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“O mundo ndo é um mar de rosas;

€ um lugar sujo, um lugar cruel,

que nao quer saber o quanto vocé é durao.

Vai botar vocé de joelhos e vocé

vai ficar de joelhos para sempre se vocé deixar.
Vocé, eu, ninguém vai bater tdo forte como a vida,
mas nao se trata de bater forte.

Se trata de quanto vocé aguenta apanhar e seguir em
frente, o quanto vocé é capaz de

aguentar e continuar tentando.

E assim que se consegue vencer.

Agora se vocé sabe do teu valor,

entdo va atras do que vocé merece,

mas tem que estar preparado para apanhar.

E nada de apontar dedos,

dizer que vocé ndo consegue por causa dele ou dela,
ou de quem quer que seja.

SO covardes fazem isso e vocé nao € covarde,

vocé é melhor que isso”.

Michael S. G. Stallone



RESUMO

Dentre as membranas utilizadas para regeneragdo Ossea guiada as
membranas reabsorviveis se destacam por ndo necessitarem do segundo ato
cirargico, fato esse que pode ocasionar lesdes no tecido estabelecido além do
incomodo que o segundo ato cirurgico em si proporciona ao paciente.
Entretanto, ndo existe no mercado uma membrana considerada adequada. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma membrana a partir de materiais
hibridos ureasil-poliéter para regeneragcdo 6ssea guiada, capaz de isolar o
enxerto 6sseo e simultaneamente liberar de forma controlada farmacos ou
proteinas, resultando assim em uma membrana capaz de melhorar a resposta
fisiolégica do tecido 6sseo diminuindo o tempo de neoformacao éssea. Os
materiais utilizados foram sintetizados a partir do método sol-gel utilizando os
polimeros Poli Oxido de Etileno (POE) e Poli Oxido de Propileno (POP) de

diferentes massas moleculares (400, 1900, 2000 g mol'1). O farmaco utilizado

como modelo foi o Acetato de Dexametasona. Os resultados de
intumescimento na presenca de saliva artificial revelaram que com o aumento
na proporcado de ureasil-POP2000 e ureasil-POE1900 na mistura ocorre um
aumento no ganho de massa, contudo esse aumento é mais expressivo para
as misturas com ureasil-POE1900. A evolugao das curvas de SAXS durante os
experimentos de liberagdo com saliva artificial revela que a mistura formada por
ureasil-POP400/POE1900 leva ao deslocamento do pico de correlagao para
baixos valores de g e ao aumento na intensidade do pico, por outro lado devido
a razao hidrofébica na mistura ureasil-POP400/POP2000 esse deslocamento
para baixos valores de g € invariavel. O teste de liberagao revelou que é
possivel controlar a velocidade de liberagao do farmaco a partir da variagao
das misturas ureasil-POP400/POP2000 e ureasil-POP400/POE1900.
Resultados da andlise de microtomografia éssea revelaram que os defeitos
0sseos contendo as membranas ureasil-polieéter apresentaram valores de
crescimento 0sseos estatisticamente iguais aos defeitos contendo a membrana

comercial de colageno (Bio-Gide, Geistlich Pharma).



ABSTRACT

Among the membranes used for guided bone regeneration the resorbable
membranes stand out for do not need the second surgery, a fact that can cause
tissue damage beyond uncomfortable that the second surgery itself provides the
patient.However, there is no on the market a membrane considered
appropriate. The objective of this study was to develop a membrane from hybrid
materials ureasil polyether for guided bone regeneration, able to isolate the
bone graft and simultaneously drug release controlled or protein, resulting in a
membrane capable of improving the physiological response of the tissue bone
decreasing the bone formation. The materials used were synthesized from sol-
gel method using polymers poly ethylene oxide (POE) and poly propylene oxide
(POP) of different molecular weights (400, 1900, 2000 g mol-1).The drug used
as model was dexamethasone acetate. The results of swelling in the presence
of artificial saliva showed that with the increase in the proportion of ureasil-
POP2000 and ureasil POE1900 in the mixture occurred an increasing mass, but
this increase is more significant for mixture with the ureasil-POE1900.The
evolution of SAXS curves during the release experiment with artificial saliva
reveals that the mixture formed by ureasil-POP400/POE1900 leads to
displacement of the correlation peak for low values of g and the increase in the
intensity of the peak but the reason hydrophobic in the mix ureasil-
POP400/POP2000 this displacement for low values of q is invariable. The
release test showed that it is possible to control the release rate of the drug
from the variation of the mixtures and ureasil-POP400/POP2000 ureasil-
POP400/POE1900. Results of the microtomography showed that bone defects
containing the ureasil-polyether membranes tested showed bone growth
statistically similar to bone defects containing commercial collagen membrane
(Bio-Gide, Geistlich Pharma).
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1. INTRODUGAO

Na implantodontia, cujo ramo de estudo se destina ao tratamento do
edentulismo, técnicas de enxertia éssea sao frequentemente utilizadas,
quando, por exemplo, a qualidade e a quantidade de tecido ésseo disponivel
na regiao receptora dos implantes estdo comprometidas, afetando o aspecto
estético e funcional da reabilitagdo protética, uma vez que os implantes
necessitam de uma quantidade minima de osso para ter uma estabilidade
aceitavel (CARVALHO et al., 2004).

A qualidade e quantidade de tecido 6sseo diminuem quando nio existe
a possibilidade de implantar a prétese logo apoés a retirada ou perda do dente,
devido ao inicio do processo de reabsorcdo do tecido &sseo alveolar
(CARVALHO et al., 2004).0 processo de reabsor¢gao alveolar ocorre
principalmente nos seis primeiros meses diminuindo a parede do tecido 6sseo
alveolar em aproximadamente 40% em altura e 60% de largura (ATWOOD,
1963).

Nestas situacbes biomateriais (substitutos 6sseos de origem natural ou
sintética) devem ser utilizados para preenchimento do defeito 6sseo e
minimizar o colapso do tecido ésseo alveolar. Dentre esses materiais podemos
citar: enxerto 6sseo autdlogo, homodlogo, xenogénico e os substitutos dsseos
ceramicos e poliméricos (GEIGER et al., 2003; MOGHADAM et al., 2001;
TAKEDA, KARSENTY, 2001). Os enxertos restabelecem a anatomia o6ssea,
melhoram o posicionamento e anatomia do tecido gengival e possibilitam uma
melhor posicdo do implante, favorecendo a estética. Esses enxertos sao
utilizados para o preenchimento 6sseo juntamente com uma membrana de
barreira fisica no processo cirurgico que € denominado de Técnica de
regeneragao o0ssea guiada (ROG). Essa técnica é uma das mais utilizadas para
restauracdo do tecido 6sseo, tendo como principio a seletividade celular,
permitindo através do uso dessas membranas a melhora na neoformacao
0ssea,devido a sua agao que permite excluir as células do tecido conjuntivo da
area onde foi realizado o preenchimento do defeito 6sseo com o enxerto
(SERRA et al., 2005).

Jodo Augusto Oshiro Junior
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Entretanto, para que a membrana possa atuar como barreira, é
necessaria que possua caracteristicas fundamentais como: biocompatibilidade,
propriedades oclusivas, capacidade de criagdo de espaco, integragdo tecidual
e ser clinicamente manuseavel (HARDWICK et al., 1996). Além disso, as
membranas devem promover regeneragao 0ssea de forma previsivel, sem a
presenca de efeitos colaterais. Estas membranas para atuarem como barreiras
devem também ser de facil manipulagdo, custo acessivel e de sucesso
previsivel (TRIPLETT et al., 2001). Uma das grandes desvantagens das
membranas reabsorviveis sdo a sua instabilidade no sitio cirurgico (nao
fixacdo), alguns pesquisadores buscam promover essa estabilidade no tecido
0sseo por meio de um adesivo quimico, com caracteristicas de
biocompatibilidade, viabilidade na execug¢ao da técnica, facil aplicagcédo e com
baixo custo (CZAJA et al., 2007; FAION, 2009).

Uma membrana ideal seria aquela que conseguisse acelerar o processo
de neoformacgédo, através da liberagdo controlada de substancias como
farmacos ou proteinas morfogéneticas 6sseas, como a proteina morfogénetica
o6ssea (HERCULANO, 2009), facilitando a restauragcdo e regeneracao da

estrutura e da fungao do tecido danificado. A figura 1 ilustra esse processo.

®
® ® ‘ﬁ; #‘ Fibroblastos
Farmaco ou Proteina 5 ’i

Osteoblastos

A ghe | whe

\ AR PR
s = g = g
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(a) (b) (c)

Figura 1. Técnica de regeneragédo Ossea guiada: a) Sem membrana b) Com
membrana c¢) Membrana “ideal” com capacidade de liberagdo controlada de
substancias (Adaptada de HERCULANO, 2009).

Jodo Augusto Oshiro Junior
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Pode-se observar na figura 1.a, um defeito 6sseo sem membrana com
migracdo de fibroblastos para dentro do tecido Osseo desfavorecendo a
regeneragao, enquanto que a figura 1.b, a membrana atua como barreira
evitando com que as células do tecido conjuntivo invadam o tecido dsseo e a
figura 1.c, temos uma membrana que além de evitar a migragao de fibroblastos
também atuam como um sistema de liberagdo controlada de farmaco ou
proteinas morfogéneticas 6sseas que auxiliam em uma melhor neoformacao
ossea.

Para essa finalidade, diversos tipos de materiais poliméricos vém sendo
estudados nas ultimas décadas com o objetivo de obter sistemas hibridos com
capacidade de liberagdo controlada de farmacos (REKONDO et al., 2006;
MOLINA et al., 2005; SANTILLI et al., 2009).

Os sistemas de liberacdo controlada visam manter a concentragao
adequada do farmaco, durante um longo periodo de tempo (Figura 2) (PETITI,
VANNI, BARRESI, 2008).

faixa toxica

dose 3

dose 2 faixa

sub terapéutica

dose 1

Concentragdo Sanguinea

Tempo

A - Liberacao controlada
B - Liberacao convencional

Figura 2. Diferenca do perfil de liberagao de farmacos em sistema convencional

e sistema de liberagao controlada.
A finalidade desses sistemas € modular o perfil de liberacdo de um

principio ativo, uma vez que todo farmaco possui a sua faixa de acgao

terapéutica na qual estando acima se torna toxico e abaixo ineficaz.
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Quando a liberagao é controlada no sentido de manter a concentragao
do farmaco ou do principio ativo dentro da faixa de agao terapéutica por um
periodo estendido, aplicando-se de uma unica dosagem, temos a liberagcao
prolongada (FARRELL, HESKETH, 2002; DUMITRIU, 1994).

