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RESUMO

A técnica de Regeneracio Ossea Guiada (ROG) auxilia a restauracdo do tecido
6sseo impedindo a concorréncia entre as células do tecido 6sseo e as células dos tecidos
moles pelo uso de membranas; entretanto, ndo existe no mercado uma membrana
osteoindutora. O peptideo de crescimento osteogénico (OGP) atua como estimulador
hematopoiético, promovendo a diferenciacdo osteoblastica e € um bom candidato para
ser incorporado em membranas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
membranas a partir de materiais hibridos contendo OGP para otimizar a ROG. Para o
desenvolvimento das membranas, foram utilizadas misturas de trés polimeros, sendo
dois & base de poliéxido de etileno (POE) de massa molecular 500 e 1900 g mol™ e um
a base de poliéxido de propileno (POP) de massa molecular 400 g mol™. Diferentes
métodos de esterilizacdo foram utilizados. A caracterizacdo dos materiais foi realizada
pelas técnicas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espalhamento de raios-x a
baixo angulo (SAXS), analise mecanica dindmica (DMA), determinacdo do pH e
microscopia de forca atdbmica (MFA). O OGP foi sintetizado pelo método em fase
solida, purificado por HPLC e caracterizado por espectrometria de massas. Os
resultados de esterilizacdo revelaram que a radiacdo gama a 24 kGy ndo alterou a
estrutura do material, confirmado pelo DSC. A técnica de SAXS revelou a
homogeneidade estrutural da matriz, assim como, a nano distancia entre os entre 0s
“n6s” de silicio. Os resultados de DMA mostraram que as membranas ndo sofreram
ruptura, quando submetidas a aplicagdo de uma elevada intensidade de forca (15N). Os
resultados de pH permaneceram entre 7,38 e 7,64 durante 48 horas, faixa que néo
ocasiona efeitos citotoxicos. Os perfis cromatograficos confirmaram o grau de pureza
do OGP obtido. O OGP nas membranas foi incorporado na concentragdo de 66,25x10°
“mol. Os resultados de liberacdo monstraram que as membranas ureasil-
POP400/PEO500 e ureasil-POP400/POE1900 liberaram ap6s 48 horas, 7 e 21%
respectivamente. A MFA demonstrou que todos 0s materiais 80 mesoporosos, mas o
ureasil-POP400/POE1900 com OGP possui poros maiores (2,8 um). Teste de
biocompatibilidade in vitro ndo mostrou nenhum efeito citotoxico. A Anaélise
Histologica revelou que ureasil-POP400/POE1900 promoveu inflamacdo local ap6s 30
dias semelhante a membrana comercial de colageno. A cicatrizagdo do tecido 0sseo
revelou que a resposta do ureasil-POP400/POE1900 é semelhante a membrana

comercial. Os resultados obtidos permitem concluir que as membranas hibridas



contendo o OGP apresentam caracteristicas que as tornam potenciais candidatas para o

tratamento de defeitos 0sseos de tamanhos criticos.

Palavras-chaves: Membranas hibridas. Regeneracdo éssea guiada. Peptideo de

crescimento osteogénico.



ABSTRACT

The Guided Bone Regeneration (GBR) technique helps to restore bone tissue
through the principle of cellular selectivity, i.e., excluding the epithelium and
connective tissues from the damaged area by the use of membranes; However, there is
no osteoinductive membrane on the market. The osteogenic growth peptide (OGP) acts
as a hematopoietic stimulator, promoting osteoblastic differentiation and is a good
candidate to incorporated into membranes. Therefore, the objective of this work was to
develop membranes from hybrid materials containing OGP to optimize GBR. For
development of the membranes, blends of three polymers were used, being two poly
oxide ethylene (POE) of molecular weight 500 and 1900 g mol™ and one based on poly
oxide propylene (POP) of molecular mass 400 g Mol™. Different methods of
sterilization were used. The characterization of the materials was performed by
differential scanning calorimetry (DSC), small angle x-ray scattering (SAXS), dynamic
mechanical analysis (DMA), pH determination and atomic force microscopy (AFM).
OGP was synthesized by the solid phase method, purified by HPLC and characterized
by mass spectrometry. Sterilization results revealed that gamma radiation at 24 kGy did
not change the structure of the material, as confirmed by the DSC. The SAXS technique
revealed the structural homogeneity of the matrix, as well as the nano distance between
the "nodes" of silicon. The DMA results showed that the membranes were not ruptured
when submitted to a high force intensity (15N). The pH results remained between 7.38
and 7.64 for 48 hours, a range that did not cause cytotoxic effects. The chromatographic
profiles confirmed the purity of the obtained OGP. The OGP in the membranes was
incorporated in the concentration of 66,25x10™°mol. The release results showed that the
ureasil-POP400/PEO500 and ureasil-POP400/POE1900 membranes released after 48
hours, 7 and 21% respectively. AFM showed that all materials are mesoporous, but
ureasil-POP400/POE1900 with OGP has larger pores (2.8 um). In vitro biocompatibility
test showed no cytotoxic effect. Histological analysis revealed that ureasil-
POP400/POE1900 promoted local inflammation after 30 days similar to commercial
collagen membrane. Healing of bone tissue revealed that the ureasil-POP400/POE1900
response is similar to commercial membrane. The results obtained allow conclude that
hybrid membranes containing OGP have characteristics that make them potential

candidates for the treatment of critically bone defects.



Keywords: Hybrid Membranes. Guided Bone Regeneration. Osteogenic Growth
Peptide.
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1 Introducéo

Um grande desafio na pratica clinica & o tratamento de defeitos 0sseos de
tamanhos criticos, definido como a menor ferida intrabssea que o organismo nao
consegue curar (DIMITRIOU et al., 2011). Estes defeitos podem resultar em
consequéncias como desconfiguracdo, perda de funcdo e perda do membro (GEIGER,
2003).

A fim de restaurar a forma e a funcdo do tecido, numerosas estratégias clinicas
podem ser utilizadas, entretanto a técnica de regeneracdo 6ssea guiada (ROG) tem se
destacado (AABOE et al., 1995; KENLEY et al., 1993).

Essa técnica se fundamenta no conceito da regeneracdo éssea tecidual (ROT) e
baseia-se na proposicdo de que o sucesso e a rapidez na cura de uma area lesada
dependem da populagéo celular presente naquela regido (MELCHER, 1969).

A ROG restaura o tecido 0sseo pelo principio de seletividade celular, ou seja,
separa as células do tecido 6sseo das do tecido conjuntivo pela colocacdo de uma
membrana de barreira fisica (DAHLIN et al., 1988, WECHSLER et al., 2008;
HERCULANO et al., 2009), conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo ilustrativa da Técnica de Regeneracdo Ossea Guiada.
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No mercado existe as membranas ndo-reabsorviveis, que ndo séo biodegradaveis
e um segundo ato cirlrgico é requerido para sua remocdo, fato este que pode
comprometer o sucesso do procedimento por perturbar os tecidos neoformados,
enguanto que as membranas reabsorviveis ndo possuem previsibilidade clinica, podendo
ser degradadas antes da total formagdo 6ssea (AABOE et al., 1995; DAHLIN et al.,
1988; HARDWICK et al., 1995).

Independente da membrana utilizada, esta para ser adequada deve possuir
caracteristicas como: (i) resisténcia mecanica, para que seja capaz de resistir as pressoes
exercidas pelo tecido sobrejacente, além de nao esfiapar-se ou fragmentar-se quando for
cortada para aplicacdo no local da les&o, (ii) flexibilidade, para poder ser clinicamente
manuseavel, (iii) biocompatibilidade, (iv) propriedades oclusivas (impedir com que as
células migrem de um tecido para outro), (V) integracdo tecidual, (vi) custo acessivel,
(vii) capacidade de criacdo de espaco e (viii) previsibilidade clinica (HARDWICK et
al., 1995; TRIPLETT et al., 1996).

Sendo assim, o desafio cientifico é encontrar um material para o
desenvolvimento de uma membrana que, além de possuir as caracteristicas citadas

acima, consiga também permitir a liberacdo prolongada de fatores bioativos com
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capacidade de induzir a formacdo 6ssea (KEMPEN et al., 2006; KEMPEN et al., 2008;
BLOKUIS et al., 2009), como por exemplo, as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP).

A BMP possui capacidade osteogénica, sendo a mais pesquisada. Atualmente,
dois produtos estdo disponiveis no mercado, a BMP-2 e BMP-7 (MELCHER, 1969;
KEMPEN et al., 2006), no entanto, os resultados da administragédo das BMPs sdo muitas
vezes imprevisiveis, uma vez que sua meia-vida bioldgica é curta, possuem baixa
estabilidade em longo prazo, tratamento com custo elevado, apresentam baixa
especificidade do tecido, necessitando de doses altas de administragdo o que em alguns
casos pode ultrapassar a dose potencial de carcinogenicidade (LEE et al., 2007).

As desvantagens do uso da BMP levaram os pesquisadores a buscarem novos
fatores de crescimento osteogénico, como o peptideo de crescimento osteogénico (OGP)
que pode modular a expressdo dessa proteina e outros fatores de crescimento, que sdo
chave para o processo de regeneracao 6ssea (PIGOSSI et al., 2015; SASKA et al., 2012;
STAKLEFF et al., 2009).

A combinacdo do OGP com membranas capazes de carrear e liberar de forma
controlada e prolongada poderia ser uma alternativa a terapia atual com BMP. Além de
obter um sistema com a possibilidade de: (a) menor custo, (b) regulador local
aumentando a especificidade (fator de crescimento-célula) e (c) manter a concentracéo
desses fatores dentro do intervalo terapéutico durante um periodo de tempo maior,
permitindo que as células osteoprogenitoras migrem para o local alvo e se diferenciem
em osteoblastos (KEMPEN et al., 2006, LEE et al., 2007; FASSBENDER et al.,2014),
resultando assim, em um grande impacto sobre as terapias atuais de regeneracdo do
tecido 0sseo.

Nesse contexto, as pesquisas tém se dedicado ao desenvolvimento de novos
materiais que podem, por suas caracteristicas inerentes ou adquiridas (por meio de
mudancas estruturais) interagir com alvos biologicos (SOUZA et al., 2013), otimizando
a regeneracdo dssea.

O uso de materiais hibridos organicos-inorganicos é uma alternativa promissora
para o desenvolvimento de novas membranas, sendo que os denominados ureasil-
poliéter se destacam devido a interpenetracdo em nanoescala das fases organica e
inorganica, sdo capazes de reunir propriedades Gnicas em uma mesma matrix, tais como
alta flexibilidade, resisténcia térmica, resisténcia mecanica e capacidade de controlar o

perfil de liberacdo de varias substancias (lipofilicas, hidrofilicas e metais)
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(JUDEINSTAIN et al.,, 1994; MOLINA et al., 2010; OSHIRO-Jr et al., 2014;
PAREDES et al., 2014; SANTILLI et al., 2009; SOUZA et al., 2013).

Experimentos in vivo com dois materiais ureasil-poliéter (ureasil-PPO400 e
ureasil-EO1900) foram realizados com o intuito de avaliar a sua biocompatibilidade. Os
resultados revelaram que a membrana ureasil-PEO1900 promove inflamacgdo aguda.
Contudo, o tecido enxertado com membrana ureasil-PPO400 apresentou caracteristicas
normais apos 15 dias. Estes resultados estdo associados ao alto grau de intumescimento
do ureasil-PEO1900, uma vez que a expansdo deste apOs 0 contato com 0 meio
ambiente dentro do organismo pode danificar as células e tecidos, aumentando a
resposta imune (OSHIRO-JR et al., 2016).

Assim, considerando suas propriedades Unicas e as caracteristicas contrastantes,
0 objetivo deste trabalho foi, sintetizar membranas para técnica de regeneracdo 0ssea
guiada a partir de misturas dos materiais ureasil-poliéter com a finalidade de ajustar o
grau de intumescimento e controlar a liberacdo do peptideo de crescimento osteogénico,

visando avaliar a resposta de neoformacéo 6ssea dessas membranas.
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2 Revisdo Bibliografica
2.1 Regeneracdo Ossea Guiada (ROG)

A regeneracdo de um tecido precisa ser orientada para resultar em uma fisiologia
nova e funcional. A técnica de ROG auxilia a restauragdo do tecido 6sseo pelo principio
de impedir a concorréncia entre as células do tecido 6sseo com as células dos tecidos
moles (WESCLER et al., 2008).

O principio foi descrito primeiramente em 1959 em um tratamento experimental
que visava, a partir de uma barreira mecanica, isolar os tecidos em uma cirurgia de
fusdo espinhal (HURLEY et al., 1959). No entanto, este estudo pioneiro ndo levou
imediatamente a uma ampla aplicacdo clinica da técnica em pacientes. O potencial
clinico da ROG so6 foi reconhecido no inicio dos anos 1980, quando a equipe de
Karring, Nyman e Lindhe avaliaram membranas de barreira em vérios estudos
experimentais clinicos para a regeneracdo periodontal (KARRING; NYMAN; LINDLE,
1980).

Alguns anos mais tarde, Dahlin e colaboradores (1988) testaram uma membrana
de politetrafluoretileno (e-PTFE) para isolar o tecido conectivo de defeitos criados no
tecido 6sseo de mandibulas de ratos, como grupo controle, defeitos sem membrana
foram utilizados. Os resultaram revelaram que o grupo controle apresentou um menor
crescimento 0sseo (2.2 mm) quando comparado com os defeitos tratados com a
membrana (3.8 mm). Outro fator observado no grupo controle foi a presenca de células
do tecido mole dentro dos defeitos dsseos. Esses resultados revelam a importancia da
regeneracdo do tecido a partir da exclusdo de células com o auxilio de uma barreira
fisica (DAHLIN et al., 1988).

No mercado, as membranas de ROG podem ser de politetrafluoretileno
expandido (Gore-Texs®) classificadas como néo-reabsorviveis ou de 4cido polilactico
(Guidors®), colageno ou polyglatin (Vicryl®) classificadas como reabsorviveis
(FUJIHARA et al., 2005).

As membranas nao-reabsorviveis requerem um segundo ato cirdrgico para retira-
las, podendo comprometer o sucesso do procedimento, uma vez que o segundo ato
cirargico pode perturbar os tecidos neoformados (PEREIRA et al., 2012). Além disso,
pode resultar em desconforto ao paciente, aumento do custo e infec¢do pos-cirdrgica
(KIM et al., 2005).

As membranas reabsorviveis, no entanto, tém a vantagem de eliminar essa

segunda fase cirdrgica, assim como o0 trauma para 0s tecidos neoformados
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(QUINONES; CAFESSE, 1995). Entretanto, apresentam invasdo das células dos
tecidos moles resultante da degradacdo da membrana e instabilidade no sitio cirdrgico
(ndo fixacao) (FUJIHARA et al., 2005).

As membranas de colageno apresentam excelente biocompatibilidade e grande
afinidade pelas células (osteoconducéo), contudo, possuem baixa resisténcia mecénica.
As membranas de &cido polilactico apresentam baixa afinidade pelas células, mas
resisténcia mecanica adequada (KIKUCHI et al., 2004).

Alguns pesquisadores buscam promover a estabilidade tecido/membrana por
meio de um adesivo quimico, com caracteristicas de biocompatibilidade, viabilidade na
execucdo da técnica, facil aplicagio e com baixo custo. O etilcianocrilato
(Superbonder®) veem sendo utilizado para essa finalidade (CZAJA et al., 2007; FAION,
2009). Contudo, um estudo avaliando histologicamente a cicatrizacdo 6ssea de um
defeito com membrana reabsorvivel apdés o uso do adesivo revelou que a reacdo
inflamatoria intensificou e ocorreu um retardo no processo de cicatrizacdo 6ssea em
relacdo ao grupo contendo apenas a membrana sem o adesivo quimico (PERREIRA et
al., 2012).

A membrana reabsorvivel sofre reabsor¢cdo no organismo pelo processo de
hidrolise e degradacdo macromolecular, atraves de enzimas como fosfatase acida e a
colagenase. Posteriormente, sdo metabolizadas em agua e didxido de carbono, sendo
excretadas pelo corpo sem ocasionar nenhum efeito colateral (BRADY et al., 1973).

Apesar das diferengas citadas entre as membranas absorviveis e ndo-absorviveis,
estudos demonstraram que néo existe diferencas significativas entre ambas em relacéo a
neoformacdo 0ssea (SANDBERG et al., 1993; PIATELLI et al., 1996; LUNDGREN et
al, 1997). Entretanto, Dupoirieux e colaboradores (2001) demonstraram que as
membranas ndo-reabsorviveis (Gore-Tex®) continuam como referéncia nos
procedimentos de ROG quando comparadas as membranas reabsorviveis (Vicryl®)
devido aos seus riscos e beneficios estarem bem estudados e por apresentam melhores
resultados na formacdo d6ssea (DUPOIRIEUX et al., 2001). A biocompatibilidade e
previsibilidade clinica em mais de 30 anos de uso superam as desvantagens dessas
membranas (custo elevado e necessidade de um segundo ato cirurgico) (TRIPLETT et
al., 1996).

Para contornar as desvantagens das membranas absorviveis e ndo-reabsorviveis,
pesquisadores veem buscando desenvolver membranas a partir de novos materiais

(WANG et al., 2016), com o intuito destes atuarem como: barreira fisica, possuir
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afinidade pelas células (osteocondugdo) e como promotora de crescimento ésseo
(osteoinducdo) (PARK et al., 2000; XUE, SHI, 2004; COLIILA et al., 2010; SASKA et
al., 2012). Para tal finalidade, é necessario que a membrana seja capaz de incorporar e
liberar controladamente substéncias bioativas, capazes de estimular a migragéo e
diferenciacdo das células mesenquimais, como: Proteina Morfogenética Ossea, Fator de
Crescimento Fibroblastico, Fator de Crescimento Transformado, Peptideo de
Crescimento Osseo entre outros (PARK et al., 2006; COLIILA et al., 2010; SASKA et
al., 2012).

Outra vantagem do uso desses materiais é a capacidade da manutencdo da
concentracdo terapéutica dessas substancias bioativas, uma vez que quando
administradas isoladamente, as BMPs possuem baixa meia vida plasmatica (2 - 4
horas), sendo que, para obter sucesso no processo de regeneracdo éssea elas devem
atuar no local por um periodo de 4 semanas (PARK et al., 2006). Outra desvantagem do
uso das BMPs € o seu alto custo, muito em virtude da necessidade de uma alta dose
terapéutica (1,5 mg.ml™, INFUSE®) para resultar em um efeito clinico superior aos

demais materiais encontrados no mercado (EPSTEIN, 2011).

2.2 Consolidacéo 6ssea

Apos uma lesdo no tecido 6sseo é desencadeado um processo de reparacdo
denominado de consolidacdo. A principio, 0s primeiros mecanismos sdo semelhantes ao
processo de reparacdo dos tecidos moles. Contudo, este processo é dividido em trés
fases: fase inflamatoria, fase reparacéo e fase de remodelacdo (GRIFFON, 2005).

As fraturas locais interrompem a vascularizacdo dentro do tecido 0sseo,
superficie endosteal, periosteal, na medula dssea e nos tecidos moles circundantes. 1sso
resulta na formacdo de hematoma, devido a ativacdo da cascata de coagulacdo e as
plaquetas expostas ao ambiente extracelular (LOI et al., 2016). As alteracdes fisico-
quimicas do microambiente, como baixa tensdo de O,, diminui¢cdo do pH, espécies
reativas de O,, estruturas de células rompidas, fragmentos dos elementos inertes dos
tecidos, proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos e outros fatores sdo 0s
elementos que levam a ativacdo da cascata (BALBINO; PEREIRA; RUI, 2005).

