponada com fosfato (pH = 7,2) a uma
temperatura fixada em 36, 5 + 0,5°C. Foram realizadas medidas de comprimento
de onda definido em 280nm por meio do espectrofotometro UV (Shimadzu
Corporation, Sdo Paulo, Brasil, modelo UV 2501 PC, pertencente ao Instituto de
Quimica/UFU) (Figura 5). A cada medida, as membranas foram alteradas para
uma nova solugao para evitar atingir o equilibrio de dissolugéo. As analises foram
realizadas em triplicatas e os tempos de analise da degradagao foram de 0 horas
(dia inicial), 24 (1 dia), 48 (2 dias), 96 (4 dias), 192 (8 dias), 384 (16 dias), 768
(32 dias), 1536 (64 dias) e 2400 horas (100 dias), sempre duplicando os dias de
analises com objetivo de estrapolar resultados caso as membranas nao

degradassem completamente em tempo viavel para conclusado deste trabalho.

Diariamente as membranas foram analisadas para serem levadas a
leitura, caso desaparecessem antes do tempo programado para préxima leitura.
A solugéo tampéao-fosfato era trocada a cada leitura com objetivo de ndo entrar
em equilibrio. Sendo assim, o tempo total de degradacao foi estimado apds a
construgcado de um grafico da absorbancia em fungdo do comprimento de onda e
o processo foi acelerado através do aumento da temperatura até 50 ° C e
diminuicdo do pH da solugéo, esse processo conduz a degradagao total da

membrana.
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Espectrofotomero de ondas modelo UV

Figura 5. Espectrofotdmero de ondas modelo UV.

Fonte: O autor

3.2.2 Analise da molhabilidade por meio de dngulo de contato

A molhabilidade da superficie depende diretamente da energia de superficie
e influencia o grau de contato entre o ambiente fisioldgico e a membrana; pode ser
quantificada pelo angulo de contato de um liquido com o substrato sélido. Quanto
maior a molhabilidade, maior é a interagcdo da superficie do biomaterial com o
ambiente bioldgico (Bico et al, 2002). Logo, a molhabilidade foi quantificada com a
aplicagcdo de uma micro-gota de agua destilada por meio do Gonidmetro (Ramé-
Hart, Inc. Modelo NRL A-100 pertencente a FEMEC/UFU) (Figura 6) nas duas
membranas. Foi utilizada uma micro-seringa para liberar volumes iguais (0,5 pl) do

liquido na superficie das membranas.

Sendo assim, as amostras de 40 mm de comprimento e 10 mm de largura
foram fixadas em uma lamina de vidro por meio de fita adesiva. Uma gota de agua
destilada de 50 pL, com o auxilio da seringa foi liberada sobre o filme em trés pontos
diferentes, as imagens foram capturadas por meio de uma camera digital de alto foco
e as mesmas foram analisadas pelo software Surftens 3.0 que ajusta o perfil da gota
e determina o angulo de contato. Os angulos foram fotografados 20 s apds a gota
entrar em contato com as membranas. Foram feitas quantificagdes da molhabilidade

em 03 amostras de cada tipo de membrana, totalizando 6 imagens. Foram
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calculados a média e o desvio padrao dos valores de angulos de contato

encontrados.

Goniometro

Figura 6: Gonidmetro

Fonte: O autor

3.2.3 Analise da permeabilidade ao vapor de agua

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua foi realizado utilizando-se a
técnica do copo de Payne (ASTM D1653-08). O copo de Payne consiste em um
conjunto formado por um copo de aluminio com boca rosqueada, com variacdes de
didmetro interno de modo a formar uma base para a fixacdo do filme, anéis de
vedacgao de borracha e aluminio e uma tampa rosqueada vazada no centro, cuja

area de permeacéo foi 7,373 cm?.

As membranas foram cortadas em forma de discos, e adaptadas em um
ependorf com didmetro igual ao intermo, proporcional ao do copo de Payne.
Previamente foi calculada a espessura com média das medidas em cinco regides
diferentes de cada filme, utilizando o micrdmetro digital Mitutoyo (0-25 mm).
(Mitutoyo Sulamérica Ltda, Sao Paulo, Brasil). Este sistema é colocado em um
dessecador, na presenca do agente secante Pentoxido de Fasforo (P20). Na qual
se pode avaliar a capacidade de cada uma das membranas de permear agua

através da perda de agua do interior do copo.