Esses dispositivos podem melhorar a biodisponibilidade dos farmacos
que passam por metabolismo hepatico pré-sistémico quando administrados por
via oral e consequentemente otimizar a farmacoterapia, uma vez que
consegue-se manter a concentragdo adequada no plasma, ndo necessitando
assim de varias administragdes diarias (KUMAR et al., 2011).

A classificacdo mais fundamental desses dispositivos para liberagao
controlada baseia-se na sua estrutura, sendo classificado como sistemas
reservatorios, sistemas matriciais ou mondlitos e dispositivos mistos
(TONGWEN, BINGLIN, 2000).

Nos sistemas matriciais, o farmaco encontra-se homogeneamente
disperso ou solubilizado no interior da matriz; Sistema reservatorio se pode
encontrar um nucleo diferenciado, podendo ser de um principio ativo sélido ou
uma solucéo liquida (BARRAT, 2000; KAN et al., 1999).

Essas tecnologias recentes para sistemas poliméricos permitem
substituir os sistemas poliméricos convencionais de liberagcdo, uma vez que
com mudancgas na estrutura € possivel aperfeicoar caracteristicas mecanicas,
opticas e estruturais (REKONDO et al., 2006; MOLINA et al., 2005; SANTILLI
et al.,, 2009) tendo um impacto direto nas areas da medicina, farmacia,
odontologia, quimica e ciéncias dos materias, uma vez que, a produgao de
novos sistemas e materiais podem vir a ser desenvolvido com diversas

vantagens em relag&o aos usuais.

Sendo assim, materiais nanoestruturados hibridos organico-inorganicos
podem ser uma alternativa para a producdo de novos dispositivos
multifuncionais (JOSE, PRADO, 2005), através do processo sol-gel, materiais
hibridos orgéanico-inorganicos da familia ureasil-poliéter sdo particularmente
interessantes por serem biocompativeis e possuirem propriedades opticas e
mecanicas superiores aos poliéters puros (JUDEINSTEIN et al., 1994,
CHAKER et al., 2005; CHIAVACCI et al., 2004).
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Nestes materiais, as nanoparticulas de siloxanos servem de pontos de
reticulacdo entre cadeias poliméricas resultando em uma rede tridimensional
(Figura 3) (REKONDO et al., 2006).

cadeia polimérica

fase inorganica

Figura 3. Esquema estrutural proposto para um composto hibrido (REKONDO
et al., 2006).

A associagao das caracteristicas dos compostos organicos (poliéters)
com aquelas inerentes aos inorgéanicos (siloxano) permite a obtencédo de
materiais com propriedades unicas, uma vez que as moléculas organicas
melhoraram as caracteristicas da matriz e podem conferir propriedades ao
material como: Optica, elétrica, reatividade quimica ou bioquimica. A parte
inorganica do material nanoestruturado melhora a estabilidade térmica e
mecanica, permite a modulacdo do indice de refracdo e confere também
aumento da resisténcia mecanica e térmica (ZOPPI, NUNES, 1997). Além
disso, as propriedades reoldgicas favorecem o processamento do material final
com diferentes formas e tamanhos. Por utilizar a rota do processamento
original de polimeros esses novos materiais se tornam mais faceis de serem
produzidos industrialmente (WANG, HONG, 2011).

Por outro lado, o processo sol gel usado na fabricacdo desses hibridos
permite preparar com facilidade corpos e fiimes transparentes de formato e
espessuras variadas, sem alterar a biocompatibilidade inerente aos poliéters.

Diante de todas essas vantagens, o objetivo deste trabalho foi

desenvolver membranas hibridas do tipo ureasil-poliéter para serem utilizadas
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como barreira fisica na técnica de regeneragdo 6ssea guiada com liberagao

controlada de farmacos, promovendo uma melhor neoformacgao ossea.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Membranas utilizadas na técnica de regeneragao éssea guiada (ROG)

Na pratica clinica, a regeneragcdo de um tecido precisa ser orientada
para resultar em uma fisiologia nova e funcional, em implantodontia a ROG
auxilia a restauracao do tecido 6sseo pelo principio de impedir a concorréncia
entre ceélulas de regeneragdo Ossea com as células dos tecidos moles
(WESCLER et al., 2007).

Essa técnica se baseia no conceito da regeneracdo Ossea tecidual
(ROT) onde proponha que o sucesso € a rapidez na cura de uma area lesada
dependem da populacdo celular presente naquela regido lesionada
(MELCHER, 1969).

A partir desse principio pesquisadores introduziram a ROG a mais de
duas décadas e essa técnica ficou definida como aquela que visa a
regeneracao do tecido 6sseo a partir da exclusdo de células com o auxilio de
uma barreira fisica (membranas) (DAHLIN et al., 1988). Essas membranas
podem ser de dois tipos: reabsorviveis e ndo-reabsorviveis.

Inicialmente as primeiras membranas eram constituidas de
politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) classificadas como nao-reabsorviveis,
contudo elas requerem um segundo ato cirdrgico para retira-la,
comprometendo assim o sucesso do procedimento uma vez que o segundo ato
cirargico pode perturbar os tecidos neoformados (PEREIRA et al., 2011). As
membranas reabsorviveis, no entanto tem a vantagem de eliminar essa
segunda fase cirurgica, assim como o trauma para os tecidos neoformados
(QUINONES, CAFESSE, 1995).

Em grande maioria essas membranas sao de copolimeros de glicose e
lactose, de acido polilatico e poliuretano (LINDHE, 2005). Uma das grandes
desvantagens das membranas reabsorviveis sdo a sua instabilidade no sitio
cirurgico (nao fixagdo), alguns pesquisadores buscam promover essa
estabilidade no tecido o6sseo por meio de um adesivo quimico, com
caracteristicas de biocompatibilidade, viabilidade na execugéo da técnica, facil

aplicacdo e com baixo custo. O etilcianocrilato (Superbonder®) é um dos
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adesivos que veem sendo utilizado para essa finalidade (CZAJA et al.,
2007;FAION, 2009).Uma vez que a instabilidade citada sendo reparada por
fixagcdo de adesivos quimicos € uma desvantagem, contudo ndo ha um estudo
avaliando histologicamente a cicatrizagdo 6ssea apdés o uso do adesivo nas
membranas reabsorviveis (PERREIRA ET al., 2011).

A membrana reabsorvivel precisa ser composta de material que possa
sofrer reabsorgdo através do processo de hidrélise e degradagéo
macromolecular através de enzimas como fosfatase acida e a colagenase que
serdo posteriormente metabolizados em agua e dioxido de carbono sendo
excretados pelo corpo sem ocasionar nenhum efeito colateral (BRADY et al.,
1973; TRIPLET et al., 2001). Apesar das diferengas citadas entre as
membranas absorviveis e ndo-absorviveis, alguns estudos ndo demonstraram
diferencgas significativas entre ambas em relacdo a neoformacédo O&ssea.
(CAFESSE et al.,, 1997; SANDBERG et al. ,1993; PIATELLI et al., 1996;
LUNDGREN et al, 1997). Mesmo assim as membranas nao-reabsorviveis
continuam como referéncia nos procedimentos de ROG, devido aos seus riscos
e beneficios estarem bem estudados e por apresentarem vantagens como
biocompatibilidade e previsibilidade clinica por mais de 20 anos de uso,
desvantagens como custo elevado e necessidade de um segundo ato cirurgico
ficam em segundo plano (TRIPLETT et al., 2001).

A membrana para ROG deve também ter capacidade de resistir a
pressdes exercidas pelo tecido sobrejacente e as forgas externas como a
mastigagao, e o seu modo de colocagao na lesdo em geral consiste em cortar a
membrana e deve ser manuseada com facilidade sem esfiapar-se ou
fragmentar-se (HARDWICK et al., 2001).

2.2 Substitutos 6sseos (Biomaterial) de origem natural ou sintética.

Substitutos 6sseos podem ser classificados quanto a sua origem: natural
ou sintético. Os substitutos 6sseos de origem natural podem ainda ser
classificados como: Autdgenos, Homdgenos e Xendgenos.

O enxerto 6sseo autélogo € o método reconstrutivo considerado o
“‘padrao ouro”, e o tecido enxertado é removido do préprio paciente, o que o
torna vantajoso, pois evitam complicagdes de rejeigao regenerativa (GEIGER et
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al., 2003; DE CARVALHO et al., 1997). Entretanto, existem situa¢gdes em que o
enxerto 0sseo autdlogo ndo € recomendado, pois ndo ha quantidade de tecido
0sseo intra oral suficiente pra preenchimento ou para corre¢gao dos defeitos
(GEIGER et al., 2003; MOGHADAM et al., 2001; TAKEDA, KARSENTY, 2001;
LANE et al.,, 1999). Outros fatores desfavoraveis como morbidade do sitio
doador, necessidade de dois sitios cirurgicos (receptor e doador), presencga de
dor crbnica, lesdes vasculares, entre outros, inviabilizam a utilizacdo do tecido
autélogo, estimulando a busca de novas técnicas de enxertia (MISCH, 2002;
SUMMERS, EISENTEIN, 1989).

Na tentativa de substituir o tecido autélogo, novos substitutos 6sseos
vém sendo desenvolvidos. Contudo, esses substitutos Osseos possuem
limitantes se comparados com o tecido autdlogo, tais como maior
suscetibilidade a infec¢cdes e auséncia de estudos que comprovem a sua total
integracéo com o paciente (GROSS, 1997; DEMPSTER et al., 1999).

A alternativa mais utilizada ao enxerto autélogo € o enxerto Homogeno,
onde o material é obtido de espécie semelhante, mas geneticamente diferente.
Neste método, o tecido usado é retirado de osso humano estocado sob varios
tamanhos e formas. Outra opgdo € o enxerto Xenogéno, no qual o tecido é
obtido de uma espécie animal diferente, como por exemplo, de bovinos, suinos
e caprinos. Ambos possuem desvantagens como possivel reagdo de corpo
estranho pelo hospedeiro, alta reabsor¢cdo do material e grande potencial de
transmissao de doengas (BONFIGLIO, JETER, 1972; HOLLINGER et al., 1998;
KENLEY et al., 1993). Para que esses substitutos 0sseos executem com
sucesso a sua finalidade, caracteristicas como biocompatibilidade,
aplicabilidade clinica, auséncia de riscos transoperatorios e sequelas pos-
operatérias minimas sdo necessarias (SERVICE, 2000).