O hematoma inicial da fratura e a subsequente reacdo inflamatéria aguda séo
fatores chave para a cicatrizacdo do tecido 6sseo. O impacto causador da fratura ndo s6

destroi a arquitetura 0ssea, mas também perturba vasos sanguineos no local da lesdo e,
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consequentemente, leva a formacdo de um hematoma que contém células imunes, que
circulam no sangue periférico e células de medula 6ssea (GERSTENFELD et al., 2003).

Em um endotélio vascular integro ocorre a producéo de prostaciclinas que atuam
nos receptores de prostaciclinas na plaqueta, resultando em um aumento da adenilato
ciclase. Esse aumento inibe a liberacdo dos mediadores contidos nos granulos
plaquetarios ocorrendo a inibicdo plaquetaria. Quando o endotélio vascular sofre uma
lesdo, o colageno fica exposto e o fator de Von Willebrand interage com as plaguetas
ocasionando a liberagdo dos mediadores quimicos contidos nos granulos (tromboxanos,
ADP, serotonina, fator ativador plaquetario, trombina e outros). Os mediadores
trombina, ADP e tromboxanos A2 ativam os receptores GPIlIb/llla das plaguetas que
interagem com o fibrinogénio unindo-se a outro receptor GPIIb/Illa de uma nova
plaqueta, resultando no inicio do tampéo plaquetario (composto apenas pelas plaquetas)
(FELIZZOLA et al., 1996).

Apos a formacdo do tampdo plaquetério primario, inicia-se a cascata de
coagulacdo. A cascata de coagulacdo pode ser dividida em duas vias: via extrinseca e
via intrinseca, que levam & conversdo de pro-trombina em trombina. A trombina
liberada é uma enzima capaz de converter o fibrinogénio que é uma proteina solGvel em
fibrina (proteina insolGvel), tornando essa nova rede um tampao mais eficiente contra a
hemorragia (VELDMAN; EHRENFORTH, 2003)

Na via extrinseca, as células na superficie do vaso lesado possuem uma proteina
denominada fator tecidual (TF), os receptores da TF, o fator VII ativado circulante no
sangue ira se ligar para formar o complexo (TF-VII ativado) que é responsavel pela
ativacdo do fator X (Fator X ativado). A ativacdo da trombina catalisa a quebra do
fibrinogénio em fibrina, formando assim a rede de fibrina que tampona a saida do
sangue para 0 meio externo. Na via intrinseca a alteracdo celular ativa a enzima pré-
calicreina, que quando entra em contato com o vaso lesionado (carga negativa) é
convertido em calicreina que agora é capaz de ativar o fator XII, e este ativa o fator XI
que na presenca do fator VIII e do célcio, ativa o fator X que junto com o fator V e o
calcio converte a pro-trombina em trombina (enzima que converte fibrinogénio em
fibrina) (SELIGSOHN, 2007).

A rede de fibrina serve como primeira matriz provisoria para o influxo de células
inflamatorias que sdo atraidas pelo fator plaquetario, bem como varios sinais libertados
a partir de células necrdticas, matriz extracelular danificada e macrofagos tissulares

locais. As primeiras células inflamatorias que chegam ao local da fratura dentro das
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primeiras 24 horas sdo os neutrofilos (LOI et al., 2016). Os mesmos estimulos pro-
inflamatorios que ativam a cascata de coagulacdo também ativam os neutrofilos,
monocitos e macrofagos. Esta fase € denominada de inflamagdo e é principalmente
definida pela invasdo de células inflamatdrias (KOLAR et al., 2010).

Os macrofagos sdo fundamentais para a remogéo da matriz de fibrina provisoria
e celulas necréticas por meio de fagocitose. Além disso, os macrofagos secretam
diferentes mediadores quimiotaxicos e inflamatorios, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), e interleucinas (IL) IL-1B, IL-6, que iniciam o recrutamento de
fibroblastos, células-tronco mesenquimais (MSC) e células osteoprogenitoras
(BIELBY; JONES; MCGONAGLE, 2007; WU et al., 2013).

Devido a este ambiente (hipoxico e sem vascularizacdo) a orientacdo dos
sinalizadores emitidos pelos macrofagos orientam a diferenciacdo das MSC em
condroblastos. Os condroblastos e fibroblastos tem a funcéo de sintetizar a nova matrix
composta principalmente de colageno do tipo I. Este tecido, conhecido como calo mole,
serve como base para formacao 6ssea, uma vez que possui uma melhor vascularizacédo e
as MSC agora se diferenciam em osteoblastos que irdo sintetizar o tecido 6sseo
formando o calo duro, encerrando a fase de reparacdo. Tipicamente esta formacao dssea
comega na camada interna do peridsteo, a alguma distancia a partir do local da les&o,
avancando progressivamente em direcdo ao intervalo da fratura (BIELBY et al., 2007;
CLAES et al., 2012; TSIRIDIS et al., 2007).

Finalmente, tanto o tecido imaturo ésseo e matriz de cartilagem subjacente sdo
removidos por osteoclastos, iniciando o processo de remodelacdo. Este processo de
remodelacdo pode levar varios meses ou anos para ser concluido, mas no final do
processo restaura a forma e integridade do 0sso. A figura 2 esquematiza todas as etapas
descrita acima (KOLAR et al., 2010).
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Figura 2. (A) Processo de cicatriza¢do 0ssea. (B) Substancias conhecidas no hematoma
inicial. Fonte: Kolar et al., 2010.
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2.3 Peptideo de crescimento osteogénico (OGP)

Nos ultimos anos significantes avancos tém sido realizados na area de
biomateriais para regeneracdo do tecido 6sseo, com o objetivo de incorporar e liberar
fatores de crescimento, visando tornar esses materiais biologicamente ativos (CHEN et
al., 2015; PIGOSSI et al., 2015; MAIA et al., 2014).

Vaérios fatores de crescimento estdo envolvidos na homeostase da regeneracao
do tecido dsseo. A atividade bioldgica desses fatores depende de como eles estdo
acessiveis a celula. Quando combinados as suas proteinas de ligacdo, regulam as
fungdes das células (diferenciacdo, migracdo, proliferacdo, adesdo celular e expressdo

génica) (PANSERI et al., 2014). A matrix extracelular tem o papel de armazenar e
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liberar esses fatores que ird controlar o “destino” (diferenciacdo e proliferacdo) das
células mesenquimais (KIM et al., 2013).

Dentre os diferentes fatores utilizados para regeneracdo do tecido 0sseo, 0
peptideo OGP se destaca por possuir diferentes mecanismos de agdo, estimulando vérias
vias para o crescimento 6sseo.

Inicialmente foi isolado a partir de um meio de cultura condicionado com 0sso
de rato intramedular formado in vivo apos a ablacdo da medula 6ssea (BAB et al.,
1987).

O peptideo OGP (Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-
Gly (Figura 3) possui a sequéncia idéntica a C-terminal 89-102 da Histona H4 (AN et
al., 2014). As Histonas sdo proteinas altamente conservadas, cuja sintese €
caracteristicamente ligado a replicacdo do DNA e cuja localizacao celular é dentro da
estrutura da cromatina no nucleo (BAB et al., 1992).

Figura 3. Formula estrutural do peptideo OGP. Fonte: (POLICASTRO; BECKER,
2015).
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Na Histona H4 a sequéncia que precede o terminal N do OGP compreende um
potencial local sitio de clivagem quimiotripsina e, entdo essa atividade do tipo
quimiotripsina pode constituir um importante passo no processamento pds-traducao que
conduz a producdo de OGP (BAB et al., 1992).

Uma anélise da estrutura e funcdo do OGP indica que sua atividade esta
relacionada ao grupo fendlico da tirosina (Tyr 10) e do anel aromatico da fenilalanina
(Phe 12) (GABARIN et al.,, 2001). OGP € secretado por culturas de células, como
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fibroblastos (NIH 3T3), célula osteogénica (MC3T3 E1) e células osteosarcoma (ROS
17/2.8) (GABARIN et al., 2001).

O OGP tem sido muito utilizado por ser capaz de estimular a expressdo da
proteina morfogénica dssea (BMP) que é fundamental para o aumento da formacao
Ossea e a densidade do 0sso trabecular. Essas proteinas se ligam a receptores nas células
mesenquimais fazendo com que diferenciem em células osteoprogenitoras (PANSERI et
al., 2014; BAB; CHOREV, 2002).

OGP est4 presente fisiologicamente no soro de mamiferos em concentracao
micromolar, seu pequeno tamanho e linearidade o tornam susceptivel a protedlise
(BAB; CHOREV, 2002). Baixas concentracfes extraidas de OGP in vivo sugeriu a
presenca de uma proteina de ligacao de circulacdo para a OGP (OGP-BP). Esta proteina
especifica ou ndo fornece a protecdo contra as proteélises e atua como um “sistema” que
libera baixas concentragcdes da OGP na circulacdo (BAB; CHOREYV, 2002).

Acredita-se que a proteina de ligacdo do OGP em maior concentragdo € a o2-
microglobulina (a2M) (CHEN et al., 2007). Apos se dissociar do complexo, o peptideo
é clivado proteoliticamente, gerando, assim, 0 OGP pentapéptido C-terminal (10-14), a
sua forma ativa (HUI et al., 2007), resultado na por¢do OGP (10-14), este fragmento
interage diretamente com os receptores de membrana (MAIA et al.,2014). Entretanto, o
mecanismo de acdo do penta-peptideo ndo é totalmente conhecido. Assim, diferentes
estudos demonstram varios mecanismos de a¢do do OGP na formagao 0ssea.

Gabarin e colaboradores (2001) demonstraram que o OGP (10-14) ativa as
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (estimulos extracelulares) conhecidas como
MAP-quinase.

As MAP-quinases consistem em quatro sub-familias: ERK1-ERK3 (quinase
regulada por sinal extracelular), MAP-quinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) (ativadas
pelo stress oxidativo), MAP-quinase p38 e ERKS5. Essas enzimas regulam diferentes
fatores de transcricdo que controlam a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacéo
celular. A cascata de fosforilacdo para formacdo de osteoblastos depende das ERK1/2
que regulam a proliferacio e a atividade do RUNX2 (fator de transcri¢do
relacionado a RUNX2) (um fator de transcricdo chave, associado com a diferenciacdo
dos osteoblastos) (SAN MIGUEL et al., 2005). A MAP quinase p38 também regula a
diferenciacdo da célula mesenquimal em osteoblasto (GUICHEUX et al., 2003).

San Miguel e colaboradores (2005) demonstraram que o estimulo da ERK1/2 a

partir da OGP (10-14) é dose dependente, sendo que o maior estimulo da ERK1/2 foi
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observado na concentracéo de OGP (10-14) foi 10™ . Nesta concentracdo também o
OGP exibe um alto estimulo sobre a proliferacdo das células osteogénicas MC3T3-EL.

OPG regula a expressdao de varios fatores de crescimento, tais como Fator de
crescimento transformador beta (TGF-B): TGF- B 1, TGF- B 2 e TGF- B 3 (BRAGER et
al., 2000). Esses fatores estimulam o recrutamento, proliferacdo e a diferenciagdo das
células mesenquimais em osteoblastos e/ou condrdcitos (TSIRIDIS et al., 2007).

Estudos in vitro revelaram que a OGP regula a proliferacdo e a atividade da
fosfatase alcalina (ALP) em linhas de células osteoblasticas via mecanismo de feedback
auto-regulacdo (MATTI et al., 2004; CHEN et al., 2015; SPREAFICO et al., 2006).
ALP é uma enzima ligada a membrana, presente em osteoblastos maduros, como um
marcador precoce de diferenciacdo osteoblastica (KARSENTY, 1998). Contudo, a
principal acdo enzimatica da ALP é a hidrolise dos ions fosfato (fosfodiéster e
pirofosfato), fornecendo-os para o interior das vesiculas presente na matrix 0ssea
(CIANCAGLINI et al., 2006).

Outro possivel mecanismo de acdo da OGP € o aumento na producdo da
osteoprotegerina (OPG) pelo osteoblasto (SASKA et al., 2012). Essa acdo interfere na
via RANK/RANKL/OPG (Receptor ativador de fator nuclear-kB/ligante de RANK/
Osteoprotegerina), relacionada & formacgdo de osteoclastos. Provavelmente a OGP age
aumentando os niveis de OPG que é um competidor da citocina RANK presente na
superficie das células precursoras de osteoclastos. Assim, 0 RANKL (tem como papel a
estimulacgdo e diferenciacdo da célula) ndo se liga no RANK, diminuindo o numero final
de osteoclastos e consequentemente aumentando a formacéo 6ssea (FALONI; CERRI,

2007). A Figura 4 esquematiza todos esses mecanismos.
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Figura 4. Possiveis mecanismos de acdo do OGP no aumento da formagao dssea.
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Assim, o OGP tem sido administrado para auxiliar a cura de defeitos no tecido
esquelético, uma vez que grandes defeitos 6sseos ndo cicatrizam espontaneamente, mas
a cura pode ser induzida com a ajuda de suportes como: enxertos, cimentos, scaffolds ou
por membranas de barreiras que sejam capazes de liberar fatores de crescimento nos
sitios lesionados (SUN et al., 1998).

2.4 Membranas e scaffolds com moléculas bioativas para a reparagdo do tecido
0sseo

Comercialmente existe apenas tratamento clinico com proteina morfogénica
6ssea do tipo 2 (BMP-2) (INFUSE®), que consiste na utilizacdo de uma membrana de
colageno hidrofilica e porosa com a superficie que permite o crescimento das células e
formagdo Ossea. A superficie da membrana € densa e permanece em contato com o
tecido mole, evitando a invasdo das células do tecido fibroso para o defeito 6sseo
(Principio da ROG). A proteina ¢ adicionada na membrana ap6s a sua solubilizacdo com
agua destilada e auxilio de uma seringa, e ap6s 15 minutos de contato esta adequada
para uso (http://www.infusebonegraft.com/healthcare-providers/index.htm).

No entanto, o custo do tratamento utilizando a BMP2 é extremamente elevado,

necessita de cuidado na preparacdo e 15 minutos de espera para a utilizacdo; outra
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desvantagem é que a liberagdo da proteina ocorre de maneira rapida e a BMP tem um
tempo de meia vida muito curto.

Essas desvantagens levaram os pesquisadores a buscar novas materiais para o
desenvolvimento de membranas e scaffolds que sejam capazes de liberar de forma
controlada melhorando a sua distribuicdo em tecidos especificos e limitando os efeitos
secundarios, além disso, ter baixo custo, maior facilidade de processamento, maior
rapidez na administracdo, resultando assim, em um grande impacto sobre as terapias de
regeneracdo do tecido 6sseo (BAB et al., 1992; CHEN et al., 2000; LAVINI et al.,
2010; PIGOSSI et al., 2015; SASKA et al., 2012).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas esses hovos materiais permitem o
desenvolvimento de diferentes sistemas para regeneracdo do tecido désseo, tais como
membranas, scaffolds, enxertos sintéticos, cimentos 0sseos, lipossomas e micelas.
Contudo, nesta se¢édo, abordaremos apenas materiais utilizados para o desenvolvimento
de membranas ou membranas scaffolds (objetivo da Tese) para carrear substancias
ativas com o objetivo de aumentar a eficacia terapéutica na formacdo Ossea. Para
informag0es sobre os demais sistemas ver revisdo conduzida por Oshiro e colaboradores
(OSHIRO et al., 2017).

Lee e colaboradores desenvolveram uma membrana bioativa a base de acido poli
(D, L-lactido-co-glicolico) (PLGA) com peptideo formador de osso 1 (BFP1), com o
objetivo de alcancar uma membrana barreira com caracteristicas melhoradas. A
membrana foi testada in vivo em defeito 6sseo de calvaria de ratos de tamanho critico
de 4 mm. Os resultados revelaram que ap6s 8 semanas, 0 volume 6sseo formado nos
defeitos com membrana foi estatisticamente maior que o do grupo controle. A semi-
quantificacdo do volume dsseo revelou que a area foi de aproximadamente 20% no
grupo com defeito e 57,59 * 15,24% no grupo implantado com membrana (LEE et al.,
2013).

Pigossi e co-autores prepararam membranas de celulose bacteriana-
hidroxiapatita (BC-HA) associadas com OGP e OGP (10-14) na concentragdo de 10
mol L™ para tratar os defeitos 6sseos na calvaria de ratos (4 mm de didmetro). Foi
possivel concluir que uma alta porcentagem de formacéo 6ssea foi observada apds 60
dias; no entanto, este efeito foi associado com BC-HA, e a adi¢cdo de OGP ndo resultou
em maior formacdo 6ssea do que o grupo BC-HA (PIGOSSI et al., 2015).

Policastro e colaboradores (2015) estudaram membranas a base de poliéster de

ureia (PEU) funcionalizadas com OGP para melhorar a reparacao de defeitos 6sseos em
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ratos. Os autores observaram que apdés 4 semanas, a PEU-OGP resultou em
mineralizacdo da matriz sem resposta inflamatdria. Além disso, observou-se a migracéo
de vasos sanguineos dentro do material, demonstrando a capacidade osteogénica e
angiogénica desses materiais (POLICASTRO et al., 2015).

Lopes e colaboradores estudaram o efeito da luz laser em defeitos dsseos
(didametro = 5 mm) preenchidos com BMP em uma membrana comercial. Os resultados
mostraram que a associacdo destas técnicas melhorou significativamente a formacéo
6ssea quando comparada aos defeitos sem terapia a laser (LOPES et al., 2007). Esses
resultados revelam uma possibilidade de associacdo de técnicas para a melhora do
quadro clinico.

Dentre as membranas para regeneracdo 6ssea, os scaffolds emergiram como
membranas de nova geracdo. Estes biomateriais tém a capacidade de atuar como um
molde para as células que o substitui gradualmente por tecidos recém-formados. Alem
disso, uma das estratégias utilizadas no desenvolvimento desses materiais € a
imobilizacdo de moléculas bioativas com capacidade osteoindutiva para obter melhores
resultados (BRIEN, 2001; KOLAMBKAR et al., 2011).

Portanto, visando estabelecer um tratamento mais eficaz para defeitos 0sseos,
Kolambkar et al. relataram o uso de um sistema hibrido baseado em alginato
incorporado com BMP-2. Estes autores analisaram in vitro a liberacdo de BMP-2 (500
ng) a partir desse sistema. Os resultados demonstraram que 71,2 + 3,8 ng foram
liberados dentro de 21 dias, no entanto, 98,6% de BMP-2 desse total foi liberado com 7
dias. O experimento in vivo em defeito segmentar femoral de tamanho critico (defeitos
segmentares bilaterais de 8 mm) de rato foi utilizado para verificar a formagéo 6ssea. Os
autores observaram que, apds 12 semanas, o sistema hibrido com BMP-2 (37,65 £ 2,22
mm?) tinha significativamente mais volume 6sseo em relacéo ao sistema livre (3,96 +
1,40 mm®) (KOLAMBKAR et al., 2011).

Com o objetivo de melhorar os métodos de conjugagédo quimica entre polimero e
moléculas bioativas (procedimentos de multiplos etapas), Ko et al. realizaram um
estudo no qual a BMP-2 foi eficientemente imobilizada em scaffolds de PLGA. O
sistema foi transplantado para um modelo de defeito 6sseo calvarial (didmetro: 4 mm).
Os resultados revelaram que ap6s 8 semanas, 0 grupo tratado com PLGA-
polidopamina-BMP-2 exibiu uma regeneracdo ¢ssea aumentada (~ 60%) enquanto que,

0 grupo sem o material foi de ~ 38% (KO et al., 2013).
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Alguns desses estudos demonstram a utilizagdo do OGP como parte integrante
na engenharia de tecidos, mas mostraram resultados conflitantes. O uso de OGP e OGP
(10-14) em membranas de biocelulose ndo promoveram maior formagéo de tecido 6sseo
em relacdo as membranas controle, apesar da inducdo de maior expressdo de
biomarcadores de formacao dssea (PIGOSSI et al., 2015). OGP associado com scaffolds
baseados em polimero de PEU reticulado mostrou biocompatibilidade e propriedades
mecanicas e bioatividade melhoradas (reabsorcdo e revascularizacdo) quando foram
inseridos no dorso de ratos (POLICASTRO et al., 2015). Assim, mais estudos sdo
necessdrios para identificar os melhores parametros de utilizacdo de OGP quando
associadas a um biomaterial, tais como: a concentracdo adequada que deve ser liberada
em relacao ao tempo e o tipo de material para o scaffolds ou membrana.