Triplicatas foram realizadas para cada membrana e as mesmas foram

colocadas em ambiente com temperatura controlada, o sistema foi
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acompanhado com registros das massas em intervalos de 60 minutos nas

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

3.2.4 Anadlise qualitativa da morfologia das superficies e fraturas por meio

de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Foram realizadas analises morfolégicas de superficies e fraturas das
membranas em MEV. As fraturas dos filmes foram obtidas por meio de quebra
apo6s imersao em nitrogénio liquido por 1 minuto. Em seguida, as amostras foram
fixadas em tira de carbono sob os “stubs“ metalicos, no plano horizontal para
avaliar superficie e no plano vertical para avaliar o interior das membranas, as
mesmas foram levadas ao dessecador por 24 horas, apos receberem fina
camada de ouro, com 15 nm de espessura. O conjunto foi posicionado no
metalizador MED 10 (Oerlikon Balzers Coating, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 7A),
cujo cilindro contém placa de ouro em sua parte superior. O cilindro de vidro
forma uma camara que se fecha hermeticamente e em seguida se conecta a
bomba de vacuo, que produz vacuo na ordem de 10-1 mmHg. A camara fica em
conexao com reservatério de Argdnio que substitui o ar e cria atmosfera deste
gas. Assim estabelece-se entre a amostra e a placa de ouro diferenga de
potencial suficiente para ionizar o gas. Os ions positivos bombardeam a placa
de ouro arrancando seus atomos, que se depositam na superficie da amostra
em espessura de aproximadamente 100-200 A, com periodo de sputtering de 2-
3 minutos. Apos a metalizagdo, as amostras foram examinadas no MEV (EVO
MA 10, CARL ZEISS, Germany), a voltagem de 10 KV. (Figura 7B). As imagens
microscopicas foram obtidas do centro da amostra em aumento de 5000k tanto

para superficies quanto para fraturas.
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Metalizador e Microscoépio Eletronico de Varredura

Figura 7: A — Metalizador. B - Microscopio Eletronico De Varredura

Fonte: O autor

4 RESULTADOS
4.1 TEMPO DE DEGRADAGCAO DAS MEMBRANAS

O tempo total de degradacao foi estimado apds a construgao de graficos
de absorbancia em fungdo do comprimento de onda a fim de permitir a analise
de horas necessarias para as membranas degradaram completamente e a

velocidade de degradacdo das mesmas, apresentados nas Figuras 8-11.

Absorgao da membrana de AC durante o tempo analisado

AC
0,15
o) A\ h
e 96h
0,1 n w1 68h
—192h
X
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0 . : o
220 270 320 370

Wavelength/nm

Figura 8: Absor¢cdo da membrana de AC durante o tempo analisado.
Fonte: O autor



Absorgcao da membrana de AC+GPC durante o tempo analisado
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Figura 9: Absorcdo da membrana de AC+GPC durante o tempo analisado.

Fonte: O autor

Absorgcao da membrana GD durante o tempo analisado

GD
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Wavelength/nm

Figura 10: Absor¢do da membrana GD durante o tempo analisado.

Fonte: O autor
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Absorg¢ao da membrana BGP durante o tempo analisado

BGP

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Wavelength/nm

Figura 11: Absorcdo da membrana BGP durante o tempo analisado.

Fonte: O autor

4.2 MOLHABILIDADE E PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

A permeabilidade a vapor de agua e angulo de contato sdo apresentados

na Tabela 2.

Permeabilidade a vapor de agua e angulo de contato das membranas

sintéticas e bioldgicas.

Angulo de contato (8)

Membranas Fluxo (cm? s') (£ D.V.)

(£ D.V)
AC 3,035 x 108 (+ 1,27 x 107) 53,81 (+3,45)
AC+GPC 3,73 x 10-5 (£ 7,08 x 10-6) 54,24 (+1,30)
GD 2,83 x 10 (£ 3,39x 107) 62,17 (£6,01)
BGP 4,13 x 10 (+ 5,03x 10) 00,00 (+0,00)

Tabela 2: Permeabilidade a vapor de agua e angulo de contato das membranas sintéticas e
bioldgicas.

Fonte: O autor
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4.3 MORFOLOGIA DAS SUPERFICIES E FRATURAS POR MEIO DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As micrografias de superficies e fraturas das membranas de AC e
membranas biolégicas comerciais sdo apresentadas em imagens de

Microscopia Eletrénica de Varredura no aumento de 5000x nas Figuras 12 e 13.

Imagens de superficies das membranas

EHT = 4000 dagrad &, = 381 Dumts @ Jun 3016
WO =11 Smem Fhote b = 4338 Tirm ;110858

e & Aon J016 ZEiE|
T 14104

WD = N2 e Prake b = dfiil

Figura 12: Imagens de superficies das membranas AC, AC+GPC, GD e BGP. Ampliagéo de
5000x.

Fonte: O autor
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Imagens de fraturas das membranas
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Figura 13: Imagens de fraturas das membranas AC, AC+GPC, GD e BGP. Ampliagdo de 5000x.
(Marcagbes amarelas: tamanhos dos poros baseados nas escalas fornecidas pelas imagens)

Fonte: O autor

5 DISCUSSAO

Uma das principais fun¢gées das membranas degradaveis e absorviveis, é
a exclusao celular de fibroblastos. Para a obtengdo de melhores resultados,
diversos fatores devem ser considerados, como a resposta tecidual hidrolitica
sobre os compdsitos resultantes da degradagao ser minima, reversivel e nao
influenciar negativamente na regeneragdo dos tecidos (Gottlow, 1993).
Convencionalmente, sugere-se estabilidade da membrana para obtencdo de

melhores resultados (Caton et al., 1976).