Os biomateriais de origem sintética podem ser de ceramicas a base de
calcio, metais, silicone, polimetilmetacrilato, polietileno, vidro bioativo e
polimeros sintéticos. Os metalicos sdo aqueles que apresentam, quando na
forma solida, ligagdes metdlicas em sua composi¢cdo. Ja os ceramicos sao
aqueles obtidos pelo cozimento ou queima de minerais ndo metalicos,
enquanto que os poliméricos seriam compostos formados pela combinacao de
unidade menor, unida por ligagbes covalentes, formando macromoléculas
(WILLIAMS et al.,1987).
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No quesito formagao de osso, estes biomateriais ainda estdo em déficit,
principalmente no crescimento 6sseo em altura; muitos deles n&o conseguem

formar grandes quantidades 0sseas necessarias.

2.3 Tecido 6sseo

O tecido Osseo possui aproximadamente 20% do peso corporal,
formando assim o esqueleto, sendo este composto por mais de duzentos
ossos. Desempenha fungdes fundamentais para promover a sustentagcao do
corpo, suporte para tecidos moles, compde o musculo esquelético, protecao
para as visceras, armazena calcio e fosforo e serve como reservatorio de
fatores de crescimento e citocinas e aloja células-tronco hematopoiéticas
(SALTER, 1985; MOTA et al., 2008. CLARKE, 2008).

Uma caracteristica do comportamento o6sseo € sua capacidade
autoadaptativa, que consiste em alterar sua estrutura dependendo do ambiente
mecanico e fisioldégico. Os ossos podem crescer na infancia, podem cicatrizar
durante um processo de reparagao de fratura e sofrer uma remodelagao interna
que ocorre durante toda a vida. Esses processos sao geridos por fatores
mecanicos, hormonais e fisiolégicos (DOBLARE et al., 2004).

A matriz 6ssea é constituida de matriz organica sendo esta formada por
colageno tipo |, pouca quantidade de proteoglicanas e glicoproteinas adesivas,
tendo como fungao ser responsavel por fornecer resisténcia a tracdo, enquanto
que a matriz inorganica é formada por ions fosfato, calcio, bicarbonato,
potassio, sédio e citrato. A unido de componentes como o fosfato e o calcio da
origem a estruturas cristalinas de hidroxiapatita que juntamente com o
coldgeno confere resisténcia a compressdo e rigidez a matriz 6ssea
(DOBLARE et al., 2004; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Todos os 0ssos estdo revestidos por uma membrana transpassada por
vasos sanguineos chamada de periésteo, enquanto que o enddsteo reveste as
cavidades dos ossos. O periosteo e 0 enddsteo no processo de reparagao
respondem aos estimulos de maneira intensa, formando assim um tecido rico
em células osteoprogenitoras, iniciando entdo o processo de reparagao,

resultando no tecido 6sseo primario.
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O tecido 6sseo pode ser trabecular (esponjoso) ou cortical (compacto), a
diferenca entre os dois esta no grau de porosidade sendo que o trabecular
possui de 50 a 95% de porosidade, enquanto que no cortical € de 5 a 10%. Os
poros estdo conectados e sao preenchidos por medula dssea que realiza a
producao de células basicas do sangue. O tecido 6sseo pode ser considerado
um tecido conjuntivo onde a matriz extracelular € mineralizada, sendo assim
esse material possui uma combinagéao de flexibilidade e rigidez (GOULD, 1993;
DEMPSTER, 1999).

O equilibrio do sistema esquelético esta diretamente relacionada com a
remodelagdo Ossea equilibrada, sendo assim, precisa-se que a atividade da
célula de formacao oOssea (osteoblasto) e da célula de reabsorcdo Ossea
(osteoclastos) esteja em uma dindmica balanceada pelos sistemas regulatérios
como o sistema imune, para que nao ocorram reabsorg¢des patoldgicas (ANDIA
et al.,, 2006; TAKAYANAGI, 2005). O remodelamento 6sseo é caracterizado
quando o tecido 6sseo precisa modificar sua forma ou estrutura, como por
exemplo, quando um 0SSO esponjoso precisa tornar-se compacto para se
adaptar a situagdes patoldgicas ou fisioldgicas. Portanto, para tal fim, ocorre
uma continua remogdo Ossea por reabsorgdo da matriz pelas células
osteoclastos, seguida de um processo de reposicao do tecido reabsorvido
através de uma nova sintese da matriz 6sseo que € realizada por células
denominadas osteoblastos (KAPLAN, 1987). As células que compde o tecido
0sseo no processo de remodelacdo 6ssea sao: Osteoblastos, Osteoclastos e

Osteocitos.

Osteoblastos sédo responsaveis pela sintese da matriz organica, tem
como caracteristicas serem mononucleadas, possuirem nucleo esférico,
apresentarem citoplasma baséfilo de origem mesenquinal, ter aspecto cubodide
e formar uma camada sobre a superficie 6ssea que esta sendo regenerada
(ANDIA et al., 2006).

Os osteoblastos sdo produzidos na medula 6ssea ou na camada do
periosteo. Apds a sintese da matriz 6ssea os osteoblastos podem permanecer
sobre a superficie do tecido, contudo ndo tem atividade e sao agora
denominados de células de revestimentos podendo voltar a serem osteoblastos

com a estimulagao quimica ou mecanica (DOBLARE et al., 2004).
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Os osteoclastos sdo os responsaveis pela reabsor¢do da massa Ossea
através da producio de acido que dissolve as estruturas em enzimas formando
as lacunas de Howship, que sado formadas por células gigantes e
multinucleadas formadas pela fusdo de células mononucleadas da linhagem
hematopoiética (SODEK, MCKEE, 2000).

Os ostedcitos sao osteoblastos que apds secretarem a matriz ficam
aprisionados nas lacunas (interior do tecido formado). Possuem caracteristicas
diferentes como diminuicdo de organelas de sintese e secregao, reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. Dessa forma apresentam baixa
atividade metabdlica, mas sado fundamentais para a manutencao do tecido
osseo (SODEK, MCKEE, 2000).

2.4 Polimeros

Os polimeros sao macromoléculas constituidas pela repeticdo de
unidades quimicas denominadas monémeros (ANDRADE et al.,1990).
Polimeros sao de grande importancia para a esséncia da vida, ja que sao os
mais importantes componentes de uma célula (proteinas, acidos nucléicos,
carboidratos) (GALAEV, MATTIASON, 1999). Os polimeros constituem uma
das classes de materiais mais versateis conhecidas até hoje, uma vez que
gracas as suas propriedades diferenciadas conseguem substituir diversos
materiais permitindo delinear novas pecas com menor massa e de maior
complexidade, minimizando os custos e aperfeicoando a aparéncia dos
produtos finais (ALMEIDA, MAGALHAES, 2004).

Nos ultimos anos, a descoberta de novas substancias, assim como de
novas formas de administracdo de farmacos ja conhecidos possibilitou a
obtencao de uma acgao farmacoldgica mais eficaz acompanhada de reducao de
efeitos colaterais. Essa grande variedade de polimeros descobertos foi testada
em dispositivos de liberagdo controlada de farmacos em diversas areas
tecnoldgicas como: agricultura, engenharia, area médica envolvendo 6rgaos
artificiais, implantes, proteses, odontologia, reparo 6sseo e outros (CHANDRA,
RUSTGI, 1998; TANAKA et al., 2005).
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Os polimeros podem ser agrupados em trés grandes classes (ALMEIDA,
MAGALHAES, 2004).

Polimeros naturais: S&o encontrados na natureza e também chamados
de biopolimeros. Sdo sempre biodegradaveis, exemplo desses polimeros € a
celulose, borracha natural o amido o colageno os acidos nucléicos. Sao
amplamente utilizados em matrizes em liberacdo de farmacos (ALMEIDA,
MAGALHAES, 2004; NASCIMENTO et al., 2001).

Polimeros naturais modificados: Um problema encontrado em polimeros
naturais € a demora no tempo de que levam para se degradar, isto pode ser
resolvido adicionando-se grupos polares as cadeias, que por serem mais labeis
podem diminuir o tempo de degradacdo (NASCIMENTO et al., 2001).

Os polimeros naturais que sofreram modificagdbes em sua estrutura
quimica sao considerados polimeros modificados, a alteragdo em sua
macromolécula confere a esse polimero caracteristicas unicas dependendo da
sua aplicagdao, como exemplos podem citar as resinas aminicas, resinas
fendlicas e derivados de celulose como metil-celulose e nitrato de celulose
(CARVALHO, 2012).

Polimeros sintéticos: Sdo compostos produzidos pelo homem, através
de uma reacgao de polimerizagdo de moléculas simples sdo também largamente
utilizados, como, por exemplo, poli (etileno), poli (alcool vinilico), poli (acido
acrilico), poli (acrilamidas), poli (etilenoglicol), poliésteres. Na pratica,
copolimeros de glicolide com I-lactide e dl-lactide sdo os mais utilizados em
sistemas de liberagédo controlada, com vantagens, uma delas é o menor tempo
de degradagao (NASCIMENTO et al., 2001).

2.4.1 Polimeros Sintéticos: Hibridos Organico-lnorganicos

O processo de desenvolvimento tecnolégico requer cada vez mais
materiais que agreguem diversas propriedades. Nessa tarefa encontramos uma
nova classe de polimeros sintéticos, denominada polimeros nanoestruturados.
Dentre eles destacam-se os materiais hibridos orgéanico-inorganicos que
constituem uma nova alternativa de pesquisa para materiais multifuncionais.
Sua sintese ocorre pela combinagdo de compostos orgénicos e inorganicos
com propriedades complementares. Esse sinergismo de propriedades forma
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um produto de alto desempenho (ZOPPI, NUNES, 1997; JOSE, PRADO,
2005). O composto organico confere flexibilidade, aumento da resisténcia de
impacto, processabilidade, propriedades elétricas e reatividade bioquimica;
enquanto a porg¢ao inorganica proporciona uma alta forga mecanica, boa
resisténcia quimica, estabilidade térmica, e permite modular o indice de
refracdo (GALAEV, MATTIASON, 1999; LOFTSSON, OLAFSSON, 1998).

A maioria dos polimeros hibridos orgéanico-inorganicos € obtida pelo
processo sol-gel (JOSE, PRADO, 2005; PHILIP, SCHMIDT, 1984; CHING-
LUNG, CHEN-CHI, 2002). Esse processo pode ser definido como rota onde em
um determinado momento o material sofre uma transicdo de um sistema sol
para um sistema gel. O termo sol é usado para definir uma dispersao de
particulas coloidais (dimensdao entre 1 e 100nm) estavel em um fluido,
enquanto o termo gel pode ser visto como sendo um sistema formado pela
estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas
(gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos seus intersticios (BRINKER,
SCHERER, 1990).