Tradicionalmente as membranas sdo desenvolvidas por métodos que utilizam
solventes e € dificil fazer uma membrana de forma padronizada com uma determinada
espessura, tamanho e quantidade de poros iguais e forma externa, fatores que também
podem contribiur com a quantidade de osso formado, uma vez que influenciam
diretamente na liberacdo da substancia ativa e na adesdo/penetracdo das células no
material. Assim, encontramos na literatura um trabalho inovador que usa a tecnologia de
impressdo tridimensional (3D) para a fabricacdo de membranas para técnica de ROG
(SHIN et al., 2014).

Shim et al. investigou uma membrana baseada em impressdo 3D e incorporou
BMP-2 (5 pg mL™). Este sistema pode ser utilizado para controlar a liberacdo de
farmaco. Estudos in vitro demonstraram que a liberagdo de BMP-2 atingiu ~ 25,5% em
24 horas e foi mantida durante 28 dias. Para avaliar a formagdo 6ssea, a membrana foi
testada num modelo de coelho com defeito 6sseo na calvaria de tamanho critico de 8
mm. Os resultados mostraram que apds 8 semanas, 0 volume 6sseo formado nos
defeitos contendo a membrana-BMP-2 foi de ~ 60%, o que foi estatisticamente superior
ao do grupo controle (15,24%) (SHIN et al., 2014).

Este resultado evidencia que o uso de novos materiais e novas técnicas de
fabricacdo podem ser no futuro uma abordagem inovadora para substituir
principalmente 0 uso de enxerto autdgeno, que é considerado o padrdo “ouro” para
deifeitos 6sseos; contudo, tem muitas desvantagens como necessidade de dois sitios
cirargicos (receptor e doador), ndo ter quantidade de tecido 6sseo intra oral suficiente
pra preenchimento ou para correcdo dos defeitos, presenca de dor cronica, lesdes
vasculares, entre outros (GEIGER et al., 2003; MISCH, 2002; MOGHADAM et al.,

Jodo Augusto Oshiro Junior



Revisdo Bibliografica 35

2001; SUMMERS; EISENTEIN, 1989). Portanto, esses novos sistemas representam
uma alternativa que podera ser usado pelos consumidores/pacientes, resultando em
maior quantidade de osso formado em um menor tempo de tratamento e baixo custo,

desta forma, beneficiando tanto o cirurgido quanto o paciente.

2.5 Sistemas de liberacdo controlada de farmaco a partir de materiais hibridos
organicos-inorganicos a base de silica como componente inorganico

Para obter sucesso na administracdo de um farmaco é necesséario garantir a
efetividade terapéutica, visando minimizar a ocorréncia dos efeitos colaterais e néo
introduzir niveis inaceitaveis de toxicidade (BELTING et al., 2005; PEPPAS et al.,
2006). Isto pode ser alcancado pela descoberta de novas substancias ou modificacdo no
perfil de liberacdo das substancias existentes através de novos sistemas.

Estes sistemas destacam-se por apresentar varias vantagens sobre os sistemas
convencionais de administracdo de farmacos (DIMITRIU, 2001), tais como: baixa
toxicidade, permanéncia prolongada do farmaco na corrente sanguinea, administracao
segura (ndo oferecem resposta inflamatéria local), dose adequada (dose baixa) e a
capacidade de incorporar substancias lipofilicas e hidrofilicas (LOIRA-PASTORIZA et
al., 2014; CHAVANPATIL et al., 2006; VENDRUSCOLDO et al., 2005).

A utilizacdo de materiais poliméricos tem atraido a atengdo para o0
desenvolvimento de tais sistemas de liberacdo de farmacos controlada, devido a sua
elevada capacidade de processamento e propriedades fisico-quimicas adaptadas através
de sintese (KABANOV et al., 2002; TORCHILIN, 2001).

Assim, uma ampla variedade de polimeros vém sendo testados em dispositivos
de liberacao de farmacos (ZHAO et al., 2009; SOPPIMATH et al., 2001; USKOKOVIC
et al., 2009; PATTEL, 2007), mas nem sempre as propriedades (mecanicas, fisicas,
quimicas e Oticas) destes polimeros permitem o desenvolvimento de dispositivos
multifuncionais (implantes subcutaneos, curativos oclusivos e filmes) adequados.

O desenvolvimento da nanotecnologia proporcionou obter polimeros
nanoestruturados, que sdo uma alternativa aos sistemas poliméricos convencionais.

ModificacBes ao nivel nanométrico na estrutura destes materiais oferecem
caracteristicas estruturais, mecanicas e oticas otimizadas, que possibilita a aplicacdo em
diferentes vias e a liberacdo controlada de farmacos. Desta nova classe de polimeros
nanoestruturados, os materiais hibridos organicos-inorganicos se destacam (ESTEVES
et al., 2004).
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O termo hibrido orgéanico-inorganico comegou a ser utilizado nos ultimos 35
anos. O desenvolvimento desta area tem aumentado desde os anos 80, especialmente
pela preparacdo de geéis inorganicos, impregnados por polimeros orgéanicos (JOSE,
PRADO, 2005).

Estes materiais hibridos combinam sinergicamente as caracteristicas fisico-
guimicas dos seus componentes, 0 que permite conseguir propriedades Unicas, tornando
esta classe de materiais excelente para o desenvolvimento de novos sistemas
multifuncionais com amplas aplicagfes (ARIGA et al., 2007; BURKETT et al., 2008;
COLILLA et al., 2006; OGOSHI et al., 2005).

A fase organica fornece propriedades fisicas ou quimicas especificas (6ticas,
elétricas, reatividade), enquanto que a fase inorganica aumenta a resisténcia mecanica, a
estabilidade térmica e permite modular o indice de refracdo, além disso, as propriedades
reoldgicas favorecem o processamento do material final com a possibilidade de variar
formatos e tamanhos (PHILIP; SCHIMIDT, 1984; BRENNAN; WIKES, 1991,
GIRARD-REYDET et al., 1994).

Os materiais organico-inorganicos sao nanocompdsitos onde ocorre a
interpenetracdo das duas fases em escala nanométrica (MATEJKA et al., 2004). Quando
a fase tem dimensdo nanométrica (1-500 nm) exibe uma elevada area superficial,
promovendo uma melhor dispersao da matriz polimérica e, por conseguinte, melhora as
caracteristicas fisicas do compdsito que dependem da homogeneidade do material
(ESTEVES et al., 2004).

A natureza da interface organico-inorganico € usada para definir trés classes de
materiais hibridos (SANCHEZ et al., 2005): classe I- sdo aqueles que apresentam
ligacdes fracas entre as duas fases (Van der Waals, ligacdes de hidrogénio ou ligacGes
eletrostaticas); classe Il- apresentam fortes ligaces entre as duas fases (covalentes ou
ligacOes ibnicas); Classe Il1- apresentam uma combinagdo de interagdes que ocorrem
em ambas as classes I e II.

Na classe I, o processo envolve a adi¢do de precursores moleculares organicos
ndo-polimerizaveis, que sdo sollveis no meio no qual é obtido a silica pura, contudo,
ndo participa diretamente na reacdo de gelificagdo (BENVENUTTI et al., 2009). Nos
hibridos de Classe Il, organossilanos polimerizaveis sdo utilizados como precursores
organicos que tém grupo organico ligado diretamente ao silicio. Materias desta classe
apresentam uma maior estabilidade térmica quando comparado com o componente
organico da classe 1 (FRANKEN et al., 2002, NASSAR et al., 2007). No entanto, €
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possivel obter materiais com caracteristicas de ambas as classes (SCHOTTNER et al.,
2001).

A Figura 5 mostra um esquema representativo de diferentes classes de materiais
hibridos organico-inorganicos (BENVENUTTI et al., 2009).

A maioria dos materiais hibridos sdo sintetizados e processados a partir de uma
via quimica chamada de sol-gel. Nesta via, um precursor é polimerizado em uma matriz
de macromoléculas organicas (PHILIP; SCHMIDT, 1984; BRENNAN; WIKES, 1991;
GIRARD-REYDET et al., 1994; CHUJO et al., 1991; CHIANG et al., 2002).

Figura 5. Representacéo de (A) de Classe I, (B) de classe 1l e (C) Classe Il de materiais

hibridos organicos-inorganicos. Os simbolos brancos representam a fase orgénica e 0s

pretos representam a fase inorganica. Fonte: Adaptado de Benvenutti e colaboradores

(2009).
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A maioria dos materiais hibridos sdo sintetizados e processados a partir de uma
via quimica chamada de sol-gel. Nesta via, um precursor é polimerizado em uma matriz
de macromoléculas organicas (PHILIP; SCHMIDT, 1984; BRENNAN; WIKES, 1991;
GIRARD-REYDET et al., 1994; CHUJO et al., 1991; CHIANG et al.,2002).

O termo sol é utilizado para definir a dispersao de particulas coloidais (tamanho
entre 1 e 1000 nm) estabilizada por um fluido, enquanto que o termo gel pode ser
reconhecido como um sistema formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel
coloidal) ou cadeias poliméricas (gel de polimero) que imobiliza a fase liquida nos
intersticios (BRINKER; SCHERER, 1990).

Este processo baseia-se em: a) a copolimerizagdo de organossilanos funcionais,
alcoxidos de metal e macromon6meros, b) encapsulacdo de compostos organicos a base
de silica ou alcoxidos de metal e c) funcionalizacdo de nanoparticulas, argilas ou outros

compostos com estruturas lamelares, etc.
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A utilizacdo do processo sol-gel na preparacdo destes materiais permite a
producdo de géis (que podem ser utilizados em mascaras, implantes ou atadura
oclusivos), filmes finos, pos e micro-esferas a temperatura ambiente. Vale ressaltar que
os materiais hibridos que tém como componente inorganico a silica (Si-O-Si) séo
atraentes para aplicaces tecnologicas, principalmente devido a elevada estabilidade
relativa da ligacdo Si-C. Além disso, as redes de Si-O-Si sd@o importantes em termos de
transparéncia, estabilidade térmica e resisténcia mecanica (GARCIA et al., 2008;
FRANVILLE et al., 2000).

As reagdes quimicas envolvidas em um processo sol-gel convencional, baseadas
em derivados de alcoxidos sdo: hidrolise (etapa 1), em que o0s grupos OR sédo
substituidos pelos grupos silandis (Si-OH); subsequentemente, estes grupos silandis
podem reagir uns com 0s outros (etapa 2), ou com outros grupos OR (etapa 3), através
de reacOes de condensacdo, formando ligagbGes siloxano, resultando uma rede
tridimensional de silica (BENVENUTTI et al., 1999; BRINKER; SCHERER, 1990).

SiOR + H,O0 — SiOH + ROH (Etapa 1)
SiOH + SIOH — SiOSi + H,0 (Etapa 2)
SiOH + SIOR — SiOSi + ROH (Etapa 3)

Nestes hibridos ocorre um maior controle dos processos quimicos envolvidos
durante a reacdo de gelificacdo. Isto é devido ao precursor de silicio, que apresenta
baixa cinética na reacdo de gelificacdo (BRINKER; SCHERER, 1990). Assim, é
possivel modular as propriedades finais dos materiais, como, por exemplo, o tamanho e
forma das particulas, volume e distribuicdo de tamanho de poro (BENVENUTTI et al.,
2009). Estes materiais hibridos a base de silica sdo sintetizados sob condicOes
moderadas de temperatura e exibem biocompatibilidade (RADINA et al.,2002).

Devido a estas caracteristicas Unicas, 0os materiais a base de silica tém aplicagGes
em diversas areas, tais como, adsorvente de corantes, eletrdnica, dOptica, mecanica,
energia, ambiente, biologia, medicina, por exemplo, membranas e dispositivos de
separacdo, células solares, catalisadores e sensores, transportadores de farmacos, entre
outros (MENEZES et al., 2012; MOLINA et al., 2014; ORIALL; WIESNER, 2011;
ZHANG et al., 2013; SANCHEZ et al., 2005; LIN et al., 2009).
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2.5.1 Aplicacdes dos materiais hibridos como dispositivos de liberacdo de farmacos

Devido as vantagens mencionadas acima, 0s pesquisadores tém estudado o0s
materiais organicos-inorganicos como dispositivos para o0s sistemas de liberacdo de
farmacos. O namero de publicacdes relacionadas com o termo "Organic-inorganic™ e
"drug delivery" tem aumento ao longo dos anos, demonstrando o interesse sobre esse

tema (Figura 6).

Figura 6. Numero de publicacdes encontradas com as palavras "organic-inorganic" e

"drug delivery” (IS1: Web of Science, acessado em 17, julho de 2017).
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Estes sistemas provaram ser eficazes para a liberagdo de farmacos, quando
comparado com o0s sistemas tradicionais, por apresentarem vantagens como: (a)
capacidade de manter a faixa terapéutica com pouca variagdo, (b) evitar niveis tdxicos,
(c) possibilidade de aumentar as concentracdes plasmaticas das substancias com meia-
vida curta, (d) reducdo do numero de doses diarias, 0 que pode aumentar a adesdo do
paciente ao tratamento (CHAVANPATIL et al., 2006; VENDRUSCOLO et al., 2005).
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2.5.2 Aplicacéo dos Hibridos como Sistemas Estimulo-Responsivos

Os polimeros exibem temperatura critica (TCIS). A TCIS é definida como a
temperatura acima da qual o polimero sofre uma transicdo de fase de um estado de
completa dissolu¢do em &gua para um estado insoltvel em agua. Assim, 0os materiais
poliméricos sensiveis a temperatura tém atraido a atencdo para o desenvolvimento de
sistemas com o objetivo de liberar o farmaco apds estimulos fisiopatoldgicos,
proporcionando niveis terapéuticos adequados e baixa toxicidade (GAO et al., 2012).

A Figura 7 mostra um esquema de sistemas a partir de materiais organico-
inorgénicos estimulos-responsivos. A libera¢do do farmaco neste sistema pode ocorrer
por estimulos externos, tais como, campo magnético, ultra-som, luz; ou estimulo interno

como pH e temperatura.

Figura 7. Esquema de sistemas a partir de materiais organico-inorganicos estimulos-
responsivos para liberacdo de farmaco.
©- Silica (Fase inorganica)
ESTIMULO INTERNO: .- Poliméro (Fase organica)

PH: 4+ - Farmaco
Temperatura.

ESTIMULO EXTERNO:
Campo magnético;
Ultrasom;

Luz

OH +

TS — o

Gao e colaboradores (2012) prepararam um sistema hibrido termoresponsivo
usando alcool polivinilico (PVA) e silica. O marcador modelo usado para o estudo de
liberagcdo foi a Rodamina B (RB). Os resultados de liberagdo in vitro em temperaturas
de 20 e 38°C revelaram que o farmaco é liberado lentamente a 20°C, enguanto que a

liberacdo é aumentada a 38°C.
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Entre os sistemas que respondem a estimulos, o sistema pH-responsivo é 0 mais
interessante devido ao pH humano variar em varios orgédos e tecidos alvo. Corma e
colaboradores (2009) utilizaram um lipossoma encapsulado por um sistema organico-
inorgénico, que poderia isolar e proteger as moléculas do farmaco (Doxorrubicina). Os
ensaios de liberacdo do fArmaco foram realizados em valores de pH entre 2,0 a 12,0, por
48 h. Os autores observaram que este sistema é estavel a valores de pH acido ou neutro
e apenas a pH basico ocorre a liberacdo completa da doxorrubicina. Estes sistemas sdo
interessantes para o tratamento de tumores sélidos, devido ao ambiente de pH
extracelular &cido (CORMA et al., 2009).

Materiais organicos-inorganicos contendo nanoparticulas de magnetita (Fe3O,)
foram testados por Molina e colaboradores (2014), visando alcancar um maior controle
sobre a liberacdo do farmaco a partir da aplicacdo de estimulos de campos magnéticos.
O sistema foi composto por PEO (O, O'-bis (2-aminopropil) poli (6xido de propileno)
com 3-(isocianatopropil)-triethoxysilane, numa razdo molar de 1:2 e o farmaco foi o
diclofenaco de sodio. Estes autores avaliaram a liberacdo destes sistemas com e sem um
campo magnetico (0,25 t, 220 kHz). Os resultados revelaram um aumento nas taxas
liberagdo do farmaco em funcdo da quantidade do campo magnético aplicado
(MOLINA et al., 2014).

2.5.3 Aplicacao dos Hibridos como Biomaterial

Materiais formadores de filme representam uma alternativa aos sistemas
convencionais (Sistemas Terapéuticos Transdérmicos) porque oferecem a vantagem de
tornar o tratamento mais funcional e confortavel, uma vez que sdo transparentes,
permitem a visualizacdo da ferida e podem ser removidos facilmente (SCHOEDER et
al., 2006; PFISTER, 1997).

A utilizacdo do material organico-inorganico chamado ureasil-poliéter € um dos
poucos exemplos interessantes de material formador de filme encontrados na literatura.
Souza et al. (2013) foi a primeira pesquisadora a avaliar os materiais ureasil-poliéter
como formadores de filme. Neste trabalho foi demonstrado que o material apresenta
propriedades semi-oclusivas, assim é capaz de permitir a penetracdo do vapor de agua,
possui biocompatibilidade, formacdo do filme em tempo adequado (maior que 2
minutos e menor que 5 minutos), alto valor de adesao e transparéncia.

Estas caracteristicas atendem aos requisitos para esta nova abordagem para

sistemas de liberacao de farmacos.
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Com o objetivo de melhorar as caracteristicas dos filmes ureasil-poliéter,
Oshiro-Jr et al. (2015) realizaram um estudo com a finalidade de compreender a
influéncia da utilizacdo de um catalisador acido (acido cloridrico) e um catalisador
bésico (fluoreto de amdnia) nas reacdes de hidrolise e condensacéo, etapa de formacéo
dos filmes poliéter. Os resultados revelam que os catalisadores influenciam na
velocidade do mecanismo de formacdo de filme. O catalisador basico levou a formacao
de um filme irregular, enquanto o &cido favoreceu a formacéo dos filmes. Isto se deve
ao fato das reacBGes de catalise acida serem precedidas por protonacdo rapida dos
substituintes OR ou OH ligados ao Si, aumentando a velocidade da reagdo, resultando
em uma tendéncia para produzir uma rede mais linear, que resulta em filmes mais
homogéneos (15 milimetros de largura e 0,5 mm de espessura).

A liberacdo dos farmacos sulfadiazina de prata e pramoxina foram estudadas
nesses filmes e os resultados revelaram que o carater hidrofilico ou hidrofébico e o
tamanho da cadeia polimérica determinam a taxa de liberacdo, sendo menor no material
hidrofébico e maior no material hidrofilico e quanto maior o tamanho da cadeia
polimérica maior a taxa de liberacdo (OSHIRO-JR et al., 2014; PAREDES et al., 2014).