Como a celulose provém de fonte renovavel, existe grande interesse em
explorar seus derivados, assim como suas aplicagdes (Heinze & Liebert, 2001).
E viavel o estudo e desenvolvimento de membranas constituidas por
glicerofosfato de calcio e acetato de celulose, pois estas substancias apresentam

caracteristicas fisicas e quimicas favoraveis para a RTG.
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O tempo total de degradacao foi estimado apds a construgédo de graficos
de absorbancia em fungdo do comprimento de onda, foram necessarias 2400
horas (100 dias) para as membranas de AC e seus aditivos degradarem
completamente, visto que por meio das analises foi possivel estrapolar os
resultados fornecidos a partir de analises feitas em periodos controlados. Além
disso, foi realizado o acompanhamento real das membranas onde foi observado

o desaparecimento das amostras no mesmo periodo de tempo.

Uma das formas de se avaliar a hidrofilicidade das membranas é através
da determinagcdo do angulo de contato, que por sua vez, € uma medida da
molhabilidade da superficie. Materiais hidrofébicos repelem a agua, fazendo com
que seu contato com a superficie seja 0 menor possivel, resultando em altos
valores de angulos de contato (Nogueira, 2012). No entanto, a adigao de GPC

aumentou significativamente a permeabilidade ao vapor de agua, cerca de 90%.

As microsopias eletrénicas de varredura obtidas neste estudo permitem
uma analise qualitativa em relagdo as superficies e regides transversais das
amostras. Por meio das figuras 12 e 13, é possivel constatar uma maior
homogeneidade nas membranas de AC em termos de porosidade, além disso,
maiores poros nas membranas incorporadas por glicerofosfato de calcio, quando
comparados com as membranas comerciais e/ou as membranas de acetato de
celulose puro.

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

A existéncia de poros é importante para a difusdao de fluidos
sanguineos, entretanto, os poros devem ser menores do que as células de tal
modo que a membrana impega a passagem de fibroblastos para a area do
defeito 6sseo. Ha poucos relatos na literatura sobre a dimensao exata dos

osteoblastos e fibroblastos, no entanto, Alhadlag e Mao, relataram em 2003,
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osteoblastos encapsulados dentro do céndilo mandibular com dimensdes de
110pm x 70pm. Um estudo recente publicado por Zhou et al. 2015, avaliaou a
morfologia de fibroblastos em diferentes superficies e permitiu concluir, por meio
de imagens de MEV, o tamanho aproximado de fibroblastos em média 175um x
150 uym. Considerando que as células apresentam tamanhos superiores aos
poros das membranas mostrados em secgao transversal na figura 13, pode-se
afirmar a capacidade de excluséo celular das quatro membranas desenvolvidas,
visto que os poros medem aproximadamente 2um, medidos em relagao a escala
fornecida pela propria microscopia, destacada por uma barra amarela. Assim,
as membranas sao capazes de atuar como uma barreira e permitir RTG/ROG.
Tais observagdes morfologicas podem ser diretamente associadas com o
processamento da membrana, visto que o solvente evapora mais rapidamente
do que o nao solvente, resultando em dois efeitos principais: 0 aumento da taxa
de coalescéncia, 0 que leva a separacgao das fases para a formacgao da matriz,
e 0 aumento da concentracdo de nao solvente na estrutura polimérica, levando
a a formacéao de poros. Isto pode também ser uma consequéncia de diferentes
ésteres de acetato utilizados na elaboracdo das membranas sintéticas, em
comparagao com as comerciais. Estas caracteristicas classificam as membranas
de AC e aditivos como assimétricas.

Ao analisar os cortes transversais das membranas comerciais,
observa-se estruturas completamente densas, o que caracterizam estes
biomateriais como membranas simétricas. Neste caso, os componentes da
solugao na formulagcao das membranas sédo o solvente (acetona) e o polimero.
Uma vez que o solvente evapora-se livremente quando um nao solvente esta
ausente, poros estaticos ndo sao formados na matriz, e ao invés disso, camadas
densas sao formadas.

De forma geral, o aditivo melhorou as caracteritiscas fisico-quimicas
avaliadas. A adigdo de GPC nas membranas de AC permitiu aumento na
resisténcia fisica, homogeneidade superficial e aumento na quantidade de poros

e nao influenciou no tempo de degradacao.
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6 CONCLUSAO

Dentro da metodologia aplicada e das limitagbes deste estudo in vitro,

conclui-se que:

1. As membranas desenvolvidas neste experimento indicaram

propriedades favoraveis para aplicagao em RTG.

2. As membranas avaliadas neste estudo apresentaram tempo de
degradagao suficiente para RTG e degradam mais devagar em relagdo as

membranas comerciais.

3. O GPC apresentou boas propriedades mecanicas, aumento na

quantidade de poros e homogeneidade superficial.

4. Por ser de origem sintética, e entdo, ndo possuir genética animal, os
materiais desenvolvidos possuem capacidade de controle de produgao, baixos

custos industriais e menor risco bioldgico a rejeigao por fatores genéticos.

5. Dentre as membranas desenvolvidas, a AC+GPC apresentou, de forma

geral, melhores caracteristicas fisico-quimicas.
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