Esse processo consiste na obtencdo de um material partindo de um
precursor molecular, e € muito utilizado, pois permite total controle de todas as
etapas possibilitando a obtencdo de materiais com caracteristicas e
propriedades pré-estabelecidas, com isso a quantidade de sitios de
coordenagao aumenta pela presenga de carbonilas e silanois remanescentes
das reagdes da hidrodlise. Esse processo também é muito utilizado na obtencéo
de hibridos organico-inorganicos porque permite que a sintese ocorra em
condicbes ambientes ou em temperaturas e pressdo proximas a ambiente
(SCHUBERT et al., 1995). Uma das vantagens do processo sol-gel é que os
derivados da reagao (subprodutos) de formagao do polimero e do solvente séo
facilmente removidos apds a conclusdo da transformagao do sol num gel por
secagem do material obtido (SUVOROVA et al., 2010).

A quimica do processo sol-gel consiste em reacdes de hidrdlise e
condensacgao dos precursores com as seguintes etapas: (a) polimerizagao dos
grupos metacrilatos (b) reagcdes de hidrélise (c) reacbes de condensagéo
(BRINKER, SCHERER, 1990).
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Basicamente as reagdes do processo sol-gel ocorrem a partir de
precursores inorganicos do tipo ROM (OR)3 onde M ¢ Silicio (Si) ou Titanio (Ti)

e R é uma cadeia organica, quando essas moléculas sdo submetidas as
reagcdes de hidrolise pela adicdo de agua, em meio acido ou basico, os
grupamentos OR sé&o substituidos por grupamentos OH originando os grupos
silanol (SiOH), este grupos silanol podem reagir entre si ou com os grupos OR
formado assim as ligagdes de siloxano originando uma rede tridimensional de
silica esse processo € o que se chama de condensacdo. Conforme a
condensagdao se torna mais intensa o solvente fica retido no interior da
estrutura com isso a obtém um gel progressivamente mais denso (ESTEVES et
al., 2004).

O componente orgénico do hibrido garante o ajuste do balango
hidrofébico/hidrofilico, ja a parte inorganica €& responsavel por manter o
equilibrio térmico e mecanico (ZOPPI, NUNES, 1997; CHING-LUNG, CHEN-
CHI, 2002).

Os materiais hibridos cuja parte inorganica é baseada em redes de Si-O-
Si sao atraentes para aplicagdes em Optica e optoeletrénica, devido a relativa
alta estabilidade da ligacdo Si-C (GARCI A et al.,2008). Além disso, a
qualidade da rede de ligagdes Si-O-Si € excelente em termos de transparéncia,
estabilidade térmica, resisténcia mecéanica (GARCI A et al., 2008, SUN, LIU
2011).

2.5 Dexametasona

Acetato de dexametasona pertence a classe dos corticosterdides que foi
introduzida com a cortisona em 1948 e depois com a hidrocortisona
1951(URBAN et al, 2009).

Essa classe de medicamentos antiinflamatoérios esteroidais sdo muito
utilizados, uma vez que sao farmacos de escolha em diversas doencas
(AVERY, WOOLFREY, 1997), devido as suas agdes analgésicas, anti-
inflamatdria, imunossupressora, antialérgica, entre outros. Por outro lado, seu
uso prolongado provoca diversas reagdes adversas tais como osteoporose,

cataratas, efeitos ulcerogénicos, hipertensdo e psicose (KOROKOLVAS,
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BURCKHALTER, 1982; SCHIMMER, PARKER, 2007). Além disso, existe a
necessidade de varias doses durante tratamentos crénicos (HICKEY et al.,
2002).

Figura 4. Estrutura quimica do acetato de dexametasona.

A dexametasona pode ser apresentada sob a forma de Acetato de
Dexametasona ou Fosfato de Dexametasona. Suas formas farmacéuticas
dependem do tipo de indicagdo (COSTA et al.,2008). Podem ser encontrados
na forma de pomadas, cremes, logdes, aerossois e microemulsées (URBAN et
al, 2009).

A Dexametasona e seus combinados sao fabricados por varios
laboratorios como Merck, BioLab, Cifarma, Teuto Brasileiro, Green Pharma,
Eurofarma, Vitapan, Ducto, Unido Quimica, Medley, Cristalia, Marjan, Allegran,
Medic, Legrand,Leofarma, Neovita e outros.

O acetato de dexametasona pé branco, inodoro, pé cristalino e é
praticamente insoluvel em agua (10mg/100ml, a 25°C), soluvel em acetona e
metanol, livremente soluvel em etanol (1g em 42ml), soluvel em cloroférmio (1g
em 165ml), ligeiramente soluvel em cloreto de metileno. (O'NEIL et al., 2007;
BRITISH PHARMACOPEIA, 2010). O ponto de fusao € em torno de 250°C com
alguma decomposicédo (GENARO, 2005).
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Devido as suas agdes analgésicas, antiinflamatdria e imunossupressora

este farmaco foi escolhido como modelo neste trabalho.
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3. RESULTADOS ANTERIORES OBTIDOS PELO GRUPO DE PESQUISA

Experimentos com trés tipos de membrana foram conduzido pelo nosso
grupo de pesquisa em implantes subcutaneos em ratos (MORTARI, 2011). As
membranas foram implantadas cirurgicamente no tecido subcutadneo do dorso
do rato, via incisdo na regido mediana do dorso. O tecido foi divulsionado e os
materiais randomicamente distribuidos. Os materiais utilizados foram
membrana de colageno (Bio-Gide); membrana ureasil-POP400 e membrana
ureasil-POE1900. Com a analise histolégica notaram-se varios niveis de
inflamacao referentes aos trés tipos de materiais testados. A membrana de
colageno (Bio-Gide) apresentou uma leve inflamagéo aos 3 e 7 dias, ja que o
organismo a reconhece como um corpo estranho no inicio. Com o decorrer do
tempo, aos 15 e 30 dias, esta inflamagao diminui simultaneamente ao processo
de absorcao do material pelo organismo, uma vez que ele € denominado
biocompativel (MORTARI. 2011).

A membrana de ureasil-POP400 apresentou aos 3 e 7 dias um nivel de
inflamacao significativa, entretanto, apdés 30 dias houve uma diminuigao
significativa da resposta inflamatéria e pode-se notar que o material ndo sofreu
absor¢cdo, quando comparados com a membrana de colageno. Para a
membrana ureasil-POE1900 os niveis de inflamagao foram altos em todos os
periodos, inclusive aos 15 e 30 dias, e ndo ocorreu uma absor¢cédo do material

pelo organismo (MORTARI, 2011). A figura 5 apresenta essas caracteristicas.
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Figura 5 - Observa-se capsula formada por delgados feixes de fibras de

colageno (::> ) dispostas de maneira desordenada entremeados por intenso
infiltrado de células inflamatérias constituido principalmente por leucécitos
mononucleares (macrofagos e linfécitos). Nesse caso também observa-se
figuras vasculares de variados calibres ingurgitados de hemacias (estase
vascular). Aumento original de 10x, HE (MORTARI, 2011).

A microscopia utilizada para avaliar a resposta histolégica apds 30 dias
para a membrana ureasil-POP400 € apresentada pela Figura 6, onde se pode
observar microscopicamente que a epiderme apresentou aspectos de

normalidade.
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Figura 6. Observa-se capsula fibrosa delgada formada por feixes de fibras de

colageno ( =——>>) dispostas horizontalmente e bem modulados, menor

quantidade células fusiformes, variados leucécitos e pequenas figuras

vasculares ( ! ] )- Aumento original de 20x, HE (MORTARI,2011).

Dentre as membranas hibridas analisadas até o momento, a membrana
ureasil-POP400 apresentou maior biocompatibilidade quando comparada com
a membrana ureasil-POE1900. Acredita-se que essa diferenca se da em
funcdo do alto grau de intumescimento apresentado pela membrana ureasil-
POE1900, o que pode causar traumas no animal levando a uma resposta
inflamatdria acentuada (MORTARI, 2011).

Esses diferentes perfis de intumescimento dos materiais ureasil-poliéter
foram estudados pelo grupo na dissertagdo de MENDES 2012, pelo teste de

intumescimento “in vitro”. A figura 7 e 8 demonstra esses resultados.
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Figura 7. Ganho de massa da matriz hibrida ureasil-POP400 durante o teste de
intumescimento (Adaptada de MENDES, 2012).
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Figura 8. Ganho de massa da matriz hibrida ureasil-POE1900 durante o teste
de intumescimento (Adaptada de MENDES, 2012).
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Observa-se pelas figuras 7 e 8 que a capacidade de intumescimento
expressa pelo ganho de massa do hibrido ureasil-POP400 é bem menor em
relagdo a observada para os hibridos ureasil-POE1900. Essa diferenca ocorre

pelo fato do hibrido ureasil-POP400 apresentar um carater mais hidrofébico
devido a protecdo exercida pelos grupos CH3 no oxigénio do tipo éter, o que

ndo ocorre no hibrido ureasil-POE1900. O carater hidrofébico do hibrido
ureasil-POP400 faz com que o material apresente menor afinidade pela agua e
consequentemente menor capacidade de intumescer (MENDES, 2012).

Neste mesmo trabalho, a versatilidade desses materiais ureasil-poliéter
€ demonstrada pela incorporagao de farmacos com diferentes solubilidades tais
como o cloridrato de pramoxina e o acetato de dexametasona. Os resultados
revelaram que a escolha dos componentes da fase organica desses materiais
permite modular o perfil de liberagdo do farmaco. Os resultados de liberagao
dos farmacos modelos nas membranas ureasil-POP400, ureasil-POP2000,
ureasil-POES00 e ureasil-POE1900 mostraram que € possivel obter sistemas
capazes de liberar o farmaco em algumas horas ou em alguns dias,

respectivamente, como mostra a Figura 9 e 10.
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Figura 9. Comparagao entre as curvas de liberagdo para amostras hibridas

preparadas com diferentes cadeias poliméricas (POE e POP) e diferentes
massas moleculares (MENDES, 2012).
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Figura 10. Perfil de liberacdo da dexametasona incorporada nas matrizes
hibridas POE 500, POE 1900, POP 400 e POP 2000 sintetizadas em THF
(MENDES, 2012).