Os materiais hibridos orgéanico-inorganicos possuem dois tipos de sitios de
ligacdo eletronegativos, 0s oxigénios do tipo éter da cadeia polimérica e oxigénios do
grupo uréia localizados na interface siloxano-polimero, que podem solvatar moléculas
eletropositivas, possuem também um sitio de ligacdo eletropositivo, ao qual podem se
ligar moléculas eletronegativas (grupo NH) do grupamento uréia que liga a parte
organica do hibrido ao grupo siloxano (LOPES et al., 2012). Essa caracteristica de
apresentar diferentes sitios de ligagbes entre molécula-matriz € importante para
incorporacdo de principios ativos com diferentes caracteristicas.

A Figura 8 mostra as formulas estruturais das moléculas do material ureasil-
polieter usado nos sistemas formadores de filmes e os possiveis sitios de ligacdo do

farmaco com o substrato bioldgico.
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Figura 8. Férmulas estruturais das moléculas dos materiais ureasil-poliéter os possiveis
locais de ligacdo do farmaco com o substrato bioldgico (circulos azuis). Fonte:
(OSHIRO-JR 2015).
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Outro interessante exemplo de aplicacdo € a utilizacdo como biomateriais para
reparar 0 corpo humano, estes sdo chamados de biomateriais de terceira geragdo. Eles
destinam-se a interagir com o ambiente bioldgico. As suas propriedades de superficie,
tais como a topografia, carga superficial, e todos os aspectos relacionados com a sua
composicdo quimica de superficie, sdo essenciais para se obter uma resposta positiva
quando estes materiais estdo em contato com tecido vivo. Isto permite promover a
adesdo celular, proliferacdo e diferenciacdo das células em excelentes condigdes
(VALLET-REGI et al.,2011).

Coliila et al. (2010) estudaram a liberacdo do alendronato (bisfosfonatos
amplamente utilizados nas doencas de tratamento com aumento da reabsorcdo Gssea)
incorporados em sistemas organicos-inorganicos, usando Pluronic® P123 e Ortossilicato
de tetraetilo (TEOS, 98%, Aldrich) como fonte de silica e compararam com sistemas
desenvolvidos a partir de silica pura. Os resultados revelaram que as taxas de liberacao
e a incorporacdo do farmaco foram maiores para os sistemas hibridos (COLIILA et al.,
2010).

Estes sistemas podem ser uma alternativa no tratamento de doengas com
aumento da reabsorcdo 6ssea como tumores, osteoporose e doencas osteoliticas, além de
diminuir a incidéncia de efeitos secundarios dos bisfosfonatos, uma vez que eles exibem
baixa absorcédo intestinal e requerem uma dose elevada que pode provocar distirbios

gastrointestinais, insuficiéncia renal cronica e outros (RUSSEL; ROGERS, 1999).
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Outro farmaco usado para o preenchimento 6sseo em um biomaterial organico-
inorganico foi a gentamicina (XUE; SHI, 2004). A gentamicina é um antibidtico que
pode impedir um cenario tipico causado por biomateriais utilizados no preenchimento
0sseo, a osteomielite, que é a inflamacdo do osso causada pelo microrganismo
piogénico.

Apesar dos resultados serem promissores em todos 0s casos citados, estagios
mais avancados da pesquisa ndo foram encontrados. Assim, Sd0 necessarios mais
estudos para avaliar a biocompatibilidade in vitro e in vivo desses sistemas, visando
estender para estudos clinicos, a fim de beneficiar em um futuro préximo os pacientes.

A discussdo feita nos trabalhos de pesquisa apresentados acima demonstra a
inovacdo que os materiais hibridos organico-inorganicos representam para o campo da
ciéncias medicas, que poderia beneficiar inimeros consumidor/pacientes, devido as suas
caracteristicas fisicos-quimicas que permitem a sua utilizacdo em diferentes formas de
administracdo (lentes, implantes, membranas, formadores de filme, sistemas
mucoadesivos, e outros), incorporar e liberar de forma répida ou prolongada diferentes

substancias ativas (lipofilicas, hidrofilicas ou metal) e biocompatibilidade.
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2.6 Justificativa

Neste topico serdo demonstrados os resultados obtidos anteriormente com as
membranas ureasil-polieter, com o objetivo de elucidar o porqué dos componentes
utilizados neste trabalho, uma vez que este trabalho é uma continuacdo de estudos
iniciais realizados pelo nosso grupo.

Com o intuito de encontrar um material que possa agregar diversas propriedades
e assim desenvolver uma membrana com caracteristicas consideradas ideais, Oshiro e
colaboradores (2016) vem estudando os materiais hibridos organico-inorganicos.
Experimentos com trés tipos de membranas foram conduzido em implantes no tecido
subcutaneos de ratos. Os materiais utilizados foram membrana de colageno (Bio-Gide®)
(GI); membrana ureasil-POP400 (GII) e membrana ureasil-POE1900 (GlII) (OSHIRO-
JUNIOR et al., 2016).

De acordo com a analise histolégica:

O material de colageno (Bio-Gide®) representado pelo grupo | mostrou
inflamacdo no periodo de 3 e 7 dias. Em torno da membrana de colageno, a infiltracdo
de células polimorfonucleares foi observada até o 3° dia e declinou nos proximos
periodos, enquanto linfocitos e macréfagos aumentaram progressivamente até o 7° dia.
Nos dias 15 e 30, a organizagdo cléssica de tecido de granulacdo foi observada, ou seja,
ocorreu aumento de fibroblastos e deposicdo de coldgeno ao longo dos periodos
experimentais. Estas membranas absorviveis tém sido desenvolvidas e séo atualmente
utilizadas em grande escala devido a sua biocompatibilidade, e principalmente porque
eles ndo necessitam de um segundo procedimento cirurgico para sua remogao, sendo
absorvido ou incorporado no tecido cicatricial (DEMPSTER et al., 1999). Membranas
de colageno sdo absorvidos pela atividade enzimatica (colagenase) a partir de
macrofagos e leucécitos polimorfonucleares.

O material ureasil-PPO400 (GII) promoveu inflamagdo no 3° e 7° dias. Aos 15
dias, grandes quantidades de figuras vasculares e intensa populacdo de células
inflamatorias foram detectadas e consequentemente houve proliferacdo de fibroblastos.
Houve diferencas significativas nos padrdes histopatoldgicos das células inflamatdrias e
organizacdo do tecido de granulacdo ao redor da amostra. Dentro da derme foi
observado espago bem definido ocupado por material amorfo eosinofilico. Envolvendo
este espaco, ha capsula fibrosa formada por fibras de colageno dispostas
horizontalmente. Além disso, células fusiformes, leucécitos e novos vasos sanguineos

formados. No dia 30, o material ndo sofreu absorcéo e a epiderme mostrou aspectos de
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normalidade. A normalidade de aspecto epiderme ap6s 30 dias indicam que esta
membrana é um bom candidato para ser usado como membrana bioldgica para sistema
implantavel.

A membrana ureasil-POE1900 (grupo 1) revelou uma inflamacdo aguda em
todos os periodos avaliados, com grande quantidade de células que caracterizam esta
resposta, como: células gigantes, leucdcitos e neutrofilos. Depois, a inflamacgéo crénica
foi identificada pela presenca de células mononucleares (mondcitos e linfocitos) no
local do implante. A inflamac&o cronica € menos uniforme do que a inflamacéao aguda.

Todos os aspectos microscopicos para: membrana de colageno (Gl), membrana
ureasil-PPO400 (GII) e membrana ureasil-PEO1900 (GIII) estdo demonstrados na
figura 9.

Figura 9. Aspectos microscopicos para: membrana de colageno (GI), membrana ureasil-
PPO400 (GlII) e membrana ureasil-PEO1900 (GlIII) (OSHIRO-JR et al., 2016).

3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Estes resultados podem estar relacionados com o elevado grau de
intumescimento dos materiais ureasil-PEO1900 uma vez que a expansdo do material
apo6s o contato com o meio pode danificar os tecidos internos, acentuando a resposta

imune. Assim, comparando os grupos Il e 111 fica evidenciado que a membrana ureasil-
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PPO400 ofereceu resultados promissores uma vez que ap6s 15 dias a epiderme
apresenta aspecto normal, cessando a inflamagdo. As vantagens desse material em
relacdo as membranas comerciais (Gl) € sua capacidade de poder incorporar diferentes
substancias ativas, tornando-a capaz de ser osteoindutiva. As diferengas entre os perfils
de intumescimento dos materiais Gll e GlIlI foram estudados por Mendes (2012)
revelando que para ap06s 24 horas o intumescimento para o materiail ureasil-PPO400 é
de 7%, engquanto que o ureasil-PEO1900 atingiu 180%.

Baseando-se nesses conclui-se que a membrana ureasil-PPO400 possui
biocompatibilidade, mas ndo é a melhor escolha para o desenvolvimento de membrana
para técnica de regeneracdo 0Ossea guiada, uma vez que possui um alto ndmero de
grupamentos do tipo ureasil em sua estrutura e cadeias poliméricas curtas, que a tornam
muito rigida, dificultando o manuseio. Por outro lado, a membrana ureasil-PEO1900,
por possuir cadeias longas, torna a membrana flexivel e a natureza hidrofilica da cadeia
polimérica leva a um alto grau de intumescimento, causando uma intensa resposta
inflamatoria.

Sendo assim, membranas hibridas contendo misturas entre os materiais ureasil-
POE1900 e ureasil-POP400 e também misturas dos materiais ureasil-POP400 e ureasil-
POP2000, para modular o grau de intumescimento do material, o grau de flexibilidade
da membrana (facilidade de manuseio), resisténcia mecanica a resposta inflamatéria do
material foram desenvolvidas.Resultados revelaram que com a mistura de dois
polimeros (Poli éxido etileno (1900 g mol™) e Poli éxido propileno (400 e 2000 g mol®
1, na proporcdo de 80% do material ureasil-PPO400 e 20% do ureasil-PPO2000 ou
20% do ureasil-PEO1900, foi possivel melhorar as caracteristicas das membranas puras
e alcancar o objetivo proposto (OSHIRO-JUNIOR, 2014; OSHIRO-JR et al., 2017).

Portanto, tendo como base o panorama exposto, espera-se que as misturas dos
materiais ureasil-poliéter com a incorporagdo do OGP, possa oferecer resultado
promissores para o tratamento de defeitos Gsseos em relagdo aos materiais

convencionais quanto a quantidade de 6sso formado em relacdo ao tempo.
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3 Objetivos
O objetivo deste trabalho foi sintetizar membranas para técnica de regeneracao
Ossea guiada a partir de materiais do tipo ureasil-poliéter capazes de controlar a
liberacdo do peptideo de crescimento osteogénico.
Para alcancar os objetivos as seguintes acGes foram realizadas:
- Determinacdo das condic@es de sintese dos precursores hibridos;
- Determinacdo do método de esterilizacéo;
- Andlise de possiveis alteracdes do método de esterilizagdo por DSC;
- Analise do perfil de intumescimento nanoscépico e macroscépico das membranas
ureasil-POP400/POE1900 e ureasil-POP400/PEO500;
- Espalhamento de Raios-X a baixo angulo;
- Avaliacéo da resisténcia mecanica (DMA);
- Determinacéo do pH;
- Sintese do OGP;
- Incorporacdo do OGP nas membranas;
- Andlise dos perfils de liberacdo in vitro do peptideo de crescimento osteogénico
incorporado nas membranas;
- Avaliacédo da biocompatibilidade in vitro;

- Analise Histoldgica.
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4 Material

4.1 Matérias Primas

0,0’-Bis(2-aminopropyl)polypropyleneglycol-block-polyethyleneglycol-block-

polypropyleneglycol 1900 (POE 1900), Sigma-Aldrich;

Poly(propylene glycol)bis(2-aminopropyl ether) 400 (POP 400), Sigma Aldrich;

0,0’-Bis(2-aminopropyl)polypropyleneglycol-block-polyethyleneglycol-block-

polypropyleneglycol 500 (POE 500), Sigma-Aldrich;

Alcool etilico absoluto PA, Qhemis;

Tetrahidrofurano (THF) PA ACS, Synth;

3-(Trithoxysilyl) Propyllsocyanate, 95%, Sigma-Aldrich;

Solucéo de HCI 2.0 M;

Meio de cultura DMEM (Modified Dulbecco’sMinimum Media);

Placa de 96 pocos, fundo chato — Corning, NY 14831 USA;

Saliva Artificial,

Meio de cultura liquido Tioglicolado (Peptona de caseina, extrato de levedura,
glucose, L-cistina, cloreto de sddio, tioglicolato de sodio, resazurinasodica, agar-
agar);

Meio de cultura liquido Agar Sabouraud (Hidrolisado enzimatico de tecido
animal, hidrolisado enzimatico de caseina e dextrose);

Dimetilformamida (DMF);

Diclorometano (DCM);

Solucéo basica de piperidina 20%;

Carboxifluoresceina (CF);

Doxorrubicina;

Sulforodamina B;

Acido acético 1%;

Tubo Falcon®;

Acido trifluoroacético (TFA);

Microplaca;

Acido tricloroacético;

Céamara de Neuwbauer;

Garrafas de cultivo;

Cadinho de aluminio.
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4.2 Equipamentos

Balanca semi-analitica Denver Instrument;

Agitador magnético IKA,

Rotaevaporador IKA RV 10 digital;

Estufa de secagem modelo 515 com controlador termostéatico, Fanem;
PHmetro digital PG1800 Gehaka,;

Paquimetro universal, Starrett, 125 MEB — 6/150;

Autoclave;

Fluxo laminar, VECO, modelo HLFS18, série FL1918;

Estufa;

Leitor de placas, BIO-RAD - Imark;

Bico de Busen;

Cromatdgrafo Beckman;

Espectrometro de massas LCQ FLEET Thermo Scientific;
Espectrofotdmetro de Fluorescéncia VARIAN modelo Cary Eclipse;
DMA 2980 da TA-Instruments, microscopio;

TA (DSC) modelo Q100.
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5. Métodos
5.1 Obtencdes das membranas hibridas do tipo ureasil-poliéter

Os materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter foram sintetizados e processados a
partir da rota quimica denominada sol-gel. Na sintese do precursor utilizou-se um
polieter funcionalizado a base de polioxido de etileno (NH,-POE-NH,) com massas
molares de 1900 e 500 gmol™ ou a base poliéxido de propileno (NH,-POP-NH,) com
massa molar de 400 gmol™ dissolvidos em Tetrahidrofurano (THF). A essa solucéo foi
adicionado um alcoxido modificado, o 3-isocianato propiltrietoxisilano (IsoTrEOS) na
razdo molar polimero/alcoxido de 1:2. Essa mistura permaneceu sob refluxo a uma
temperatura de 60°C por 24 horas (Figura 10) (SANTILLI et al., 2009; CHIAVACCI et
al., 2004).

Para promover a formagcdo do  precursor hibrido  (EtO);Si-
(CH,)3sNHC(=O)NHCHCH;CH,-(polyether)-CH,CHsCHNH(O=)NHC(CH,)3Si(OEt);
(SANTILLI et al., 2009), as quantidades de reagente utilizadas estdo descritas na Tabela
1.

Figura 10. Sistema Refluxo.
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Tabela 1. Quantidades de reagentes utilizados na sintese das matrizes hibridas.

Material Isotreos Polimero THF
Ureasil-POE 1900 6,4 ml 25¢g 40 ml
Ureasil-POP 400 34,3 ml 25¢g 80 ml
Ureasil-POE 500 19,6 ml 25¢g 50 ml

Posteriormente, o solvente foi eliminado sob aquecimento e pressdo reduzida
(rotaevaporador), obtendo-se assim 0s precursores hibridos.

Em seguida, esses precursores foram submetidos as reacdes de hidrdlise e
condensacao promovidas pela adicdo de 500uL de alcool, 25uL de dgua e de um agente
catalisador neutro (NH4F) com concentracdo de 1M. Com o0 avango dessas reac0es 0s
grupos OH foram progressivamente eliminados, levando a formagdo de um gel, nos
quais as redes inorganicas e organicas sao unidas por liga¢6es covalentes (SANTILLI et
al., 2009; DALMOUCHE et al., 1999). As membranas foram obtidas pela secagem
desse gel a temperatura ambiente em dessecador por 5 dias. A figura 11 apresenta as

reacOes moleculares de todas as etapas acima.
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Figura 11. Reag¢Oes moleculares para obtencdo do material hibrido ureasil-poliéter.
Fonte: OSHIRO-JR et al., 2015.
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O molde utilizado ap0s essa etapa € 0 que garante o formato das membranas.
Neste trabalho, optou-se por utilizar uma forma cilindrica, uma vez que os defeitos

6sseos criados na calota craniano dos ratos possuem esse aspecto.
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5.2 Esterilizacdo em calor umido

O principio do método baseia-se no contato direto de objetos com vapor de agua
saturado. As condicOes de realizacdo do método sdo referenciadas pela Farmacopéia
Brasileira - 52 Ed, consistindo na esterilizagcdo em autoclave a 121°C por 15 minutos. As
membranas foram embaladas em gases e envolvidas em papel pardo formando
envelopes e, para evitar o contato direto com o vapor, os envelopes foram

acondicionados em uma caixa metalica utilizada para esterilizacdo de material cirurgico.

5.3 Esterilizac&o por radiagéo gama

As membranas hibridas ureasil-poliéter foram esterilizadas anteriormente pelo
nosso grupo de pesquisa. O Procedimento de esterilizacdo foi realizado em parceria com
a Johnson & Johnson, seguindo as normas validativas desta empresa. As amostras
foram acondicionadas em envelopes termosensiveis onde foram vedadas e corretamente
identificadas para posterior esterilizagdo. O fato de utilizar este envelope como
embalagem final, minimiza o efeito de recontaminacéo devido ao manuseio da amostra.
Estas membranas foram esterilizadas por radiagdo gama com duas poténcias distintas 34
kGy e 24 kGy. Foram escolhidas duas poténcias distintas para posterior analise de

alteragdes estruturais, que podem variar de acordo com a carga da radiagao utilizada.

5.4 Testes de produtos estéreis

Os testes de produtos estéreis foram realizados em colabora¢do com a Profa.
Dra. Hérida Nunes Salgado do Laboratorio de Controle Bioldgico de Qualidade de
Farmacos e Medicamentos do Departamento de Farmacos e Medicamentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

O objetivo destes testes € comprovar se 0s produtos estdo estéreis apds 0s
processos de esterilizagdo (item 4.2 e 4.3).

Primeiramente foram preparados os meios de culturas, Tioglicolato (Fluid
Thioglycolate Medium, Merk, Darmstadt — Germany) e Sabouraud (Sabouraud
Dextrose Broth, Acumidia, Lansing, Michigan—USA). O meio Tioglicolato ¢ utilizado
para promover e determinar o crescimento de bactérias anaerdbias, enquanto que o meio
Sabouraud pode ser utilizado para determinar o crescimento de fungos, leveduras e
bactérias aerobicas. Os caldos foram preparados em béquer e transferidos para tubos de
ensaios (80 mL) e tampados com algoddes, posteriormente foram envoltos com papeis

pardo para serem esterilizados em autoclave (15minutos e Temperatura de 121°C). Os
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testes foram realizados pelo método de inoculacdo direta do produto no meio. Utilizou
pinca estéreis sob fluxo de ar e bico de Busen. Apds a inoculacdo os meios de cultura
foram incubados, o meio liquido de tioglicolato foi incubado a 35°C e a analise visual
foi realizada em 24 e 48h, j& 0 meio liquido sabouraud foi incubado por 7 dias a 25°.
Durante a inoculacdo realizou-se um controle negativo (sem inoculo) e um
positivo para possivel comparacdo dos resultados. O controle positivo para Caldo
Tioglicolato foi Bacillus subtilis e para o Caldo Sabouraud foi cepa padrédo de candida

albicans.

5.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A Técnica de DSC foi utilizada para analisar se 0s processos de esterilizacao por
calor imido e por radiacdo gama ndo alteraram a estrutura dos materiais hibridos
ureasil-poliéter.

As medidas foram realizadas em colaboracdo com a Prof. Dr. Celso Valentim
Santilli do Laboratério de Fisico-Quimica de Materiais do Instituto de Quimica da
UNESP, utilizando-se um equipamento TA (DSC) modelo Q100, num intervalo de
temperatura de -80 °C a 350 °C, com velocidade de aquecimento de 10 °C/min sob
atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 73 cm®min, utilizando cerca de 10 mg de
amostra, cortadas de forma circular para que se encaixassem no cadinho de aluminio
selado de 40 pL.

5.6 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Medidas “in situ” utilizando SAXS foram efetuadas, antes e durante o processo
de passagem do meio de liberacdo tampéo fosfato pH 7.2 pelas membranas.

As medidas foram realizas na linha de SAXS, do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), Campinas, SP. A linha de SAXS 1, a qual é equipada com um
conjunto de fendas assimétricas e um monocromador de silicio, permitindo a obtencao

de um feixe monocromatico de A= 1,608 A e secdo transversal de aproximadamente 1,6
2 . . R . . .
mm . Um detector de raios X sensivel a posi¢cdo e um analisador multicanal foram

usados para monitorar a intensidade do feixe espalhado, I1(g), em funcdo do modulo do
vetor de espalhamento. A intensidade espalhada foi normalizada pela espessura e pela
atenuacdo da amostra. As medidas foram realizadas sob temperatura e pressao

ambiente. Apds a andlise das amostras secas foram realizadas adaptac6es na linha do
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SAXS para avaliar o efeito do intumescimento da nanoestruturados materiais. Para isso
as medidas in situ foram realizadas em um porta amostra fechado com duas janelas de
mica e uma bomba peristéltica foi usada para controlar o fluxo do meio mantido a 37°C
(Figura 12).

Figura 12. Linha de SAXS adaptada para avaliacdo de medidas de intumescimento in
situ. (a) Bomba peristéltica; (b) coneccao para passagem do meio; (c) porta amostra).

5.7 Anélise mecénica dindmica (DMA)

A andlise mecénica dindmica foi realizada para determinar a resisténcia
mecénica das membranas quando estas foram submetidas a uma varia¢do de forca em
sua superficie. As medidas foram realizadas em colabora¢do com a Prof. Dr. Celso
Valentim Santilli do Laboratorio de Fisico-Quimica de Materiais do Instituto de
Quimica da UNESP, para as membranas puras (ureasil-PPO400, ureasil-PEO1900 e
ureasil-PEO500), para as misturas dessas membranas e para uma membrana comercial
de colageno (INFUSE®), utilizando o equipamento DMA 2980 da TA-Instruments,
operando a temperatura de 37° com o forno fechado para controlar a temperatura, com
rampa de forca de 1 N/min até 15 N, modo de carga de compressao e corpos de prova

no formato cilindrico com didmetro de 6,25 mm e espessura de 0,5 mm.
5.8 Determinacéo do pH

A avaliacdo das alteracdes de pH induzidas pelas membranas foi feita através da

imersdo destas em uma solucdo de Simulated Body Fluid (SBF) pH 7,4, com
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concentracdo idnica semelhante ao plasma sanguineo. As membranas utilizadas tinham
6 mm de diametro e 0,3 mm + 0,1 mm de espessura, cada amostra foi acondicionada em
um béquer contendo 6 ml de SBF. Foi utilizado um pHmetro digital PG1800 Gehaka
para realizar as medidas e estas foram realizadas em triplicata a uma temperatura de 37
°C+0,5°C.

5.9 Sintese do peptideo

O peptideo de crescimento osteogénico (OPG) (ALKRQGRTLYGFGG)
utilizado neste estudo foi obtido em colaboracdo com a Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli
do Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica de
Araraquara — UNESP, manualmente pelo método de fase-sélida (SPFS) (Fields and
Noble, 1990).

A sintese do peptideo em fase solida consiste em utilizar uma resina
funcionalizada (matriz polimérica inerte e insollvel) para o crescimento da cadeia
peptidica. A sintese é realizada adicionando um aminoacido de cada vez por meio de
um processo ciclico, permitindo sua automacéo.

O peptideo OPG (ALKRQGRTLYGFGG) foi sintetizado utilizando a estratégia
Fmoc para a protegdo do grupo a-amino, sobre a resina Fmoc-Ser(tBu)-Wang, com um
grau de substituicdo de 0,58mmol/g, em escala de 0,2 mmol.

O protocolo de sintese baseou-se de etapas ciclicas de desprote¢do do grupo
Fmoc e acoplamento do novo Fmoc-aminoacido, intercalados por lavagens para
eliminacdo dos reagentes utilizados e subprodutos obtidos.

Na etapa de acoplamento, os reagentes N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC)/ N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) foram utilizados para ativacao do grupo carboxila do Fmoc-
aminoacido acoplante (agentes de acoplamento para facilitar a reacdo), permaneceu
durante duas horas sob agitacdo, utilizando como solvente 50% de dimetilformamida
(DMF) em diclorometano (DCM). Os Fmoc-aminoacidos e reagentes (DIC e HOBY)
foram utilizados com um excesso de duas vezes em relacdo a quantidade de sitios ativos
livres na resina (0,4mmol). Apds o termino deste processo foi realizado uma lavagem
com solventes orgéanicos (DMF e DCM) com a finalidade de solvatagdo da resina e
eliminacdo do excesso dos reagentes. O procedimento de lavagem foi repetido 3 vezes.

A desprotecdo do grupo amino ap6s acoplamento foi realizada por meio da

reacdo com uma solucao basica de piperidina 20% em DMF durante 20 minutos, etapa
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esta realizada 3 vezes. ApOs essa etapa, 0 procedimento de lavagem com solventes
organicos foi repetido.

Depois de cada acoplamento e desprotecdo foi realizado o teste de Kaiser,
também conhecido como ninidrina, onde esta reage com 0s grupos aminos livres
originando um composto de cor azulada em altas temperaturas, evidenciando a
desprotecdo, retirada do grupo Fmoc (resultado positivo), e quando o acoplamento do
aminoacido foi efetuado completamente, originou-se um composto de cor amarelada
(resultado negativo). Ap6s os acoplamentos dos residuos de aminoacidos, a massa total
de peptideo-resina foi dividida em duas partes, onde uma delas foi utilizada para o
acoplamento da carboxifluoresceina (CF).

A figura 13 mostra esquematicamente todas as etapas da rota de sintese do

peptideo descrita acima.
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Figura 13. Protocolo geral de sintese.
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Apos o término da sintese, foi realizada a etapa de clivagem do peptideo, com o

intuito de retirar o peptideo da resina e 0s grupos protetores das cadeias laterais dos

aminoacidos.

Esta etapa foi realizada com uma mistura de &cido trifluoroacético (TFA)

(95%)/agua (2,5%)/TIS (2,5%) na proporc¢édo de 1g de resina para cada 10mL de solucgéo

de clivagem, em frasco de acetilagéo, a temperatura ambiente sob agitacdo constante por

2 horas.

ApoOs esse periodo, o peptideo foi precipitado com éter etilico gelado com a

finalidade de separa-lo dos subprodutos da clivagem por meio de centrifugacdo

(5minutos), esse processo foi repetido cinco vezes. Posteriormente, para extrair o

peptideo da resina, foi adicionado no frasco que contém resina e peptideo uma solugédo
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aguosa contendo 0,045% de TFA, a qual permaneceu por 2 minutos no vortex e 2
minutos no ultrassom para solubilizar, apds solubilizado o frasco permaneceu 3 minutos
na centrifuga. O sobrenadante resultante (peptideo bruto) foi coletado em um baléo, este
procedimento foi repetido Svezes.

O sobrenadante resultante foi congelado para ser liofilizado. Uma aliquota do
peptideo bruto foi analisada por cromatografia liquida analitica alta eficiéncia (CLAE)
analitico em um cromatografo Shimadzu, com coluna C;3 KROMASIL de 15,0 x 0,46
cm, para obtenc¢do do perfil cromatografico do mesmo.

O acoplamento da carboxifluoresceina (CF) foi necessario para a realizacdo do
experimento de liberacdo in vitro por espectroscopia de fluorescéncia (ver item 4.13).
Assim, foi escolhido a molécula de 5,6-carboxifluoresceina (CF, Sigma®) para acoplar
no término da sintese, utilizando o mesmo procedimento descrito acima para o

acoplamento dos aminoacidos.

5.9.1 Purificacdo

A purificacdo do peptideo bruto foi realizada por CLAE semi-preparativo
utilizando um cromatografo Beckman, com coluna C;PHENOMENEX de dimenséo
2,1 x 25 cm. Durante a purificagéo foram recolhidas frag6es de 3mL e o grau de pureza
das fracdes foi determinado por CLAE analitico. Os tubos puros foram juntados e
liofolizados obtendo-se as fracdes puras que foram analisadas pelo mesmo método

descrito acima. As condicGes cromatograficas utilizadas estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Condigbes cromatograficas empregadas na purificacdo do peptideo
sintetizado.

Modo Semi-preparativo Analitico

A:0,045% TFA em H,O A:0,045% TFA em H,O
B: 0,036% TFA em ACN B: 0,036% TFA em ACN
Gradiente 5-35% de solvente B em 90 5-95% de solvente B em

Solventes

min 30 min

Fluxo SmL/minuto 1mL/minuto
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5.9.2 Caracterizacdo por espectrometria de massas

O espectro de massas foi obtido em um espectrémetro de massas LCQ FLEET
ThermoScientific, com injecdo direta, em modo de deteccdo positiva, localizado no
Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, no Departamento de Quimica Organica.

A técnica baseia-se em uma camara injetora que ioniza positivamente a amostra
por um método chamado eletrospray, um quadrupolo simples e um detector, todos
dentro de um sistema a vacuo. O espectro de massas obtido mostra a razdo MM/z, e
assim permite calcular as massas moleculares obtidas experimentalmente por meio da

equacdo 1:
MMpept = (MM2+Z . MMH+)/Z eq.(l)

Onde: MMpept é a massa molecular do peptideo analisado;

MMz é a massa molecular quando o peptideo esta com cargaz (z=1, 2, 3...);
z é a quantidade de cargas que contém o peptideo;

MMH+ é a massa molecular do hidrogénio protonado, de valor 1,008 g/mol.

5.10 Incorporacédo do OGP e OGP-CF nas membranas ureasil-poliéter

Para a incorporacdo do OGP e OGP-CF nas membranas, foi preparado uma
solucéo estoque com concentragdo de 2,65 x 10™ mol/L. Essa concentracdo foi baseada
nos estudos conduzidos por Gabet e colaboradores (2004) e Sun e Ashhurst (1998). No
estudo conduzido por Gabet foi injetado 1,4109 x 10™* mol de OGP para 0,250 kg de
animal por 6 dias na semana (1 a 4 semanas) totalizando no maximo 24 doses (33,84 x
10™), enquanto que no estudo de SUN e Ashhurst foi injetado 3,28125 x 10™ mol em
0,250kg de animal (5° dia até o 28° dia) total de 24 doses (78,72 x 10™).

Assim, na etapa de hidrolise e condensacdo do precursor hibrido (item 4.1
Obtencdo das membranas), a agua foi substituida pela solucédo estoque contendo o OGP
ou OGP-CF. Desta forma, cada membrana possuiu uma concentracéo final de 66,25 x
10 mol de OGP.

5.11 Curva Analitica

Linearidade é quando os resultados obtidos podem ser proporcionais as
concentra¢Bes do analito na amostra, em um intervalo especificos. Por meio da curva
analitica foi demonstrada a linearidade do método (BRASIL, 2003; USP, 2002).
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A partir de uma solucdo tampédo fosfato de OGP-CF contendo 0,4304 pmol/L
foram preparadas as diluicbes, com concentracGes que variavam de 0,4304, 0,2152,
0,0538, 0,0269, 0,01345 pmol/L em triplicata. A leitura das amostras foi realizada em
um espectrofotdmetro de fluorescéncia VARIAN modelo Cary Eclipse, com Aexc em
492nm e Aem em 520nm (comprimentos de onda de excitagdo e emissdo,

respectivamente, referentes a carboxifluoresceina).

5.12 Liberagdo do OGP-CF em solucéo de SBF a partir das membranas ureasil-
poliéter

As membranas ureasil-POP400/PEO1900 e ureasil-POP400/POE500 contendo o
OGP-CF foram submetidas a testes “in vitro” de dissolu¢ao em solucao tampao fosfato
pH 7,2. O teste foi realizado nas seguintes condicdes, 15 mL de tampéo fosfato pH 7.2
em temperatura de 37 °, sob agitacdo constante. Para coletar cada uma das aliquotas foi
utilizada uma micropipeta, o volume coletado das aliquotas foi de 600uL sendo reposto
logo em seguida. Os espectros foram analisados em um espectrofotbmetro de
fluorescéncia VARIAN modelo Cary Eclipse, com Aexc em 492nm e Aem em 520nm
(comprimentos de onda de excitacdo e emissdo, respectivamente, referentes a

carboxifluoresceina). O teste foi realizado em triplicata.

5.13 Microscopia de forga atomica (MFA)

Esse teste foi realizado durante o estagio de pesquisa no exterior pelo programa
Erasmus Mundus na Universidade de Castilla-La Mancha (Espanha) sob orientacdo da
Profa. Dr. Maria Teresa Cuberes Montserrat.

Foi realizada medidas de topografia dos sistemas hibridos ureasil-poliéter com e
sem 0 peptideo, utilziando a técnica de MFA. A andlise foi realizada utilizando o
microscépio de forca atdbmica (Bruker, modelo Dimension Icon), sob o modo de contato
intermitente. A amostra foi adicionada no microscopio e assim, as imagens topograficas
foram observadas empregando uma sonda/cantilever na qual fez o rastreamento da
superficie da amostra. O tratamento das imagens topograficas foi realizado utilizando o

software Nanotec WSxM versao 5.0.
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5.14 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro
Os testes de citotoxicidade in vitro foram realizados em colaboracdo com a
Profa. Dra. Christiane Pienna Soares do Departamento de Analises Clinicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

5.14.1 Cultivo celular

A linhagem normal de queratinécitos de pele (Hacat) foi cultivada em garrafas
de cultivo contendo meio minimo essencial de eagle modificado por dulbbecco-DMEM
(suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10mM de L-glutamina, 2,5 pg de
anfotericina-B e 10mL da mistura de penicilina-estreptomicina) e mantida em estufa a 5
% de CO, e a temperatura de 37 °C, até que a monocamada celular estivesse confluente
(estado onde o tapete celular formado atinge mais de 70 % dentro da garrafa de cultivo).
Posteriormente, as células foram lavadas com 5mL de solucéo de Hanks (0,4 g de KClI,
0,06g de KH,PO,, 0,04g de Na,HPO,, 0,35 g de NaHCOg, 1 g de glicose, H,O g.s.p.
1000 mL) e acrescentou-se tripsina 3 mL de ATV (Associacdo de Tripsina (0,2 %) e
Versene (0,02 %)). A tripsina permite o desprendimento das células da garrafa de
cultivo, por meio da sua propriedade proteolitica sobre as proteinas intercelulares. Apos
0 desprendimento do tapete celular com a tripsina, adicionou-se 3mL do DMEM com
soro para neutralizar a acdo da tripsina e este volume foi transferido para um tubo de
Falcon®, centrifugado a 1000rpm por 3minutos. Apds essa etapa, foi descartado o
sobrenadante e sobrou apenas o pelet (agregado celular) que foi ressuspendido com 10
mL de DMEM mais soro. O volume foi dividido e transferido para duas garrafas de
cultivo. Esse procedimento é repetido até que houvesse quantidade de células

suficientes para o experimento de Sulforodamina B.

5.14.2 Contagem celular

A contagem celular foi realizada para determinar o nimero de células a serem
inoculadas nos pocos da microplaca, procedeu da seguinte forma: ApoOs descartar o
sobrenadante do tubo Falcon® conforme descrito acima, o pelet foi ressuspendido com
2mL de DMEM com soro. Foram adicionados pL dessa solugdo na camara de
neuwbauer, e levados ao microscopio. Em seguida, foi realizada a contagem das células
nos 04 quadrantes da camara de Neuwbauer (Figura 14).

Esta medida padronizada possibilita a quantificacdo da suspensdo celular. Para
isto deve-se contar as células presentes nos 4 quadrantes (circulos grandes), no sentido
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sugerido pela seta para cada quadrante. Em seguida, o numero total de células obtido
nos 4 quadrantes é dividido por 4 (média) e multiplicado pelo valor da diluicdo
realizada. Ao final, o valor encontrado foi multiplicado por 1 x 10*/mL (ordem de

grandeza da camara).

Figura 14. Representacdo esquematica da camara de Neubauer.

R 11T 1 5 e e

5.14.3 Ensaio de Sulforodamina B

Para esse ensaio foi utilizada uma suspenséo de 8x10* células/poco da linhagem
Hacat. As células foram inoculadas em placas de 96 cavidades, e apds 24 horas de
cultivo em DMEM suplementado com soro, este meio foi aspirado e tratado com uma
solucdo de 100uL. de DMEM sem soro (este DMEM permaneceu em contato com as
membranas por 48 horas). Ap6s 24 horas de contato, foi adicionado 50 pL de acido
tricloroacético (finalidade de romper as células e fixar as proteinas celulares) e incubado
por 1 hora em refrigerador em temperatura de 4°C.

Apos este periodo o meio foi removido e 0s pocos da microplaca foram lavados
4 vezes com 400 pL de agua deionizada, e a microplaca foi seca a temperatura
ambiente. Uma vez secas, adicionou-se 50 pL da solugéo de sulforodamina 0,4% (p/v)
diluida em 1% de é&cido acético (solucdo para avaliacdo colorimétrica) e assim
permaneceu por 30 minutos em repouso em temperatura ambiente. Apds este periodo,
esta solucgdo foi retirada e os pogos foram lavados 4 vezes com 400 pL de acido acético
1% com a finalidade de retirar o excesso de corante, e foi seca a temperatura ambiente.
Por fim, foi adicionado 100 pL da solucdo tampdo Tris Base (solugdo que resolubiliza a
sulforodamina B) sendo mantido por 5 minutos em repouso e entdo foi medida a

absorbancia a 570 nm em leitor de microplata.
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Cada ensaio foi acompanhado de um controle positivo (Doxorrubicina
15uL/mL) e controle negativo por células tratadas apenas com o DMEM sem contato
com material.

Foram realizados trés experimentos independentes e as concentra¢Ges foram
testadas em triplicatas. A viabilidade celular dos tratamentos foi expressa em relagéo ao
controle negativo.

A viabilidade celular foi calculada pela equacdo 2:

Absorbincia do Teste
Células vivas (%) = x 100 (2
( /0) Absorbancia do Controle Negativo €q ( )

5.15 Teste in vivo
5.15.1 Confeccéo dos defeitos 6sseos

Neste estudo foram utilizados 24 ratos (Rattus Norvegicus), variacao albinus,
Holtzman, adultos provenientes do Biotério da Faculdade de Botucatu — UNESP. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP (Processo CEUA n° 17/2012 (Anexo 1)) .

Os animais foram mantidos em ambiente controlado com relacéo aos ciclos de
luz, umidade e temperatura com acesso a racao especifica e agua ad libidum. Foram
anestesiados por associacdo de quetamina com xilazina, na propor¢do de 0,08 ml/100g
de massa corporal (Cloridrato de quetamina — Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com.
Ltda.) e 0,04 ml/100g de massa corporal (Cloridrato de xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac
do Brsil Ind. E Com. Ltda.), respectivamente.