Como as matrizes ndo sao soluveis em agua as mudangas nos perfis
devem-se a diferenga de comportamento hidrofilico/hidrofébico existente entre
os dois tipos de cadeia polimérica, que determina o processo de transporte da
agua e do farmaco pela matriz. No caso dos hibridos ureasil-poliéter cuja fase
organica é constituida com o Poli Oxido Etileno (POE), o transporte é
controlado pelo rapido intumescimento da matriz seguido de difusdo. Por outro
lado, o processo de difusao controla o perfil de liberacdo nos hibridos ureasil-
poliéter onde a fase organica € constituida pelo Poli Oxido de Propileno (POP)
(MENDES, 2012).
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4. JUSTIFICATIVA

Baseado em estudos prévios de Mortari (2011) e Mendes (2012)
constatou-se que a membrana ureasil-poliéter POP400 possui uma boa
biocompatibilidade, mas néo é a melhor escolha para o desenvolvimento de
membrana para técnica de regeneragao 0ssea guiada, uma vez que possui um
alto numero de grupamentos do tipo ureasil em sua estrutura e cadeias
poliméricas curtas, tornando a membrana muito rigida, o que dificulta o seu
manuseio. Além disso, os perfis de liberacdo dos revelaram que essa
membrana libera de forma muito lenta, independente do seu grau de
solubilidade em agua do farmaco estudado. Enquanto que para membrana
ureasil-POE1900 ocorreu o contrario, a presenga de uma cadeia longa
reticulada por grupos ureasil tornou a membrana muito flexivel e a natureza
hidrofilica da cadeia polimérica levou a um alto grau de intumescimento,
causando uma intensa resposta inflamatéria. A liberacdo dos farmacos
modelos a partir dessa membrana foi muito rapida. Sendo assim, propusemos
desenvolver membranas hibridas contendo misturas dos materiais ureasil-
POE1900 e ureasil-POP400 e também misturas dos materiais ureasil-POP400
e ureasil-POP2000, para modular o perfil de liberagdo do farmaco, o grau de

intumescimento, a facilidade de manuseio e a resposta inflamatéria do material.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver membranas a partir de
misturas dos materiais nanoestruturados hibridos organico-inorganicos do tipo
ureasil-POP400, ureasil-POP2000 e ureasil-POE1900 obtendo diferentes
balangos hidrofilico/hidrofébico e assim modular o perfil de liberagcdo dos
farmacos, o perfil de intumescimento, a facilidade de manuseio das
membranas, além de avaliar a resposta de neoformacdo oéssea dessas
membranas quando comparada com membrana comercial (Bio-Gide) em
defeito 6sseo na calota craniana de ratos.

Para alcancar os objetivos as seguintes acdes foram realizadas:

o Determinacao das condi¢des de sintese dos precursores hibridos;

o Incorporacao do farmaco acetato de dexametasona;

o Analise do perfil de intumescimento nanoscépico € macroscopico das
membranas ureasil-POP400/POE1900 e ureasil-POP400/POP2000

o Analise dos perfis de liberagdo “n vitro” do farmaco acetato de

dexametasona incorporado nas membranas;
o Analise “in vivo” da resposta de neoformacao 6ssea das membranas;

. Analise do volume ésseo “in vivo” através da Micro-CT.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Materiais

Matérias-primas

Sintese dos precursores hibridos;
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.

Poly(propylene glycol)bis(2-aminopropyl ether) 2000 (POP 2000), Sigma
Aldrich.

Alcool etilico absoluto PA, Qhemis.

* Tetrahidrofurano (THF) PA ACS, Synth.

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

Acetato de Dexametasona 100%, USP, Dastechinternational, Inc.

* Solugdo de HCI2.0 M.

Tampéo Fosfato pH 7.2 com 0.5% de procetyl.

Alcool isopropilico absoluto.

Equipamentos

TexturdmetroTA. TXPlus Texture Analyser, Stable Micro Systems.
Agitadormagnético IKA.

* DissolutorAgilent 708-DS.

Espectrofotdmetro ultraviolenta Agilent CARY 60.

* Rotaevaporador IKA RV 10 digital.

Balanga analitica Mettler H51.

Balanga semi-analitica Denver Instrument.

Cubetas de quartzo para espectrofotometria, capacidade 5mL.

* Pipetas graduadas 0,1a 1 mL; 1 a10mL e 100 a 1000mL.

Estufa de secagem modelo 515 com controlador termostatico, Fanem.
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* Filtros ALLCROM tamanho do poro 0,45ul.
Canula com borda 7,75 Agilent.
* PHmetro digital PG1800 Gehaka.

Estufa de secagem modelo 515 com controlador termostatico, Fanem.
6.2 Métodos

6.2.1 Preparacao das membranas ureasil-POP400/POP2000 e ureasil
POP400/POE1900

Os materiais hibridos 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 polidéxido de etileno (NH2-POE-NH2) com

massa molar de 1900 gmol_1 ou a base poliéxido de propileno (NH2-POP-NH2)

com massas molares de 400 e 2000 gmol_1 dissolvidos em Tetrahidrofurano

(THF). A essa solugao foi adicionado um alcéxido modificado, o 3-isocianato
propiltrietoxisilano (IsoTrEOS) na razao molar polimero/alcoxido de 1:2 . Essa
mistura permaneceu sob refluxo a uma temperatura de 60°C por 24 horas
(DALMOUCHE et al.,1999), para promover a formagdo do precursor
hibrido(EtO)3Si(CH2)3NHC(dO)NHCHCH3CH2(polyether) CH2CH3CHNH(Od)

NHC(CH2)3Si(OEt)3(SANTILI et al.,2009). A figura 11 apresenta as reacdes

dessa sintese.
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Figura 11. Esquema da formacao do precursor ureasil-POP e ureasil-POE

Posteriormente, o solvente foi eliminado sob aquecimento e pressao
reduzida (rota-evaporador), obtendo-se assim o precursor hibrido. As

quantidades de reagente utilizadas estdo descritas na Tabela 1.

Matrizes Hibridas THF NH,-POP-NH, ou IsoTreos
NH,-POE-NH,
Ureasil-POP 400 60mL 25¢ 34,3 mL
Ureasil-POP 2000 40mL 25¢ 6,0mL
Ureasil-POE 1900 80mL 25¢ 6,3mL

Tabela 1. Quantidades de reagentes utilizados na sintese das matrizes
hibridas.

Em seguida, esses precursores foram submetidos as reacdes de
hidrélise e condensagao promovidos pela adigao de 500uL de alcool, 50uL de
agua e de um agente catalisador acido (HCI) com concentragédo de 2M. Com o
avango dessas reagdes os grupos OH foram progressivamente eliminados,
levando a formagao de um gel, nos quais as redes inorganicas e organicas sao

unidas por ligagdes covalentes (BERMUDEZ et al., 1998).As membranas sao
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obtidas pela secagem desse gel a temperatura ambiente em dessecador por 10

dias. A figura 12 apresenta as reagdes para formacdo da membrana.

O
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Figura 12. Esquema da formacao das membranas ureasil-POP e ureasil-POE a

partir do precursor submetido as reacdes de hidrdlise e condensacgao.

Na etapa de hidrolise e condensagdao foi adicionado diferentes
proporcdées massa/massa dos precursores obtidos, resultando em membranas
com misturas de ureasil-POP400 e ureasil-POE1900 e membranas com
misturas de ureasil-POP400 e ureasil-POP2000, essas misturas tiveram como
objetivo de modular o grau de intumescimento a fim de controlar de forma fina
o perfil de liberagdo da dexametasona e também, evitar a ocorréncia de

traumas nos animais o que poderia levar a uma resposta inflamatéria intensa.
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6.2.2 Incorporagao do farmaco nas membranas ureasil-polieter

Na etapa de hidrolise e condensagdo foi adicionado diferentes
porcentagens do farmaco em relagdo a massa de 0,075g do precursor hibrido
ureasil-poliéter, com o intuito de avaliar a concentragcdo maxima de farmaco
solubilizado nas membranas. As porcentagens de massa do acetato de
dexametasona foram as seguintes: 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,

8%, 9%, 10% e 15%.

6.2.3 Intumescimento das membranas ureasil-polieter

A capacidade de intumescimento das membranas com diferentes razdes
de ureasil-PPO400/POE1900 e ureasil-PPO400/PPO2000 foram avaliadas,
uma vez que a capacidade de intumescimento das mesmas pode colaborar
com o entendimento do mecanismo de liberagao.

As membranas foram colocadas em banho contendo saliva artificial
utilizaram-se as mesmas condicdes do ensaio de avaliagcdo do perfil de
dissolugédo do farmaco (37°C (x 0,5°C), agitagdo de 50rpm). Em intervalos de
tempo correspondentes a 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 600 e 1440 minutos, as
membranas foram retiradas e medidas de massa foram efetuadas com o auxilio

de uma balanga de preciséo.

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

A técnica de SAXS ¢é adequada para caracterizacdo desses materiais
hibridos, uma vez que existe uma grande diferenca de densidade eletronica
entre 0s grupos inorganicos (Si-O-Si) e a cadeia organica, resumindo a
estrutura desses materiais podem ser descritas pelo modelo de duas
densidades eletrbnica. Os resultados desses materiais se dao através de
curvas de SAXS apresentando um pico de correlacdo a baixos valores de q,
onde quando menor o valor de g maior sdo as distancias entres os grupos

organicos e inorganicos.
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Medidas “in situ” utilizando SAXS foram efetuadas, antes e durante o
processo de passagem do meio de liberagédo (Saliva artificial), posteriormente
estudou-se a evolucdo nanoestrutural das membranas contendo ou ndao 3% de
acetato de dexametasona (m/m).

As amostras secas foram realizas na linha de SAXS, do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, SP. A linha de SAXS é
equipada com um conjunto de fendas assimétricas e um monocromador de

silicio, permitindo a obtencdo de um feixe monocromatico de A= 1,608 A e
secao transversal de aproximadamente 1,6 mm2. Um detector de Raios X

sensivel a posicao e um analisador multicanal foram usados para monitorar a
intensidade do feixe espalhado, I(q), em fungcdo do mdédulo do vetor de
espalhamento. A intensidade espalhada foi normalizada pela espessura e pela
atenuacdo da amostra. As medidas foram realizadas sob temperatura e
pressdo ambiente. Apdés a analise das amostras secas foram realizadas
adaptagdes na Linha do 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 peristaltica

foi usada para controlar o fluxo do meio (Saliva artificial) mantido a 37°C.
6.2.5 Curva Analitica

Linearidade de uma metodologia analitica € quando os resultados
obtidos podem ser proporcionais & concentracdo do analito na amostra, em um
intervalo especifico. Através da curva analitica foi demonstrada a linearidade do
método (BRASIL, 2003; ICH, 1996; USP, 2002).

A partir de uma solugdo etanodlica de acetato de dexametasona as
solugdes estoque foram feitas, contendo 100ug/mL. A partir dessa solugéo
foram preparadas diluicdes com concentragbes que variavam de 1ug/mL;
5,0ug/mL; 10pg/mL; 20ug/mL; 30pg/mL; 40ug/mL; 45ug/mL; 50ug/mL, em
triplicata.