Foram submetidos a tricotomia na regido da calota craniana e foi realizada
antissepsia do campo cirdrgico com gaze estéril, embebida em solucéo de povidine, com
o animal sendo posicionado em decubito dorsal sobre a mesa cirargica. O acesso
cirargico a calota craniana foi obtido com uma incisdo antero-posterior cutanea e
muscular, com aproximadamente 5 mm de extensdo, permitindo a exposi¢cdo do
peridsteo, utilizando-se cabo para bisturi com Iamina intercambiével n°® 15.

Em seguida, os tecidos foram divulsionados com o auxilio de uma tesoura
pequena com a extremidade romba e uma pinca de disseccdo, até a exposicdo do
peridsteo, sendo este incisado e removido com 0 mesmo tipo de lamina até a exposicdo

do tecido 6sseo.
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Foram confeccionados defeitos 0sseos circulares, na porcdo mediana da calvéria
com 5 mm de didmetro e aproximadamente 1,5 mm de espessura, dada pela remocao
total do tecido 0sseo, utilizando uma fresa trefina (Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil) com 5
mm de didmetro externo, montada em contra-angulo (Anthogyr — Injecta — Diadema,
Brasil) com reducdo de 16:1, acoplado em motor para implante (BML 600 Plus Driller -
CK Diriller — Brasil), com 1500 rpm, sob irrigacdo constante com solucéo salina.

Os materiais foram colocados sobre o defeito 6sseo de tal maneira a ultrapassar
1mm a borda do defeito. Em cada animal foi executado uma selecdo randomizada do
tipo de membrana a ser utilizada para recobrimento do defeito, sendo que em cada
animal dois tipos diferentes de membrana foram utilizados. De uma forma geral, todas
as membranas foram avaliados em 4 periodos experimentais (7, 15, 30 e 60 dias), com 9
animais em cada periodo e 6 animais em cada grupo de material implantado.

Os defeitos criticos foram recobertos com as seguintes membranas: Gl —
(membrana de colageno), G Il — (membrana de siloxano-polioxipropileno 400 g/mol
com siloxano-polioxietileno 1900 g/mol, concentracdo de 80%/20%.).

Apobs os periodos correspondentes os animais foram sacrificados e as pecas da

regido da calvaria foram removidas.

5.15.2 Preparacdo histologica

ApOs a eutanésia dos ratos, removeu-se toda a calota craniana e imediatamente
todas as pecas 6sseas foram imersos em solugdo de formol a 10 %, onde permaneceram
pelo periodo de 48 horas. Apds esse periodo as pecas foram descalcificadas em solucéo
de EDTA a 20 %, trocada a cada 48 horas, durante 60 dias. Esse tempo é necessario
para que as pecas 0sseas sofram descalcificacdo permitindo a realizacdo do corte em
micrétomo comum. O teste da agulha foi realizado para verificar se o material
inorganico havia sido removido.

Em seguida, realizou-se os cortes das pecas 0sseas a fim de prepara-las para o
processamento histoldgico. Os cortes foram feitos no sentido latero-lateral, passando
pelo centro (sentido antero-posterior) do defeito 0sseo.

As pecas 6sseas cortadas foram acondicionadas em cassetes proprios para o
processamento histoldgico, que consistiu em: (a) 1 hora em alcool 90° GlI, (b) 5 trocas
sucessivas em frascos com alcool absoluto, com intervalos de 30 minutos entre cada
uma, (c) 30 minutos em solucéo (1:1) de alcool absoluto e solvente xilol, (d) 30 minutos

em solugdo de xilol puro (e) 1 hora em outra solu¢do de xilol puro, (f) 1 hora em
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parafina liquida em estufa a 61 °C, (g) 2 horas em nova parafina liquida em estufa a 61
°C, (h) Confeccéo dos blocos em inclusora padrdo, com uso de parafina liquida, formas
metalicas e placa fria. Como resultado fora obtidos os blocos de parafinas contendo as

pecas 0sseas.

5.15.3 Cortes e coloracao histopatoldgica

Apos a confeccdo dos blocos de parafina, estes foram submetidos aos cortes
histolégicos em micr6tomo semi-automatico, com espessura de 6 um. Estes cortes
foram submetidos a solucdo de etanol 10 °GL e posteriormente a 4gua aquecida a 43 °
C, a fim de serem esticados mantendo-se a qualidade necessaria. Posteriormente, foram
dispostos em laminas de vidro lapidadas, sendo entdo encaminhadas a estufas a 61 °C
para que ocorresse a adesao dos cortes e dissolucdo do excesso de parafina.

Apobs a adesdo, foi realizada a coloracdo histoldgica, seguindo o protocolo da
coloracdo da Hematoxilina de Harris com adicao de Eosina.

ApoOs esses procedimentos as pecas Osseas foram recobertas por laminulas

sintéticas e observadas ao microscopio.

5.15.4 Andlise Histologica

A analise de descricdo histoldgica foi executada com auxilio de um microscépio
optico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany), com objetiva para
aumento de 100x. Essa andlise foi executada por um avaliador experiente e cego para 0s
grupos experimentais que no ato da analise levou em consideragdo as reacgdes
inflamatorias, bem como as reagdes de degradagdo das membranas, caracteristicas do
0sso neoformado (estdgio de maturacdo, aspecto da matriz, presenca de ostedcitos
inseridos na matriz), formacéo e organizacao do tecido conjuntivo fibroso e aspecto do

peridsteo.
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6. Resultados e Discussfes
6.1 Obtencdo dos materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter

A etapa de obtencdo dos materiais hibridos deve ser cuidadosamente conduzida,
uma vez que fatores ambientais (atmosfera oxidante, temperatura e pressdo) podem
resultar em quebras das redes reticuladas. Para assegurar que as propriedades adequadas
do material foram obtidas o processo sol-gel foi utilizado apo6s a sintese do precursor
hibrido e as reac¢des de hidrdlise e condensacao foram promovidas. Esse método permite
controlar todas as etapas da preparacdo do material como temperatura, pressdo e
condigbes ambientais, formando no final um material com uniformidade estrutural e
elevada pureza.

O aspecto visual das membranas preparadas a partir dos precursores hibridos
ureasil-POE1900, ureasil-POES500 e ureasil-POP400 estdo apresentados na figurals.

Figura 15. Aspectos visuais das membranas hibridas: a) ureasil-POP400; b)
ureasil/POE1900; c) ureasil-POE500.

(b)

A figura 16 apresenta os aspectos visuais das membranas preparadas a partir das

misturas desses materiais.

Figura 16. Aspectos das membranas ureasil-POP400/POE500 em diferentes proporcoes:
a) 90:10; b) 80:20; c) 70:30; d) 60:40; e) ureasil-POP400/POE1900 proporgao 80:20; f)
ureasil-PPO400/PEO1900 proporcao 50:50.
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Essa modificacdo ocorre antes da etapa de hidrolise e condensagéo onde foram
adicionadas diferentes propor¢des (massa/massa) dos precursores, resultando em
membranas com misturas de ureasil-POP400 e ureasil-POE1900 e membranas com
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misturas de ureasil-POP400 e ureasil-POE500. Essas misturas tiveram como objetivo
modular o grau de intumescimento a fim de controlar o perfil de liberacdo do farmaco,
além de evitar a ocorréncia de traumas nos animais, o que poderia levar a uma resposta
inflamatdria intensa, conforme demonstrado em trabalho anterior.

Observa-se pelas Figuras 15 e 16 que visualmente as membranas ndo possuem
trincas ou rachaduras, assim, conclui-se que o processo foi realizado de forma

adequada.

6.2 Métodos de Esterilizagao e testes de produtos estéreis

Os métodos de esterilizacdo tém a finalidade de promover completa eliminacao
ou destruicdo de todas as formas de microrganismos presentes em um determinado
produto. O método selecionado para garantir a esterilidade adequada do produto é
determinado pela natureza do material a ser esterilizado e pelas alteragdes fisico-
quimicas as quais ele esta sujeito.

A utilizacdo de calor em ambiente imido € um dos métodos mais eficazes de
destruicdo de microrganismos. A morte das células microbianas por acdo do calor
Umido resulta da desnaturacdo das proteinas e da desestabilizacgdo da membrana
citoplasmatica. A destruicdo das células ocorre quando estas sdo sujeitas a temperaturas
superiores a temperatura maxima de crescimento dos microrganismos. Enquanto que a
esterilizacdo por radiacdo gama ocorre devido a agdo das ondas eletromagnéticas que
danifica 0 DNA dos microrgarnismos.

Os testes de esterilidade sdo aplicados a insumos farmacéuticos, medicamentos e
a produtos da area da salde para analisar a auséncia de bactérias e fungos garantindo
que o0 método de esterilizacdo € adequado para ser utilizado.

Nos dois meios testados neste trabalho (Tioglicolato e Sabouraud) comprovou-se
que os métodos de esterilizacdo utilizados foram efetivos. A Figura 17 apresenta o
aspecto visual dos tubos de ensaios contendo os meios. Observa-se que os tubos de
ensaio (2 e 5) contendo a membrana ureasil-poliéter esta limpido, assim como o tubo de
ensaio do teste negativo (3 e 6), diferente do tubo de ensaio contendo o controle teste
positivo (1 e 4). Desta forma, conclui-se que os métodos de esterilizacdo utilizados
promoveram a completa eliminacdo ou destruicdo de todas as formas de

microrganismos presentes nos materiais hibridos.
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Figura 17. Teste de esterilidade em meio Tioglicolato e meio Sabouraud: controle
positivo, amostra e controle negativo.
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6.3 Calorimetria Exploratoria diferencial (DSC)

A Técnica de DSC foi utilizada para avaliar se 0s processos de esterilizacdo ndo
ocasionaram nenhum efeito estrutural nos materiais hibridos ureasil-poliéter.

Esses materiais hibridos ja foram analisados pela técnica de DSC por diferentes
trabalhos na literatura (CHIAVACCI et al., 2004; MOLINA et al., 2010; LOPES et al.,
2012; PAREDES et al., 2014). Normalmente no material ureasil-PEO1900 sdo
observados trés eventos, sendo o primeiro um desvio da linha de base entre -50 e 0°C,
caracteristico de uma variacéo de entropia vinculado a transi¢éo vitrea (Ty) do material.
O segundo € um pico endotérmico em aproximadamente 25°C que caracteriza a fusdo
dos dominios cristalinos do material poli 6xido etileno 1900. O terceiro é um pico
exotérmico alargado em torno de 100°C que caracteriza a evaporagdo da dgua ou etanol
utilizados nos processos de formacao do material.
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A Figura 18 mostra as analises térmicas do material ureasil-PEO1900
esterilizados por radiacdo gama e autoclave. As curvas de DSC das amostras ureasil-
PEO1900 sem e ap0s 0s processos de esterilizacdo revelam a presenca de um evento de
fusdo da fase polimérica cristalina que ocorre entre 24 e 27°C. Observa-se também na
regido entre 75 a 200°C eventos caracteristicos de evaporagédo de solventes, como agua
e etanol, que permanecem no interior da amostra durante as etapas de sintese utilizadas

para o desenvolvimento e formacgéo do material.

Figura 18. DSC do material ureasil-PEO1900 esterilizados por radiacdo gama e por
autoclave.
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Na amostra submetida ao processo de esterilizacdo por calor tmido esse evento
é mais pronunciado, isso pode ser justificado devido ao material possuir alto grau de
hidrofilicidade, permitindo com que o vapor de &gua utilizado no processo de
esterilizacdo fique retido no interior do material.

Outra informacéo relevante é o célculo do grau de cristalinidade (GC). Nesse
material (ureasil-PEO1900) ocorre o aparecimento de regides ou dominios cristalinos
rodeados por uma fase desordenada e amorfa caracterizando a formag&o de um polimero
semi-cristalino (MOLINA et al., 2010). Assim é possivel calcular o GC a partir da

variacdo da entalpia de fusdo (AHy) e a variacdo de fusdo do poli oxido etileno 1900
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cristalino (AHp), sendo este parametro encontrado na literatura no valor de 196,8 J gt

(SILVA et al., 2007). A relacao € dada pela seguinte equacéo 3:

_ anf
GC = AHpx100 eq.(3)

A tabela 3 apresenta os valores da temperatura de fusdo (Tf) e os valores do grau
de cristalinidade do material ureasil-PEO1900.

Tabela 3. Valores de Temperatura de fusdo (Tf) e grau de cristalinidade (GC) do
material ureasil-PE01900.

Material Tf (°C) GC (%)

"U-POE1900 | 2626 | 266
U-POE1900 24 kGy 25.97 27,2
U-POE1900 34 kGy 26.79 19,5
U-POE1900 Calor tmido 24.57 44,4

Observa-se que os valores de temperatura de fusdo apresentam-se muito
proximos independentemente do tipo de processo de esterilizacédo utilizado. Entretanto,
observou-se uma variacdo no grau de cristalinidade para todos os métodos de
esterilizacdo com excecdo do método de esterilizagdo por radiacdo gama a 24 kGy que
ndo ocasionou alteracdo significativa na fracdo cristalina para justificar uma mudanca
estrutural.

O material ureasil-PEO1900 esterilizado com radiacdo gama a 34 kGy
apresentou uma diminuic¢do no valor da fracdo cristalina em relacdo ao material sem ser
esterilizado, esse fato revela que ocorreu um aumento das estruturas amorfas.

O material ureasil-PEO1900 esterilizado pelo método de calor imido revelou
um aumento no valor da fracdo cristalina (44%) em relagdo ao material sem
esterilizacdo (26,6%).

Esses resultados revelam que dependendo do método de esterilizagdo utilizado
pode-se variar o grau de cristalizacdo e modificar o estado flexivel, rigido ou vitreo do
material.

O método de esterilizacdo por calor umido pode ocasionar uma alteragdo maior
na estrutura do material devido a este material (ureasil-PEO) ser capaz de intumescer
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ap6s o contato com vapor de agua ocasionando uma alteracdo no estado vitreo
(conformacdo altamente enovelada) para um estado mais relaxado caracteristico do
intumescimento (maleavel). Tanto o aumento quanto a diminuicdo do grau de
cristalinidade provocada pelos métodos de calor Umido e de radiacdo gama a 34 kGy
podem resultar em alteragdes das caracteristicas finais do material, interferindo em
fatores como: afinidade pela agua, propriedades de incorporacdo de substancias e
liberacédo controlada de substancias.

Assim, esse estudo revelou que apesar de todos os métodos de esterilizacdo
utilizados serem capazes de eliminar os microrganismos, apenas 0 uso da esterilizacdo
por radiacdo gama a 24 kGy mostrou-se adequado, uma vez que nao ocasiona mudancas
na estrutura do material.

Segundo dados da literatura (MENDES, 2012; LOPES et al., 2012), os materiais
ureasil-PPO400 e ureasil-PEO500 nédo apresentam cristalinidade evidenciando a sua
completa natureza amorfa, por esse fato ndo foram realizados ou discutidos 0s

resultados de DSC desses materiais.

6.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A homogeneidade nanoestrutural e o intumescimento desses materiais na
presenca de agua, saliva e tampao de fosfato foram estudos anteriormente (SANTILLI
et al., 2009; OSHIRO-JR et al., 2016). Verificou que a presenca de sais e de outros
componentes da saliva ndo alteraram as suas caracteristicas. Sendo assim, neste trabalho
foi utilizado como meio o tampéo fosfato, meio que mimetiza o plasma, uma vez que
essas membranas serdo introduzidas cirurgicamente e este serd 0 meio bioldgico mais
presente.

Os materiais ureasil-poliéter sdo formados por uma cadeia organica polimérica e
por uma fase inorgénica contendo ligacGes Si-O-Si (“nds” de silicio). A Figura 19
mostra a estrutura do material e a organizagdo espacial desses “nos” de silicio. Desta
forma, a técnica de SAXS é utilizada para sua caracterizacdo, uma vez que existe

diferenca de densidade eletronica entre os “nés” de silicio e a cadeia organica.
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Figura 19. Distancia de correlagio entre os “nos” de silica.
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Assim, a distancia de correlagdo entre dois “nés” de silicio pode ser calculada,
utilizando a equacéo 4: d = 2z/gmax, onde d é a distancia entre os grupos siloxanos e
gmax é o valor maximo da posicdo do pico presente na curva de SAXS, sendo que,
quanto menor o valor do gmax maior € a distancia entre os dominios inorganicos do
material.

A figura 20 mostra as curvas de SAXS correspondentes as membranas ureasil-
PPO400, ureasil-PEO500, ureasil-PEO1900 secas (sem contato com 0 meio).

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 75

Figura 20. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-PPO400, ureasil-PEO500,
ureasil-PEO1900 secas.
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As curvas de SAXS das membranas ureasil-POP400, ureasil-POE1900 e ureasil-
PEO500 apresentam apenas um pico largo, que evidencia a homogeneidade da matriz e
a existéncia de forte correlacdo espacial entre os espacos regulares chamados de “nés”
de silicio (Si-O-Si) da rede polimérica (DAHMOUCHE et al., 1999). Pode-se observar
que a distancia entre os “nds” de silicio aumenta conforme maior a massa molecular do
polimero utilizado.

A Figura 21 mostra as curvas de SAXS para as misturas desses materiais, 0S
mesmos fatos observados para as amostras puras sdo observados para as misturas.

A mistura ureasil-POP400/POE1900 apresenta um segundo pico que foi destacado na
Figura 20 com um circulo tracejado. Para uma melhor visualizacdo essa parte foi
ampliada na Figura 22.

Esse dado sugere que esta regido é referente ao material ureasil-POE1900 e que
devido a mistura com o material ureasil-POP400 ocorreu um aumento na distancia de
correlagdo entre os grupos siloxanos, uma vez que, sua distancia no material puro € de

4,30 nm e na mistura € 9,81nm.
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Figura 21. Curvas de SAXS para as membranas com misturas dos materiais ureasil-
PPO400/ureasil-PEO500 e ureasil-POP400/ureasil-PEO1900 secas.
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Figura 22. Curva de SAXS, material ureasil-POP400/POE1900.
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Foi possivel avaliar a evolugdo temporal das distdncias de correlacdo entre os
grupos siloxanos quando em contato com o tampao. Nesses materiais 0 meio pode
penetrar no material, ocasionando um relaxamento nas cadeias poliméricas, que resulta
no afastamento dos grupos siloxanos, aumentando a distancia entre “nds” de silicio. As
curvas nomeadas “secasS” correspondem as amostras antes de entrar em contato como o
tampao.

As figuras 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30 apresentam os resultados da evolugéo
temporal das curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400, ureasil-PEO500,
ureasil-POE1900, ureasil-PPO400/POE500 (80/20), ureasil-PPO400/POES500 (50/50),
ureasil-PPO400/POE500 (20/80), ureasil-PPO400/POE1900 (80/20) e ureasil-
PPO400/PEO1900 (50/50), respectivamente, em contato com o meio.

Figura 23. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400 durante o processo de
passagem do tampdo fosfato.
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Figura 24. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POE500durante o processo de
passagem do tampéo fosfato..

| (g) unidade arbitraria

0,0022 -
0,0020 -
0,0018 -
0,0016 -
0,0014 -
0,0012 -
0,0010 -
0,0008 -
0,0006 -
0,0004 -
0,0002 -

0,0000

Ureasil-PEO500

1 min
10 min
20 min
30 min
40 min
50 min
60 min
seco

o o o o

FrPofRol @0 @

g (nm”)

Figura 25. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POE1900durante o processo de
passagem do tampéo fosfato.
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Figura 26. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400/POE500 (80/20)
durante o processo de passagem do tampéo fosfato.
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Figura 27. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400/POE500 (50/50)
durante o processo de passagem do tampéo fosfato.
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Figura 28. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400/POE500 (20/80)
durante o processo de passagem do tampéo fosfato.
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Figura 29. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400/POE1900 (80/20)

durante o processo de passagem do tampéo fosfato.
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Figura 30. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400/POE1900 (50/50)
durante o processo de passagem do tampéo fosfato.
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Podemos observar pela Figura 23 que as curvas para o material ureasil-POP400
ndo tém seu pico deslocado para baixos valores de gmax durante os 60 minutos que o
material ficou em contato com o tampéo fosfato. Caso ocorresse a difusdo do meio para
0 material ocorreria um distanciamento entre os grupos siloxanos, resultando em curvas
com picos em valores menores de gmax. Esse resultado pode ser explicado devido ao
carater hidrofébico do material ureasil-POP400 e sua baixa massa molar, que dificulta a
entrada do tampao fosfato no material.