A leitura das amostras foi realizada no espectrofotdbmetro ultravioleta
AGILENT CARY 60 em um comprimento de onda de 241nm, a partir do valor

da absorbancia das diluicbes de dexametasona, foi gerada a curva analitica.
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6.2.6. Teste de liberagcao da dexametasona nas membranas

As membranas ureasil-POP400/POP2000 e ureasil-POP400/POE1900
nas diferentes propor¢cées contendo 3% de acetato de dexametasona em
relacdo a massa de 0,075g dos materiais, foram submetidas a testes ,,,in vitro™
de dissolugdo em solugdo tampéao fosfato pH 7,2. Contudo para garantir a
condigdo sink foram adicionados 0,5% de procetyl. O teste foi realizado no
equipamento de dissolugdo AGILENT 108-DS. O teste foi realizado nas
seguintes condi¢des, 500 mL de tampéo fosfato pH 7.2 com 0,5% de procetyl
em temperatura de 37°, sob agitagcado constante de 50 rpm. Para coletar cada
uma das aliquotas foi utilizada uma seringa com uma Céanula com Borda 7.75
AGILENT e foram filtradas com Filtros AICROM com tamanho de poro 0,45
pm, o volume coletado das aliquotas foi de 5 mL sendo reposto logo em
seguida. Os espectros foram analisados no espectrofébmetro ultravioleta
AGILENT CARY 60 em um comprimento de onda de 241 nm. O teste foi

realizado em triplicata.

6.2.7. Teste “in vivo”

6.2.7.1. Comité de ética

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Anexo 1), respeitando-
se os regulamentos exigidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal.

6.2.7.2. Amostra

Neste estudo foram utilizados 36 ratos da espécie Rattus Norvegicus,
variagao albinus, Holtzman, adultos, com peso variando entre 250 — 300g,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) —
UNESP. Os animais foram mantidos no Biotério da FOAr em gaiolas individuais
e tratados com agua e ragdo ad libitum antes e durante todo o periodo

experimental, mantidos em ambiente com luz (12 horas de ciclo) e temperatura
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controlada (22°C). Essas mesmas condigdes foram mantidas durante todo o
periodo em que 0s animais permaneceram Vivos.

Os materiais foram divididos nos grupos:

Grupo | (Gl) — membrana de colageno (Bio-Gide, da empresa Geistlich
Pharma Ag — Biomaterials).

Grupo Il (G II) — membrana de ureasil-POP400/POP2000, concentragao
de 70%/30%.

Grupo Il (G lll) — membrana de ureasil-POP400/POE1900,

concentragéo de 70%/30%.

6.2.7.3 Descrigao da técnica cirurgica

No pré-operatério, os animais foram anestesiados por associagao de
Quetamina com Xilazina, na propor¢cao 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.

Depois de anestesiados, foram submetidos a tricotomia na regido da
calota craniana e foi realizada antissepsia do campo cirurgico com gaze esteéril,
embebida em solugdo de povidine, com o animal posicionado em decubito
dorsal sobre a mesa cirurgica. O acesso cirurgico a calota craniana foi obtido
com uma incisao antero-posterior cutanea e muscular, permitindo a exposicao
do peridsteo, utilizando-se cabo para bisturi com Iamina intercambiavel n° 15.
Em seguida, os tecidos foram divulsionados com o auxilio de uma tesoura
pequena com a extremidade romba e uma pinca de dissecc¢ao, até a exposicao
do periosteo, sendo este incisado e removido com o mesmo tipo de lamina até
a exposicao do tecido ésseo.

A seguir foram confeccionados defeitos dsseos circulares criticos, na
porcdo mediana da calvaria com 5 mm de didametro e aproximadamente 1,5
mm de espessura, dada pela remocéo total do tecido 6sseo, utilizando uma
fresa trefina (Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil) com 5 mm de didmetro externo,
montada em contra-angulo (Anthogyr — Injecta — Diadema, Brasil) com redugao

de 16:1, acoplado em motor para implante (BML 600 Plus Driller -CK Driller —
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Brasil), com 1500 rpm, sob irrigagdo constante com solugéo salina, conforme

demonstra a Figura 13

Figura 13. Confecc&o dos defeitos 6sseos circulares com 5 mm diametro.

As membranas foram colocadas sobre o defeito ésseo de tal maneira a
ultrapassar 1mm a borda do defeito.As incisdbes foram suturadas com fio de
seda Johnson 4-0. Foi ministrado analgésico logo apds a intervengéao cirurgica
na concentragcdo de 50 mg para cada 100g de peso corpéreo de paracetamol,

por via de gavagem.

Figura 14. Implante das membranas e sutura da inciséo.
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Os grupos foram aleatoriamente distribuidos e divididos em 4 periodos
experimentais de 7, 15, 30 e 60 dias, com 9 animais em cada grupo/periodo,
sendo que cada animal foi confeccionado 2 defeitos dsseo, totalizando assim

um total de 6 amostra por grupo/periodo e um total de 36 animais (Tabela 2).

Periodo
(Dias) Total
Grupos 7 15 30 60 amostra

Gl

6 6 6 6 24
Gl

6 6 6 6 24
Glll

6 6 6 6 24

Tabela 2. Numero de materiais colocados por grupo, segundo periodo (dias).

6.2.7.4. Obtencao das pecas cirurgicas

Apo6s os periodos correspondentes de 7, 15, 30 e 60 dias de pods-
operatério, os animais foram sacrificados com sobre dose dos anestésicos
utilizados (Quetamina e Xilazina). Foi entdo realizada uma incisao circular na
calota do animal, removendo tecidos moles e duros, utilizando tesouras e
alicate de corte. Esses blocos foram fixados em formol tamponado a 10%, por

aproximadamente 10 dias, para processamento laboratorial.

6.2.7.5 Avaliagao radiografica tridimensional (Micro-CT)

As calotas armazenadas em alcool 70%, foram primeiramente
submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de
microtomografia digital computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo
microtomografo (SkyScan 1176 BrukerMicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)

utilizando cortes de 35 um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e
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aluminio e passo de rotagao de 0.3 mm. As imagens obtidas pela proje¢ao dos
raios-X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas determinando a
area de interesse, pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0). No
software Data Viewer (SkyScan, Versdao 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequagao do posicionamento padrdo para todas as
amostras, podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e
sagital). Em seguida, por meio do software CTAnalyser — CTAn (2003-
11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versao 1.12.4.0), com a pega escaneada em
imagens reconstruidas e reorientadas, foi definido uma area ao redor do defeito
(ROI) delimitada por 5 mm, sendo a area correspondente ao defeito criado. O
software CTAn analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza
(thershould). O threshould utilizado na analise foi de 25-90, que possibilitou
obter o volume de osso formado dentro do defeito. O software CTAnN, a partir da
delimitacdo da regido de interesse em 2D, promove a analise em 3D da mesma
pela soma coletiva de todos os “ROI’s de um conjunto contiguo de fatias de
imagens transversais. Deste modo foi obtido o percentual de volume do tecido

0sseo presente nas areas de interesse previamente delimitadas (ROls).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Preparagao das membranas ureasil-POP400/POP200 e ureasil-
POP400/POE1900.

A etapa de preparacdo do material € a mais importante de todo o
trabalho, tendo em vista que materiais poliméricos podem sofrer degradagéo
em diversos ambientes, principalmente quando reag¢des envolvem altas
temperaturas e presencga de atmosfera oxidante, podendo resultar em quebras
das cadeias dos polimeros ocasionando alteragdes das propriedades
esperadas do material final. Em materiais hibridos pode ocorre uma quebra das
redes reticuladas (“cross-link”) (WHITE, TURNBULL, 1994) pela acédo de
fatores ambientais.

Para controlar esses fatores ambientais e assim assegurar um material
com propriedades adequadas, apds a realizacdo da sintese do precursor
hibrido reacdes de hidrolise e condensagao sao promovidas. Esse processo &
chamado de sol-gel e € um método muito utilizado para preparagao desses
materiais hibridos, uma vez que permite controle de todas as etapas da
preparacdo das membranas ureasil-POP400/POE1900 e membranas ureasil-
POP400/POP2000 (condicbes ambientais, temperaturas e pressao) formando
assim no final um material com caracteristicas e propriedades pré-
estabelecidas como uniformidade estrutural e elevada pureza. O maior
problema do processo sol-gel € que o processo em si conduz a uma contragao
rapida e abrupta gerando um enorme stress interno, fato esse ocasionado pela
saida do solvente, podendo resultar em materiais quebradi¢cos e com trincas.

O aspecto visual das membranas preparadas a partir das misturas dos
precursores hibridos ureasil-POE e ureasil-POP estdo apresentados

nasfiguras15 e 16.
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Figura15. Aspectos das membranas ureasil-POP400/POE1900 em diferentes
proporgdes: a) 90:10; b) 80:20; c) 70:30; d) 60:40.

(a) (b)
() (d)

Figura 16. Aspectos das membranas hibridas ureasil-POP400/POP2000 em
diferentes proporgoées: a) 90:10; b) 80:20; c¢) 70:30 ; d) 60:40.

Observa-se que as membranas nao possuem trincas ou rachaduras,

assim, esse material apds a etapa do processo sol-gel adquiriu uniformidade
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estrutural, além de combinar as caracteristicas de biocompatibilidade do
material ureasil-POP400 coma flexibilidade do material ureasil-POE1900.
As membranas que possuem uma quantidade maior de precursor

ureasil-POE1900 adquiriram uma flexibilidade maior em relagdo as demais.

7.2 Incorporacao do farmaco nas membranas ureasil-polieter

A incorporacdo do farmaco nas membranas foi realizada
concomitantemente com a etapa do processo sol-gel, precisamente junto com
a adigao do etanol e a agua. Esse método faz com que o farmaco fique retido e
disperso na matriz polimérica ou em um dos possiveis sitios de coordenagéo

da membrana ureasil-polieter (Figura 17).

Hibrido ureasil-POP

i Grupo ureia S
Silanol Grupo ureia P Silanol

H., Oxigénio do tipo éte
H,CCHO IS _—~ OCH_CH,

[CHOT}—=sicH, CH, CHNHENHCHCH;— OCH, CH 3—|NHCNHICH_,CH, CH_Si
H,CCH,0 — ! I S~ OCH,CH,

H,CCH,O cH, O I
i I I il _~OCH,CH,
SlCHZCH,CHNHCNHCH,CH,—(OCH-CH)—OCH,CH,NHCNH\CHﬁ_CH,CH,SI OH

= - i - = n o # o - Sl ~
H,CCH_.O OCH,CH,

Grupo ureia Qxigénio daipo.cler Grupo ureia
Silanol Silanol

Hibrido ureasil-POE
|:| Sitios para ligacdo do farmaco

Figura 17. Possiveis Sitios de ligacdes entre material ureasil-poliéter e o

farmaco modelo.