Observando as Figuras 24 e 25 podemos verificar que, para esses materiais as
curvas de SAXS tém o pico deslocado para baixos valores de gmax, conforme aumenta
0 tempo de contato material/meio, indicando que estd ocorrendo um relaxamento das
cadeias poliméricas e 0s grupos siloxanos estdo se distanciando (processo de
intumescimento). Este fato € ocasionado pelo carater hidrofilico desses materiais e a
massa molecular que também tem influéncia nos resultados, sendo que quanto maior o
tamanho da cadeia polimérica, maior ¢é a distancia entre os “nds” de silica.

Quando misturamos o material ureasil-PPO400 (80%) (hidrofébico) com o
material ureasil-POE500 (20%) (hidrofilico, baixa massa molecular) (Figura 26),

observamos que as curvas de SAXS nao tém o pico deslocado para baixos valores de
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gméax. A alta concentracdo do material hidrofobico (ureasil-PPO400) predomina, e isto
indica que nessa mistura ndo ocorre intumescimento.

Na figura 27 e 28 temos a mesma mistura de material (ureasil-POP400 e
material ureasil-POE500), porém a concentracdo do material ureasil-POE500 ¢ igual
(Figura 27) ou superior (Figura 28) a do material ureasil-PPO400. Neste caso foi
observado o deslocamento do pico das curvas de SAXS para menores valores de gmax.
Conforme esperado, a propor¢cdo com maior concentragdo apresentou um maior
deslocamento dos “nods” de silica.

Na Figura 29 e 30 temos a mistura do material ureasil-PPO400 com o material
ureasil-PEO1900 (hidrofilico com alta massa molecular), neste caso temos dois picos,
um relacionado ao material-POP400 e o segundo relacionado ao material-POE1900,
sendo que apenas esse apresenta o deslocamento do pico para baixos valores de gmax.
A presenca do segundo pico pode ser explicada pela diferenca do tamanho das cadeias
poliméricas, diferente da mistura do material ureasil-POE500 (Figura 25, 26 e 27) onde
ocorreu apenas a presenca de apenas um pico devido ao tamanho similar das cadeias.

A Tabela 4 apresenta os valores para 0s parametros gmax e d calculados para

todos 0s materiais acima.
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Tabela 4. Posicdo dos picos no vetor de espalhamento gmax e distancia de correlagdo d
entre os grupamentos siloxanos e a regido polimérica da matriz para os hibridos ureasil-
POP 400, ureasil-PEO500, ureasil-POE 1900, ureasil-POP400(80%)/ureasil-PEO500
(20%), ureasil-POP400(50%)/ureasil-POE500(50%), ureasil-POP400(20%)/ureasil-
PEO500 (80%), ureasil-POP400(80%)/ureasil-POE1900(20%) e ureasil-
POP400(50%)/ureasil-POE1900(50%).
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A partir do valor da distancia de correlagdo (d) calculada, pode-se analisar a
porcentagem de aumento da distancia entre os grupos siloxanos apds cada tempo de
contato com o meio, atraves da relacdo: Ad= dt-ds/dt, onde dt é o valor da distancia de
correlacdo em um tempo t de contato com o meio de liberacdo e ds é o valor da
distancia de correlacdo calculado para a amostra seca (antes do contato com 0 meio de

liberacdo). A figura 31 apresenta esses valores.

Figura 31. Intumescimento nanoscépico em funcdo do tempo de contato com tampéao
fosfato.
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E possivel observar que as membranas com o material ureasil-POE1900 e
ureasil-POE500 apresentam um alto grau de expansao em funcéo do tempo, 31% e 30%
respectivamente; entretanto, vale ressaltar que o material ureasil-POE1900 ficou 30
minutos enquanto o material ureasil-PEO500 60 minutos, indicando que o material
ureasil-POE1900 tem maior capacidade de intumescimento. Este fato conforme
mencionado acima esta relacionado com o carater hidrofilico desses materiais, que
facilita a entrada e difusdo do meio para membrana resultando em um relaxamento das
cadeias poliméricas, enquanto que o material ureasil-POP400, por ser altamente
hidrofébico, ndo apresentou expansdo durante o tempo utilizado no experimento
(SANTILLI et al., 2009).
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A mistura do material ureasil-PPO400/PEO1900 (80/20) apresentou um
intumescimento de 14,87% ap6s 60 minutos de experimento. Esse dado sera utilizado
como referéncia, para selecionar membranas para estudos posteriores in vivo, uma vez
que, em estudo anterior (ver justificativa) foi demonstrado que a membrana preparada
com esta propor¢do possui maior biocompatibidade. No caso da membrana ureasil-
PEO1900 os estudos anteriores revelaram que devido ao alto grau de intumescimento
ela e capaz de lesionar o tecido provocando um alto grau de inflamacéo.

A mistura do material ureasil-PPO400/PEO500 (80/20) apresentou 0 mesmo
comportamento da membrana ureasil-PPO400. Assim, provavelmente o perfil de
liberacdo e de biocompatibilidade “in vivo” desses materiais serdo parecidos com os do
material ureasil-PPO400 puro, devido a esse fato, o material foi descartado para esses
estudos posteriores.

A mistura ureasil-PPO400/PEO500 (20/80) apresentou um intumescimento de
21,70% em 60 minutos. A mistura ureasil-PPO400/PEO1900 (50/50) revelou
intumescimento semelhante de 21,70%. Sendo assim, por apresentarem um grau de
expansdo superior ao material de referéncia, os materiais ureasil-PPO400/PEO500
(20/80) e ureasil-PPO400/PEO1900(50/50) foram descartados para 0s experimentos
posteriores.

A mistura de ureasil-PPO400/PEO500 (50/50) revelou um intumescimento de
7,36% ap06s 60 minutos e sera utilizada assim como a mistura de referéncia para 0s
demais experimentos.

O uso da técnica de SAXS permitiu analisar a evolucdo da distancia de
correlagdo dos materias em contato com o meio, sendo importante para a sele¢do dos
materiais, que serdo utilizados para a incorporacdo do peptideo para os teste de

liberagdo in vitro e a avaliagdo in vivo.

6.5 Analise mecanica dinamica (DMA)

Uma das caracteristicas para uma membrana de barreira fisica ser considerada
ideal é possuir resisténcia mecanica (para que seja capaz de resistir a pressdes exercidas
pelo tecido sobrejacente e as forcas externas como a mastigacdo, além de nao esfiapar-
se ou fragmentar-se quando for cortada para aplicagdo no local da lesdo) e flexibilidade
(para ser clinicamente manuseéavel).

Com o intuito de verificar essas caracteristicas, a analise da resisténcia mecénica

das membranas ureasil-poliéter foi realizada, a partir de sua deformagdo quando

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 86

submetida a uma forca em sua superficie. A figura 32 apresenta as curvas de
deformacdo em funcdo do aumento da forca para as membranas ureasil-PPO400,
ureasil-PEO500, ureasil-PEO1900, ureasil-PPO400/PEO1900 (80/20), ureasil-
PPO400/PEO500 (50/50) e para a membrana de colageno comercial (INFUSE®).

Figura 32. Curvas de deformacdo em funcdo do aumento da forga para as membranas
ureasil-PPO400, ureasil-PEO500, ureasil-PEO1900, ureasil-PPO400/PEO1900 (80/20),
ureasil-PPO400/PEO500 (50/50) e para a membrana de colageno comercial
(INFUSE®).
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Observa-se na Figura 32 que mesmo com a aplicacdo de uma elevada forca
(15N) sobre as membranas, ndo ocorreu ruptura ou danos, mesmo para as membranas
que sofreram grandes deformacdes como a membrana comercial (63%) e a membrana
de ureasil-PEO1900 pura (30,4%).

A membrana ureasil-PPO400 foi a que obteve a menor deformacéao (10,7%), a
membrana ureasil-PEO500 deformou 23,1%. Para as membranas selecionadas a partir
dos experimentos anteriores para sequéncia do trabalho, foi observado que a mistura
ureasil-PPO400/PEO500 (50/50) sofreu uma deformacédo de 15%, enquanto que para a
mistura ureasil-PPO400/PEO1900 (80/20) a deformacéo foi de 17,8%.

Esses resultados revelam que as misturas sofrem uma diminui¢do na deformacéo
em relacdo as membranas puras (ureasil-PEO1900 e ureasil-PEO500), este fato é

ocasionado pela suas misturas com o material ureasil-PPO400 que é mais rigido,

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 87

portanto é mais resistente a deformagdo, enquanto que os materiais ureasil-PEO1900 e
ureasil-PEO500 sdo mais flexiveis e menos resistentes a deformacdo. Este
comportamento pode ser explicado pela cadeia polimeérica dos materiais. Os materiais
com baixa massa molecular como o ureasil-PPO400 possuem em sua estrutura a
presenca de um numero maior de grupamentos siloxano, portanto, um maior nimero de
“nos de silicio” que resulta em uma maior rigidez da membrana, dificultando sua
deformacdo. Dessa forma temos um material menos flexivel. Por outro lado, a alta
massa molecular do material ureasil-PEO1900 confere a membrana menos grupamentos
siloxanos e uma capacidade maior de relaxamento, que resulta em maior flexibilidade e
maior deformacédo, resultando em uma material mais flexivel.

Embora as misturas tenham proporcionado ao material ureasil-PPO400 uma
maior flexibilidade, quando comparamos com a membrana comercial observamos que
estas possuem uma deformacdo superior. Apesar de uma menor deformacdo vale
destacar que as membranas apresentaram boa resisténcia mecanica, uma vez que

durante todo o experimento ndo houve ruptura.

6.6 Determinacéo do pH

Apo6s o implante da membrana o pH local ndo pode sofrer uma alteracéo
extrema, uma vez que valores extremos de pH podem ocasionar efeitos citotoxicos. A
faixa de pH considerada adequada é 6,0 <pH < 8,5 (DRIESSENS et al., 1997).

Assim as medidas de pH em funcdo do tempo de imersdo das membranas
ureasil-poliéter na solugdo de SBF a 37°C foram realizadas. A solu¢do SBF inicialmente
possuia pH 7,4 e esse valor foi considerado como o0 momento 0. As varia¢Ges dos perfis

de pH da solucéo ocasionados pelas membranas estdo demonstradas na figura 33.
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Figura 33. Medidas de pH em funcdo do tempo de imersdo das membranas ureasil-
poliéter na solucdo de SBF.
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Observa-se pela figura 33 que as membranas ureasil-PPO400/PEO500 (50/50) e
ureasil-PPO400/PEO1900 (80/20) apresentaram resultados semelhantes durante todo o
periodo analisado (2 dias), seus valores permaneceram entre 7,38 e 7,64.

Sendo assim, conclui que, as membranas nao alteram o pH da solucédo de SBF a

valores diferentes dos considerados aceitaveis para uso clinico.

6.7 Sintese do Peptideo
O composto bruto foi purificado por CLAE em modo semi-preparativo, obtendo-
se um material com pureza consideravel (> 94%). O perfil cromatografico do peptideo

OGP bruto e puro (fragdo com maior grau de pureza) pode ser observado na figura 34.
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Figura 34. Perfil cromatografico do peptideo OGP bruto e puro.
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O peptideo foi analisado por espectrometria de massas. O resultado é mostrado
na figura 35, onde a identidade molecular do peptideo foi confirmada por determinacao
da correspondente massa molecular, 1.523,8 g.mol™, determinada pela técnica ES-MS
positivo [ES m/z =763 (M + 2H) +2 509,1 (M+3H)+3].

Figura 35. Espectro de massas do peptideo OGP puro.
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O perfil cromatografico do peptideo OGP-CF bruto e puro (fragdo com maior

grau de pureza) pode ser observado na figura 36.
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Figura 36. Perfil cromatografico do peptideo OGP-CF bruto e puro.
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O peptideo OGP-CF foi analisado por espectrometria de massas. O resultado é
mostrado na figura 37, onde a identidade molecular do peptideo foi confirmada por
determinacéo da correspondente massa molecular, 1.882,50 g.mol™, determinada pela
técnica ES-MS positivo [ES m/z = 942,8 (M+2H)™ 628,2 (M+3H)" ® e 4715
(M+4H)™].

Figura 37. Espectro de massas do peptideo OGP-CF puro.
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Podemos observar que os perfis cromatograficos dos OGP e OGP-CF puros

possuem um Unico pico em relacdo aos cromatogramas referentes ao extrato bruto, este
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fato confirma que os procedimentos utilizados resultaram na obtencdo adequada do

material.

6.8 Curva Analitica (Linearidade)

Um espectro de fluorescéncia do peptideo OGP-CF foi realizado para verificar o
comprimento de onda maximo de emissao (Figura 38). O monocromador de excitacdo
foi fixado em 492 nm (A méximo de absor¢ao, de acordo com o fabricante) e de emissao
em 520 nm. Assim, foi possivel obter a linearidade do método de quantificacdo do

OGP-CF, sendo determinada pela construcdo da curva analitica.

Figura 38. Espectro de fluorescéncia do OGP-CF.
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A regressdo linear forneceu a equacdo de reta: y= 58,953.X - 0,9096 e o

coeficiente de correlagao r’=0,9987. A Figura 39 apresenta a curva analitica.
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Figura 39. Curva analitica do OGP-CF em agua.
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6.9 Teste de liberacdo do OGP-CF a partir das membranas

Os perfis de liberacdo do OGP-CF a partir das membranas formadas pelas
misturas ureasil-POP400/POE1900 (80/20) e ureasil-POP400/PEO500 (50/50) estédo
apresentados na Figura 40. Observa-se que a membrana ureasil-PPO400/1900 liberou
uma maior quantidade de OGP-CF. Este comportamento estd de acordo com o
observado para o intumescimento desses materiais (discutido no iten 5.5 (Espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS)), ou seja, quanto maior 0 intumescimento maior a

capacidade do meio se difundir e consequentemente maior a liberagéo.
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Figura 40. Perfil de liberagdo OGP-CF incorporada nas membranas ureasil-

POP400/POE500 e ureasil-PPO400/PEO1900.
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A Tabela 5 relaciona os valores da porcentagem de OGP-CF liberado durante as
48 h a partir das membranas Ureasil-POP400/POE1900 e Ureasil-POP400/PEO500. De
acordo com os resultados, a liberagcdo do peptideo ndo atinge 100% de liberacdo em

nenhuma membrana testada.

Tabela 5. Porcentagem de OGP-CF liberada a partir das membranas Ureasil-
POP400/POE500 e Ureasil-POP400/PEO1900.

Tempo de liberagéo % Liberada % Liberada
(U-PPO400/PEO500) (U-PPO400/PEO1900)
0 0,00 0,00

30min 1,77 (+ 0,02) 2,23 (+0,18)
1h 2,04 (+ 0,05) 3,42 (+ 0,16)
2h 2,70 (+ 0,08) 6,52 (+ 0,45)
4h 2,84 (£ 0,02) 8,27 (£ 0,13)
6h 3,00 (+ 0,07) 12,61 (+ 1,23)
12h 4,28 (+ 0,20) 15,63 (+ 0,37)
24h 5,07 (+ 0,38) 19,76 (+ 0,78)
48h 7,79 (£ 0,10) 21,76 (+ 0,50)

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 94

Os resultados de liberagdo podem ser explicados por dois fatores. O primeiro
esta relacionado com as caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas dos polimeros hibridos
e 0 segundo com o tamanho da cadeia molecular.

As membranas utilizadas neste estudo sdo baseadas em misturas de um polimero
mais hidrofébico de baixa massa molecular (PPO400) com polimeros mais hidrofilicos,
entretanto o material PEO 500 possui menor massa molecular em relacdo ao material
PEO 1900, e este fato resulta em um material com menor capacidade de intumescimento
(7,36%) em relagdo a membrana desenvolvida com o material PEO1900 (14,87%).
Além do intumescimento menor, a baixa massa molecular dessa mistura (PPO400 e
PEO500) faz com que a membrana possua muitos grupamentos siloxano, conferindo a
membrana uma maior rigidez (ver resultados de DMA, item 5.6) e essa rigidez interfere
no processo de difusdo do principio bioativo, 0 que resulta em uma menor taxa de
liberagcdo (CARBINATO et al., 2014). Sendo assim, essas membranas precisam de um
tempo maior para que o inicio do processo de liberacdo aconteca.

O ajuste dos dados de liberacdo do peptideo por modelos matematicos €
importante para a elucidagdo dos mecanismos de transporte envolvidos no controle do
processo de liberacdo do peptideo a partir do sistema (Em todos os casos foi utilizado o
programa SigmaPlot 10.0 para analise dos modelos). A Tabela 6 mostra os modelos
matematicos que foram aplicadas ao perfil de liberacdo do OGP a partir das misturas
uresil-PPO400/PEO1900 e ureasil-PPO400/PEO500. O criterio utilizado para escolher o
melhor modelo matematico foi o maior valor do coeficiente estatistico de determinacao
() (CARVALHO et al., 2013).

Tabela 6. Valores do coeficiente de determinaco (r?), obtido através do ajuste do perfil
de liberagcdo do OGP com diferentes modelos matematicos.
Modelo de liberacdo PPO400/PEO1900 PPO400/PEO500

80:20 50:50

r2 r2
Peppas 0.9567 0.9701
Zero-Order 0.7362 0.8560
Baker 0.9303 0.9127
Higuchi 0.9170 0.9095
First-Order 0.4677 0.3819

De acordo com a tabela 7, observa-se que o modelo que melhor se ajustou as

curvas de liberacdo foi o proposto por Peppas. Para o modelo de Peppas os valores do
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expoente "n" € o que determina 0 mecanismo de transporte do farmaco da matriz para o
meio. Quando os valores de "n™ sdo menores do que 0,45, a liberacdo ocorre por difusdo
fickiana. Quando os valores de "n™ estdo entre 0,45 e 0,89, a liberacdo é regulada pelo
transporte anémalo, e finalmente, quando os valores de "n" sdo maiores que 0,89 a
liberagé&o ocorre por transporte do tipo caso |1 (CARBINATTO et al., 2014).

A tabela 7 mostra os valores "n". Observa-se que o valor do expoente “n” para o
material ureasil-PPO400/PEO1900 ficou entre 0,45 e 0,89, assim, o mecanismo de
transporte € o transporte andmalo, onde o intumescimento e difusdo Fickiana sdo os
mecanismos de transporte para liberar o peptideo a partir da matriz para o meio.
Enquanto que para o material ureasil-PPO400/PEO500 o valor do expoente “n” ficou
abaixo de 0,45, assim, o principal mecanismo de transporte do peptideo da matriz para o

meio é a difusdo Fickiana.

Tabela 7. Valores do expoente "n" para as membranas testadas, considerando o modelo
matematico de Peppas.

PPO400/PEO1900 PPO400/PEO500
80:20 50:50

Exponent “n” 0.463 0.317

6.9 Microscopia de forca atbmica (MFA)

Os experimentos de MFA foram realizados para uma melhor compreensdo da
superficie desses materiais uma vez que fatores como poros e rugosidade sao
fundamentais para que ocorre a homeostasia do tecido dsseo.