Este material por apresentar grupamentos polares em poliésteres tem a
caracteristica de agir como um solvente capaz de solubilizar os sais dos
farmacos e formar um complexo estavel (LOPES, 2010). Sendo assim, foi
incorporado diferentes porcentagens de farmaco em relagdo a massa do

precursor conforme demonstrada no item 6.2.2., para determinar qual a
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concentracdo maxima possivel de dexametasona que poderia ser incorporada
nas membranas sem ocasionar perda da homogeneidade das membranas. A
figura 18 apresenta as membranas sem farmaco e membranas contendo uma
concentracdo de 3% do farmaco acetato de dexametasona. Observa-se que
tanto a membrana com farmaco como a membrana sem farmaco mantém os

mesmos aspectos como homogeneidade e transparéncia.

() (d)

Figura 18. Aspectos das membranas hibridas contendo concentracbes ideais

do farmaco acetato de dexametasona; a) ureasil-POP400/POP2000 sem
farmaco; b) ureasil-POP400/POP2000 contendo 3% de farmaco; c) ureasil-
POP400/POE1900 sem farmaco; d) ureasil-POP400/POE1900 contendo 3% de

farmaco.

Entretanto quando aumentamos a concentragéo de farmaco observa-se
que o farmaco ndo se encontra totalmente disperso ou solubilizado na
membrana, portanto, optamos trabalhar com a concentragdo de 3% do
farmaco. A figura 19 mostra o aspecto visual das membranas com

concentragdes de acetato de dexametasona acima de 3%.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 19. Aspectos das membranas hibridas contendo diferentes

concentracbes do farmaco acetato de dexametasona; a) ureasil-POE1900
contendo5% de farmaco; b) ureasil-POE1900 contendo 6% de farmaco; c)
ureasil-POP400contendo 10% de farmaco; d) ureasil-POP400 contendo 15%

de farmaco.

7.3 Intumescimentos “in vitro”

Conforme mostrado no item 3, nosso grupo de pesquisa tem realizado
teste de intumescimento para explicar o comportamento do perfil de liberagcao
do farmaco a partir das membranas ureasil-poliéter (MENDES, 2012). Pode-se
observar uma grande diferenca entre os perfis de intumescimento
apresentados pelas amostras ureasil-POP400 e ureasil-POE1900, este fato
sugeriu que neste trabalho fossem realizadas misturas dessas membranas a
fim de controlar o intumescimento e modular de forma mais fina o perfil de
liberagdo. As figuras 20 e 21 demonstram o perfil de intumescimento para as
membranas obtidas a partir das misturas preparadas com diferentes
propor¢gdes de ureasil-POP400/POE1900 e ureasil-POP400/POP2000,

respectivamente.
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Figura 20. Comparagdo do aumento de massa entre as misturas das
membranas hibridas ureasil-POP400/POE1900 durante o teste de

intumescimento.
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Figura 21. Comparagdo do aumento de massa entre as misturas das
membranas hibridas ureasil-POP400/POP2000 durante o teste de

intumescimento.
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O aumento de massa apresentado pelas figuras 20 e 21 demonstra que
quanto maior a concentracdo do ureasil-POE1900 ou ureasil-POP2000 nas
misturas, maior € o aumento da massa. Esse fato indica que quanto maior o
tamanho da cadeia polimérica maior a capacidade de intumescimento da
membrana. Contudo, o intumescimento observado na figura 17 referente a
mistura ureasil-POP400/POP2000 apesar de seguir esse padrdo, revela
valores de intumescimento pouco significativos em torno de 7,5%, para a
amostra com a maior concentracao de ureasil-POP2000. No caso da mistura
com maior concentragdao de ureasil-POE1900 (Figura 20), entretanto, o
intumescimento atingiu 47%. Essa diferenga deve ocorrer pelo fato do hibrido

ureasil-POP2000 apresentar um carater mais hidrofébico devido a protegao
exercida pelos grupos CH3 no oxigénio do tipo éter, o que ndo ocorre no

hibrido ureasil-POE1900. O carater hidrofébico do hibrido ureasil-POP2000 faz
com que a membrana apresente menor afinidade pela saliva e

consequentemente menor capacidade de intumescer.

7.4 Espalhamentos de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo permite obter
informagéo da estrutura da membrana a nivel nanométrico, ou seja, sobre 0s
efeitos causados pela adicdo do farmaco na membrana ou no comportamento
dos grupamentos ureasil-polieter no processo de liberagao.

A figura 21 mostra algumas curvas de SAXS correspondentes as
membranas secas sem farmaco e curvas de membranas secas contendo 3%

de farmaco.
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Figura 21. Curvas de SAXS para as membranas secas contendo ou ndo 3 %
de dexametasona; (A) ureasil-POE1900; (B) ureasil-POP400.

Pelas curvas de SAXS das membranas ureasil-POP400 e ureasil-
POE1900 pode-se observar a presenga de apenas um unico pico largo, o que
evidencia a existéncia de correlacdo espacial entre os nds de silicio da rede
polimérica e a homogeneidade estrutural da matriz (DAHMOUCHE et al.,
1999).

A partir do valor maximo do pico do vetor de espalhamento (qQmax) foi

possivel calcular a distancia correlagao, utilizando a relagédo d= 2n/qmax tanto

para as membranas secas contendo farmaco como as membranas secas sem
farmaco.

No caso da membrana ureasil-POE1900 observa um deslocamento da
distancia de correlacdo de 4,2nm para 5,1nm, enquanto que para a membrana
ureasil-POP400 o deslocamento € de 2,36nm para 2,38nm sendo este nao
significativo. O deslocamento para do pico para membrana ureasil-POE1900
nos permite sugerir que as moléculas do farmaco estdo incorporadas na regiao
mais flexivel da membrana hibrida, por isso ocorre esse deslocamento
(LOPES, 2010).

Também foi possivel avaliar a evolugao temporal das membranas
através das curvas de SAXS durante a liberagdo do farmaco, essa avaliagao &
produzida pelo inchamento das membranas que desloca a posi¢ao dos picos

para valores mais baixos de g. A evolucao temporal das curvas selecionadas

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussédo 61

de SAXS para as membranas ureasil-POE1900 (Figura 22), ureasil-POP2000
(Figura 23) e ureasil-POP400 (Figura 24) durante as experiéncias de liberagcao

do farmaco e intumescimento da matriz estdo apresentadas abaixo.

Ly 0,040 Ureasil-POE 1900 com dexametasona

Ureasil-POE 1900 sem dexametasona

0,035

0,030 - 30min d=5,60

002

0,025
0,020

001 0,015

I (q) unidade arbitraria
| (q) unidade arbitraria

0,010

0,005

secod=421
000+ , .

q(m’)

q(m’)

Figura 22. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POE1900 com ou sem
3% de dexametasona, coletadas durante o experimento de liberagao do

farmaco e intumescimento em saliva artificial.
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Figura 23. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP400 com ou sem
3% de dexametasona, coletadas durante o experimento de liberacdo do

farmaco e intumescimento em saliva artificial.

Jodo Augusto Oshiro Junior



Resultados e Discussédo 62

0,060 -
Ureasil-POP 2000 sem dexametasona
Ureasil-POP 2000 com dexametasona
0,055
020
©
© 8
= & 0050
g £
:-g 55mind=1,55 g 55 mind=1,59
L 0045
2 secod =155 o i
8 o1 'g secod =1,
5 2 om0+
2 =
0,035
016 . b 0,030 . ;

q(m’)

Figura 24. Curvas de SAXS para as membranas ureasil-POP2000 com ou sem
3% de dexametasona, coletadas durante o experimento de liberacdo do

farmaco e intumescimento em saliva artificial

Observa-se na figura 19 a evolucado temporal das curvas de SAXS para
a membrana ureasil-POE1900, podemos verificara expansao da distancia de
correlacdo entre os “nds” de silicio da membrana de 5,10nm no inicio do
processo para 5,92nm apds 30 minutos. Esses dados corroboram com os
resultados observados pelo intumescimento “in vitro”, que revela um alto grau
de intumescimento para essa membrana. A membrana ureasil-POP400 assim
como a membrana ureasil-POP2000 nao apresentaram deslocamento na
distancia de correlagéo entre os “nds” de silicio, seus valores se mantiveram
em 2,38nm para membrana ureasil-POP400 e 3,95nm para a membrana
ureasil-POP2000.

Os resultados da evolucdo temporal das membranas com misturas de
ureasil-POP400/POE1900 e ureasil-POP400/POP2000 podem ser observados
na figura 25a e 25b.
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Figura 25. Curvas de SAXS coletadas durante o experimento de liberacdo do
farmaco e intumescimento em saliva artificial para as misturas das membranas
ureasil; (a) ureasil-POP400/POP2000 (70:30) contendo 3% dexametasona, (b)
ureasil-POP400/POE1900 (70:30) contendo 3% dexametasona.

Podemos obsevar pela figura 25a que a mistura contendo ureasil-
POP400/POP2000 mantém o mesmo comportamento observado para as a
amostras ureasil-POP400 ou ureasil-POP2000, ou seja, nao ocorre
deslocamento na distancia de correlacdo entre os nés de silicio, seus valores
se mantiveram em 2,60nm durante todo o experimento.

Na figura 25b, é possivel observar que para a mistura ureasil-
POP400/POE1900 verifica-se a presenca de dois picos e podemos
correlaciona-los com os picos das membranas ureasil-POP400 e da membrana
ureasil-POE1900, separadamente. O primeiro pico nos fornece um valor de
distancia de correlagdo sem deslocamento durante o experimento de 2,51nm,
atribuido ao material ureasil-POP400. O segundo pico desloca-se nos
primeiros15 minutos iniciais de 0,6nm para 0,38nm, esse pico pode ser
atribuido a presenga da membrana ureasil-POE1900 na mistura e confirma que
ocorre a expansao dos “nos” de silicio a nivel nanométrico.

A partir do valor do valor da distancia de correlagédo (d) calculada,

podemos analisar o grau de intumescimento em fungdo do tempo durante a
cinética de liberacao, através da relacdo: Ad= di-dg/d;, onde di € o valor da

distancia de correlagcdo em um tempo t de contato com o meio de liberagao e
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ds é o valor da distancia de correlagao calculado para a amostra seca (antes do

contato com o meio de liberaggo).

A Tabela 3 mostra os valores da posi¢cado dos picos nas curvas de SAXS

(dmax) € a distancia de correlagao (d) entre os grupamentos silicio e a regiao

polimérica da membrana e a variagao do grau de intumescimento (Ad).