A figura 41 mostra os resultados das topografias em modo contato para 0S
materiais ureasil-PPO400 (A), ureasil-PEO500 (B), ureasil-PEO1900 (C) e contorno

topografico ao longo da seta na imagem A, B e C (D).
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Figura 41. Imagem topogréfica (3D) em modo de contato para Ureasil-PPO400 (A),
Ureasil-PEO500 (B) ureasil-PEO1900 (C) e contorno topografico ao longo da seta na
imagem A, Be C (D).
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Observa-se na Figura 41 que os materiais ureasil-PPO400 (A) e ureasil-PEO500
(B) tem uma superficie plana com altura maxima na area considerada de 1,34 nme 7
nm, respectivamente. Contudo, no material ureasil-PEO500 podemos observar a
presenca de poros distribuidos ao longo de toda a superficie analisada, com uma média
de didmetro de 535 nm. O material ureasil-PEO1900 (C) apresentou uma superficie
rugosa com variagcfes na altura maxima na area considerada de 0,2 nm e 90 nm e poros
com uma meédia de didmetro de 2,2 pm.

Diferentes trabalhos do nosso grupo demonstram que o mecanismo de liberacéo
lenta ou répida de fArmacos nesses materiais esta associado ao intumescimento ou néo
desses materiais que ocorre pelo seu caratér hidrofilico/hidrofébico e variava conforme
0 tamanho da cadeia molecular (MOLINA et al., 2010; OSHIRO-Jr et al., 2014;
PAREDES et al., 2014; SANTILLI et al., 2009). Os poros revelados nesse trabalho é
um novo mecanismo que contribui para a liberacdo do farmaco, uma vez que facilitam a
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penetracdo do meio dentro do material e consequemente, ocorre uma maior dissolucéo
do farmaco e maior facilidade para sair da matriz.

Outra vantagem dos materiais porosos é sua capacidade de armazenar grandes
quantidade de farmacos em relagdo a outros nanosistemas como, lipossomas,
nanoemulsdes e micelas (HORCAJADA et al., 2010). Esta capacidade maior contribui
com o desenvolvimento de sistemas que diminuem a frequéncia de administracdo de
farmacos, o que contribui para melhor adesdo do paciente ao tratamento (BURGESS,
2006).

Outro fator interessante para nosso trabalho é que materiais porosos promovem
melhor crescimento ésseo através do material. Apesar da porosidade diminuir a
resisténcia do material isoloda, no tecido temos uma melhor ligacdo material/tecido, e
resulta que in vivo a porosidade aumenta a resiténcia do material (HUBERT et al., 1973;
KAWACHI et al., 2000).

A figura 42, 43, 44 e 45 mostra os resultados da topogradia em diferentes
temperaturas para 0s materiais ureasil-PPO400/PEO500 sem OGP, ureasil-
PPO400/PEO500 com OGP, ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP, ureasil-
PPO400/PEO1900 com OGP, respectivamente.
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Figura 42. Imagem topografica em modo de contato para o material ureasil-

PPO400/PEO500 na proporcao 50/50 sem OGP em diferentes temperaturas.
Ureasil-PPO400/PEO500 sem OGP

Figura 43. Imagem topografica em modo de contato para o material ureasil-
PPO400/PEO500 na propor¢do 50/50 com OGP em diferentes temperaturas.
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Figura 44. Imagem topografica (3D) em modo de contato para o material ureasil-
PPO400/PEO1900 na proporcdo 50/50 sem OGP em diferentes temperaturas.

Ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP

Figura 45. Imagem topografica (3D) em modo de contato para o material ureasil-
PPO400/PEO1900 na proporcédo 50/50 com OGP em diferentes temperaturas.
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A tabela 8 apresenta os valores de rugosidade média para todos os materiais com

0 aumento da temperaturas.

Tabela 8. Rugosidade média (RMS) para as misturas dos materiais hibridos submetidos

a diferentes temperaturas.

Hibrido RMS (nm) | RMS (nm) | RMS (nm) | RMS (nm) | RMS (nm)
25 °C 30 °C 35°C 40 °C 45 °C
Ureasil-PPO400/PEO500
sem OGP 3,41 3,44 3,46 3,45 3,48
Ureasil-PPO400/PEO500
com OGP 3,31 3,60 4,30 3,75 3,87
Ureasil-PPO400/PEO1900
sem OGP 23,17 20,52 26,57 31,78 31,16
Ureasil-PPO400/PEO1900
com OGP 9,05 7,94 8,66 11,4 12,84

Observa-se que para a mistura dos materiais ureasil-PPO400 e ureasil-PEO500
na proporcdo 50/50 sem OGP (Figura 42) ndo ocorreu aumento ou dimini¢cdo da
rugosidade com o aumento da temperatura. A superficie apresentou poucos poros, com
diametro de 700 nm. Altura média de 3,41 nm em temperatura de 25 °C e 3,48 nm a 45
°C. Observa-se pelas imagens que esse material possui dois tipos de organizacdo
estrutural. A presenca desses diferentes dominios podem ser atribuidos ao diferente
carater hidrofilico/hidrofobico dos materiais.

Quando adicionamos o OGP no material (Figura 43) observa-se que nao
ocorreu alteraces significativas quanto a rugosidade média da &rea analisada. Contudo,
as imagens revelam uma nova organizacdo estrutural do material, este fato pode ser
atribuido ao OGP que possue carater hidrofilico e tem preferéncia em se ligar ao
material ureasil-PEO500 que possue um carater mais hidrofilico em relacdo ao material
ureasil-PPO400. Van den Berg e colaboradores (1994) sugeriram que o material menos
rigido tem maior possibilidade de se encontrar na superficie do filme.

Para a mistura dos materiais ureasil-PPO400 e ureasil-PEO1900 (80/20) sem
OGP (Figura 44) é possivel observar que a rugosidade média é maior em relacdo a
mistura ureasil-PPO400/PEO500 e que apds 40 °C houve um aumento na rugosidade do

material, este fato pode estar relacionado com a presenca do material ureasil-PEO1900
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que conforme foi observado na figura 41, este material apresenta uma rugosidade
elevada, provavelmente ocorrida pelo maior tamanho de sua cadeia polimérica.
Observa-se uma supeérficie com poucos poros e didmetro de 2,5 um. Quando adicionado
0 OGP (Figura 45) observa-se um aumento no didmetro médio dos poros (2,8 um) e
diminuigdo na rugosidade da superficie. Apesar dessa diminuicdo foi possivel observar
0 mesmo fato para a mistura sem o OGP, ou seja, ap6s 40 °C houve um aumento na
rugosidade do material. A diminui¢do na rugosidade para ap6s a adi¢cdo do OGP, pode
ser devido a este se ligar nos possivéis sitios de ligagdes da cadeia polimerica tornando
0 material mais homogeénio. Para os dois materiais fica evidente que a presenca do OGP
tem modificado a organizacdo dos materiais.

A rugosidade em biomateriais beneficia a adesdo de diferentes proteinas e
receptores de membranas que pode resultar em maior atracdo dos osteoblastos para a
formacdo da matrix extracelular sobre todo a superficie do material (Figura 46)
(GITTENS et al., 2011). Desta forma, pode-se esperar que nos estudos in vivo materiais
com valores maiores de rugosidade e com pores maiores como 0 ureasil-
PPO400/PEO1900 tenha melhor desempenho quando comparado com o ureasil-
PPO400/PEO500.

Figura 46. Esquema da interacdo entre 0sso e a superficie de um biomaterial. Fonte:
GITTENS et al., 2011.
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6.10 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro

Os ensaios de citotoxicidade in vitro estdo cada dia mais sendo utilizados, uma
vez que estes diminuem a necessidade da utilizagdo de animais de laboratorio, séo
rapidos e baratos. Contudo, nenhum ensaio in vitro consegue simular as condices in
vivo e ndo podemos extrapolar esses resultados (SANCHEZ et al., 2006).

Entretanto, o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization), 1ISO 10993, diz que o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste
que deve ser realizado para avaliacdo da viabilidade celular de qualquer biomaterial, e
uma vez comprovada a sua viabilidade, o estudo pode seguir para 0s ensaios em animais
de laboratérios. Souza e colaboradores (2013) avaliou a biocompatibilidade in vitro
desses materiais hibridos em fibroblastos pelo ensaio de MTT e os resultados
confirmaram que os materiais hibridos possuem alta viabilidade celular (SOUZA et al.,
2013).

O ensaio por sulforodamina B foi realizado nesse trabalho com a finalidade de
demonstrar a biocompatibilidade desses materiais frente a outro tipo de célula de
queratindcitos imortalizados (HACAT).

O corante sulforodamina B utilizado para o teste de citotoxicidade baseia-se na
coloragdo das proteinas. Este corante apresenta grupos sulfénicos que liga-se as
proteinas das células aderidas na microplaca, e estas por sua vez sdo precipitadas pelo
Acido Tricloro Acético (TCA — Sigma).

As linhagens HACAT sdo muito utilizadas para realizacdo de ensaios de
citotoxicidade por proporcionar um suprimento ilimitado de células, este fato assegura a
elevada reprodutibilidade (SPIELMANN et al., 1998).

A Figura 47 apresenta os resultados de viabilidade celular das membranas

ureasil poliéter pelo método de sulforodamina B utilizando as células HaCat.

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 103

Figura 47. Resultados de viabilidade celular pelo ensaio de sulforodamina B.
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Observa-se gque todos os materiais testados ndo apresentam citotoxicidade, uma
vez que o valor minimo de viabilidade de células foi 75 % para o material ureasil-
POE1900 e o valor méximo foi 90% para o material ureasil-POP400.

Esses resultados revelam que o material ndo apresenta citotoxicidade celular a
célula HACAT, entretanto é importante estudar completamente a resposta de
mecanismos celulares, uma vez que técnicas em monocamada como MTT ou

Sulforodamina B ndo simulam as condigdes in vivo.

6.11 Teste in vivo —Analise Histoldgica

A andlise histoldgica € importante para avaliar o nivel de inflamagdo em torno
dos materiais implantados. Os resultados sdo essenciais para avaliar se o material é
biocompativel. A Figura 48 mostra todas as fotomicrografias dos defeitos na calota com
7,15, 30 e 60 dias de implante.
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Figura 48. Fotomicrografias dos defeitos Osseos ap6s 7, 15, 30 e 60 dias do
procedimento cirurgico para a membrana comercial (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG,
Biomaterials) e para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 (80:20) sem OGP, aumento
de 100x.

7 dias 15 dias 30 dias 60 dias

Membrana comercial

Membrana
Ureasil-PPO400/PEQ1900

Para a membrana comercial de colageno, o inicio da formagdo Ossea nas
margens dos defeitos foi observado apés 7 dias de implante (Figura 49). A presenca de
estase sanguineo, tecido conjuntivo desorganizado, membrana em degradacdo associada

a infiltracdo de células mononucleares e no meio do defeito também foram observadas.

Figura 49. Fotomicrografias dos defeitos dsseos ap6s 7 dias do procedimento cirurgico
para a membrana comercial (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG, Biomaterials), aumento
de 100x.

Aos 15 dias (Figura 50), houve um aumento na quantidade de formacg&o Gssea na
margem do defeito com aspecto do 0sso no estdgio de maturagdo. O tecido conjuntivo
no centro do defeito foi bem organizado e a membrana ainda estava em fase de
degradacdo sem encapsulamento associado com infiltrado inflamatério mononuclear

sem estase de sangue.
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Figura 50. Fotomicrografias dos defeitos 6sseos apds 15 dias do procedimento cirurgico
para a membrana comercial (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG, Biomaterials), aumento
de 100x.

Apos 30 dias (Figura 51), observou-se uma evolucdo, devido ao aumento da
quantidade de osso formado na margem do defeito, com presenca de osteoblastos no
peridsteo com aspecto de células ativas na produgdo da matriz. O tecido conjuntivo
estava mais organizado e a membrana apresentou degradacdo associada ao infiltrado de

células mononucleares.

Figura 51. Fotomicrografias dos defeitos 6sseos apds 30 dias do procedimento cirurgico
para a membrana comercial (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG, Biomaterials), aumento
de 100x
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Aos 60 dias (Figura 52), verificou-se uma grande quantidade de osso formado,
com estruturas histologicas de 0sso maduro, como 0ssos lamelares. Foram observados
detritos da membrana e reducdo do infiltrado inflamatério. No centro do defeito,

observou-se a presenca de tecido conjuntivo bem organizado.

Figura 52. Fotomicrografias dos defeitos 6sseos apds 60 dias do procedimento cirurgico
para a membrana comercial (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG, Biomaterials), aumento
de 100x.

Para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP apo6s 7 dias de implante
(Figura 53), foi verificado que a formacdo de tecido Gsseo estava comecando nas
margens dos defeitos, com a presenca de células inflamatoérias. A regido do defeito
central foi ocupada por um tecido conjuntivo desorganizado com presenca de estase
sanguinea e alta concentracao de células inflamatorias.
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Figura 53. Fotomicrografias dos defeitos 6sseos apds 7 dias do procedimento cirurgico
para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP, aumento de 100x.

Aos 15 (Figura 54) dias, houve um aumento na quantidade e organizacdo do
tecido 6sseo recém formado nas margens dos defeitos. O espaco onde a membrana foi
inserida foi preservado, mas um infiltrado inflamatorio ao redor da membrana foi
observado. No entanto, o tecido conjuntivo foi organizado em torno dele, dando um
aspecto de encapsulamento. Ocorreu reducdo das células inflamatérias e auséncia de
regides com estase sanguinea.

Figura 54. Fotomicrografias dos defeitos dsseos apds 15 dias do procedimento cirurgico
para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP, aumento de 100x.
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Aos 30 (Figura 55) e 60 dias (Figura 56), verificou-se a estabilizacdo do aspecto
histologico do defeito, com o inicio da maturacdo do osso recém-formado nas margens
do defeito e organizacdo do tecido conjuntivo no centro do defeito. As células
inflamatorias estavam presentes, mas foram reduzidas, em comparagdo com o periodo
inicial de cicatrizacdo. A area da membrana estava intacta. No entanto, o tecido
conjuntivo formado em torno do mesmo mostrou um aspecto que sugere

encapsulamento.

Figura 55. Fotomicrografias dos defeitos dsseos apds 30 dias do procedimento cirurgico
para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP, aumento de 100x.

Figura 56. Fotomicrografias dos defeitos dsseos apds 60 dias do procedimento cirurgico
para a membrana ureasil-PPO400/PEO1900 sem OGP, aumento de 100x.

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussoes 109

Sistema de pontuagdo histologica adotado por Piskin e colaborados foi utilizado
para determinar a classificacdo desses achados histologicos e estdo na Tabela 9 (PISKIN
et al., 2009). Estes resultados revelam que as duas membranas tém os mesmos valores
de pontuacdo para biocompatibilidade (pontuacdo 1: presenca de alguns linfdcitos ou
macrdfagos, auséncia de células gigantes do corpo estranho, eosinéfilos ou neutréfilos)
e mesmo valor do processo do tecido conjuntivo apds 30 dias (pontuacdo 1: presenca de
células em forma de fuso ou fibroplasia leve). Os resultados de cicatrizacdo dos defeitos
0sseos demonstraram que ndo houve aumento na formagdo em relacdo ao tempo, uma

vez que, a pontuacdo 1 indica formacao dssea leve (<50%) (PIsKIN et al., 2009).

Tabela 9. Pontuacdo histoldgica da membrana comercial de coldgeno e membrana
ureasil-PPO400/PEO1900 (adaptada de PISKIN et al., 2009).

Membrana comercial Ureasil-PPO400/PEQ1900
Tempo (dias)  Osso  Tecido conjuntivo  Inflamagio Osso  Tecido conjuntivo  Inflamagio
7 1 1 1 1 3 2
15 1 2 ; 1 2 2
30 1 2 1 1 1 2
60 1 1 1 1 1 1

Como observado acima, nos dois grupos houve um inicio de formacéo de tecido
6sseo nas margens do defeito apds 7 dias, com presenca de infiltrado inflamatério e
tecido conjuntivo desorganizado no centro do defeito. Durante a evolugdo, no periodo
de 15 dias, 0 0sso ja estava em aspecto de maturacdo, e o tecido conjuntivo em
organizacdo. Nos periodos de 30 e 60 dias observou-se a continuidade do processo de
maturacdo do tecido 6sseo neoformado (em maior quantidade), sendo que cada vez mais
diminuia-se o infiltrado inflamatorio, e a medida que o tempo passava ocorria a
degradacdo da membrana. Os dois grupos foram muito semelhantes no processo de
producdo dssea tanto em quantidade como em qualidade. Assim, podemos dizer que 0s
metabdlitos produzidos pelo material ap6s a sua degradacdo ndo interferiram com a
regeneracdo 0ssea.

Porém, as membranas foram diferentes no aspecto de sua degradacdo, cada uma
se comportou de um modo. Na membrana comercial foi observado que o seu processo

de degradacdo iniciou no periodo de 7 dias, associado a infiltrado inflamatdrio
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mononuclear sem reacdo de encapsulamento. Nos periodos de 15 e 30 dias, continuou-
se 0 processo de degradacdo, e no periodo de 60 dias ndo havia mais resquicios da
mesma. Enquanto que a membrana Ureasil-PPO400/PEO1900, o processo de
degradacdo também no periodo de 7 dias, associado a infiltrado inflamatério
mononuclear sem reacdo de encapsulamento. Continuou-se uma degradacdo avancgada
no periodo de 15 dias, € no periodo de 60 dias foram observados resquicios da

membrana.
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6. Conclusoes

Membranas na concentracéo de 66,25x10™ mol de OGP foram obtidas a partir
de misturas de trés polimeros, sendo dois a base de polidxido de etileno (POE) de massa
molecular 500 e 1900 g mol™ e um & base de poliéxido de propileno (POP) de massa
molecular 400 g mol™. Radiacdo gama a 24 kGy ndo ocasionou alteragdo na estrutura
dos materiais. A analise mecanica por DMA revelou que as membranas ureasil-
POP400/PEO1900 apresentam maior flexibilidade em relacdo a ureasil-
POP400/PEO500e que nenhuma membrana testada sofreu ruptura quando submetidas a
aplicacdo de uma alta forca (15N). Os resultados de pH permaneceram entre 7,38 e 7,64
durante 48 horas, estando estes dentro da faixa adequada para os materiais nao
apresentarem efeitos citotoxicos. Os resultados de liberacdo revelaram que as
membranas ureasil-POP400/PEO500 e ureasil-POP400/POE1900 liberaram 7 e 21%
respectivamente, durante 48 horas. Os resultados in vivo demonstraram que a
quantidade e a qualidade do tecido dsseo formado nos defeitos Gsseos foram
semelhantes as membranas comerciais de colageno.

Assim, podemos concluir que as membranas desenvolvidas a partir das misturas
dos materiais ureasil-polieter resultou em membranas com propriedades diferentes
guando comparadas com as membranas compostas com 0s materiais puros. Desta
forma, foi possivel modificar o perfil de intumescimento, resultando em membranas de
baixo custo e alta biocompatibilidade. Além disto, os resultados de liberagcdo controlada
e prolongada do OGP demonstra que essas membranas podem ser uma plataforma
tecnoldgica potente para ROG, atuando como membrana de barreira fisica osteoindutora

capaz de melhorar a resposta fisiologica do tecido 6sseo e aumentar a formagdo 0ssea.
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Perspectivas
Tendo em vista os resultados promissores obtidos, como proposta para estudos

futuros utilizando as membranas ureasil-polieter, pode-se citar:

e Realizar ensaio de bioatividade pelo protocolo estatico, uma vez que materiais
contendo grupamentos silanois atuam como sitios de nucleagdo para o
crescimento de cristais de hidroxiapatita, nessa apatita formada, osteoblastos

podem se aderir, crescer e se proliferar.

e Auvaliar a neoformagéo 0Ossea in vivo das membranas contendo o OGP em

defeitos criticos.
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