Tempo Ureasil-POP Ureasil-POP Ureasil-POE UreasilPOP/POP | Ureasil-POP/POE
(min) | 400 com farmaco | 2000 com farmaco 1900 com 400/2000 (70:30) | 400/1900 (70:30)
farmaco sem farmaco semfarmaco
Quax d | Ad| Qua d | Ad| Qua d Ad | Qux | d | Ad| Quax | d Ad
0 265 (238 |0 | 1,56 [ 2380|123 | 51 | 0 |236]|266| 0 | 06 | 104 0
5 2651238 | 0| 1,56 | 238 |0 | 1,19 | 527 | 44 1236|266 | 0 | 045 | 13,6 | 24
10 2,65 238 | 0 | 1,56 [ 238 | 0 | 1,16 | 541 | 5,7 |236] 266 | 0 | 039 16,1 | 35
15 2651238 | 0| 1,56 | 238 | 0 | 1,15 | 546 | 6,5 |236|266 | 0 | 038|168 | 36
30 2,65 (238 | 0 | 1,56 | 238 | 0 | 1,11 | 565 | 10 |236] 2,66 | 0 - - -

Tabela 3. Posigao dos picos no vetor de espalhamento (gmax) e distancia de
correlagao (d) entre os grupamentos ureasil e a regiao polimérica da membrana

e a variagao da do grau de intumescimento em % (Ad).

Diferente dos dados macroscopicos € possivel observar que as
ureasil-POP400 e ureasil-POP2000

intumescimento, este fato pode ser devido a 4gua remanescente na membrana

membranas nao apresentam
durante o processo macroscopico que altera o valor real do peso alterando
assim o valor da porcentagem do intumescimento. Enquanto que as
membranas contendo o material ureasil-POE1900 apresentam intumescimento
consideravel. Entretanto, podemos observar que a membrana ureasil-POE1900
contendo farmaco apresenta um valor de intumescimento de 10% apds 30
minutos esse valor de intumescimento € menor em relagdo a membrana
ureasil-POE1900 sem a adi¢cdo do farmaco que apresenta 36% apos 15min.
Esse fato deve estar relacionado com a ligacdo do farmaco nas cadeias

poliméricas das membranas dificultando a expansdo da mesma.
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7.5 Ensaios de liberagao “in vitro” do acetato de dexametasona

7.5.1 Curva analitica (Linearidade)

A linearidade do método de quantificacdo do acetato de dexametasona
por espectroscopia na regido do UV foi determinada através da constru¢ao da
curva analitica em meio tampdo fosfato pH 7.2 utilizando diferentes
concentracbes de dexametasona, sendo a curva linear entre 5 e 50ug/mL
(Figura 26 ).

Na analise realizada em tampéo fosfato pH 7.2, o farmaco apresentou
absor¢do maxima em 241 nm. A regressao linear forneceu a equagao de reta:
y=0,0381x+0,0917 e o coeficiente de correlagao r2=0,9985.

k| - F r -
Curva Analitica
2 5000 V= E‘J:'SE 1z + E'E'g'l_
' B2 = (19985
2,0000
1,5000 =§=Absorbancia
1,0000
—VLinear

0,5000 (Absorbancia)
0,0000

] 20 40 o0

Figura 26. Curva analitica do acetato de dexametasona em tampao fosfato pH
7.2

7.5.2 Teste de liberagao da dexametasona a partir das membranas

Para que ocorra a liberagdo do farmaco em sistemas matriciais ou
monolitos processos fisicos e quimicos estao envolvidos, tais como penetracao
do liquido na matriz, difusdo do farmaco pela matriz, erosdo do sistema
polimérico e por fim uma combinagdo desses mecanismos (LYRA et AL,
2007). A ocorréncia de um ou de outro mecanismo serd dependente da

natureza quimica e estrutural das matrizes utilizadas como sistemas de
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liberacdo. Para ser considerado como um bom sistema de liberagao controlada
€ importante que a matriz seja capaz de controlar e manter a liberagdo do
farmaco em niveis adequados dentro da faixa terapéutica para o tecido-alvo,
independentemente do mecanismo de liberagao. Os perfis de liberacdo do
acetato de dexametasona a partir das membranas formadas pelas misturas
ureasil-POP400/POE1900 estédo apresentados na Figura 27. Pode-se observar
que quanto maior a propor¢ao do ureasil-POP400 na mistura menor é a
quantidade de acetato de dexametasona liberado. Esse comportamento esta
de acordo com o observado para o intumescimento dessa matriz, discutido nos
itens 7.3 e 7.4, revelando uma forte relacao entre o perfil de intumescimento e

de liberacéo do farmaco.
100 S
Ureasil-POP400/POE1900

90 4
80 —
70 —
60—- _r/'_

50 T0:30

40 4 /

30 ~

4

20

Quantidade de dexametasona liberada (%)

10 ¥

3 T T T T T T T T T T T T T
] 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (Horas)

Figura 27. Perfil de liberagcdo do acetato de dexametasona incorporada nas
membranas ureasil-POP400/POE1900 em diferentes proporgoes.

A Figura 28 apresenta os perfis de liberagdo do acetato de
dexametasona a partir das membranas ureasil-POP400/POP2000 com
diferentes proporgcoes. Pode se observar o mesmo comportamento
apresentado para as membranas ureasil-POP400/POE1900, ou seja, quanto
maior a propor¢do da fase ureasil-POP400 menor a taxa de liberacao,

corroborando com os dados de perfil de intumescimento desta membrana.
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Figura 28. Perfil de liberagdo do acetato de dexametasona incorporada nas

membranas ureasil-POP400/POP2000 em diferentes proporgdes.

dexametasona

A Tabela 4 relaciona os valores da porcentagem de acetato de

liberada apdés 134 h a partir das membranas Ureasil-

POP400/POE1900. A Tabela 5 relaciona os valores da porcentagem de acetato

de dexametasona liberada apdés 134 h a partir das membranas Ureasil-
POP400/POP2000. De acordo com os resultados apresentados (Tabela 4 e 5)

a liberagdo do farmaco nao atinge 100% de liberagdo em nenhuma membrana

testada, no periodo de 134 horas (5 dias e 12 horas). Esse fato indica que

existe a possibilidade do controle da liberagao por dias e até meses.
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Amostras Taxa (%) de
Ureasil-POP400/POE1900 liberacao das
membranas
(134 h)

60:40 67 (£0,20)

70:30 50 (+0,04)

80:20 24 (£0,27)

90:10 14 (£0,40)

Tabela 4. Porcentagem de acetato de dexametasona liberada apos 134h a
partir das membranas Ureasil-POP400/POE1900.

Amostras Taxa (%) de
Ureasil-POP400/POP2000 liberagao das
membranas
(134 h)

60:40 22 (£0,28)

70:30 19 (£0,02)

80:20 11 (+£0,48)

S0:10 6 (£0,52)

Tabela 5. Porcentagem de Acetato de dexametasona liberada apds 134h a
partir das membranas Ureasil-POP400/POP2000.

Os resultados de liberagcdo apresentados nas tabelas 4 e 5 podem ser
explicados por dois fatores, o primeiro e mais importante fator, esta relacionado
com as caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas dos polimeros hibridos
conforme demonstrado nos teste de intumescimento e SAXS. O segundo fator
esta relacionado com a baixa massa molecular do hibrido ureasil-POP que faz

com que a membrana possua muitos grupamentos ureasil-poliéter, conferindo
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a membrana uma maior rigidez e essa rigidez interfere no processo de difuséo
do farmaco, o que resulta em uma menor taxa de liberagdo (CARBINATO,
2010). Sendo assim, as membranas com as maiores concentragdes de ureasil-
POP precisam de um tempo maior para o inicio do processo de liberagao, este
fato é relacionado ao carater hidrofdbico desses materias. A hidrofobicidade da
cadeia diminui a afinidade do ureasil-POP com o meio de dissolugéo resultando
em um menor relaxamento das cadeias poliméricas e redugdo no grau de
intumescimento da matriz. O perfil de intumescimento das membranas hibridas
esta intimamente relacionado com o perfil de dissolugao e difusao do farmaco
para fora da matriz (SANTILI et al., 2009; MOLINA., et al 2010). Para a
membrana com maior concentracdo de ureasil-POE material altamente
hidrofilico, um alto grau de intumescimento nos primeiros minutos ocorre, o que
facilita a difusdo e a dissolugao do farmaco (SANTILI et al., 2009; MOLINA., et
al 2010) no inicio do processo, acarretando em uma maior taxa de liberagéo do
farmaco. No entanto, a mesma tendéncia de comportamento nao foi observada
material ureasil-POP2000 que apesar da cadeia molecular possuir o0 mesmo

tamanho do ureasil-POE1900 a taxa de liberacdo € menor, isso é resultado do
grupamento CH3 presente em sua cadeia polimérica, resultando em um

material hidrofébico assim como o material ureasil-POP400. No caso da
membrana ureasil-POP2000 a maior flexibilidade da cadeia polimérica € o que
ocasiona o aumento das taxas de liberagao conforme ocorre o aumento da sua
proporg¢ao nessas misturas. O acetato de dexametasona por possuir um carater
pouco soluvel também acaba apresentando uma alta afinidade pelas cadeias
dos materiais ureasil-POP400 e ureasil-POP2000, isso também contribui para
que ocorra uma menor taxa de liberagdo nessas membranas.

Para descrever o mecanismo de transporte envolvido na cinética de
liberagdo, varios modelos matematicos podem ser utilizados (KORSMEYER,
1983; LOPES, 2005). Diferentes modelos matematicos foram aplicados aos
dados de liberacao referente as figuras 27 e 28. Os modelos utilizados foram:
Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-Crowell, Baker-Lonsdale, Zero ordem e
Primeira Ordem.

O modelo matematico que melhor se ajustou as curvas experimentais de

liberacdo do acetato de dexametasona a partir das membranas ureasil-
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POP400/POP2000 e ureasil-POP400/POE1900 foi o descrito por Korsmeyer

pela seguinte equagéo

%-K{-n
M =K.

o

Sendo que Mt é a quantidade de farmaco liberada por area em um
tempo t, M= é a quantidade total do farmaco liberado em um tempo infinito, k é
a constante de liberacdo que considera caracteristicas estruturais e
geométricas do sistemas e o valor do expoente n é o que define 0 mecanismo
de liberagao.

Para membranas (cilindricas) os valores de n s&o: n(1 0,45 caracterizam
mecanismo de liberacdo por difusdo Fickiana, valores de 0,45<n(] 0,89
caracterizam mecanismo de liberagao por transporte anémalo (intumescimento
consideravel e difusdo) e valores de ni] 0,89 caracterizam mecanismo de
transporte caso Il que leva em conta um processo de difusdo do farmaco
superior ao intumescimento (KORSMEYER, 1983). A tabela 6 apresenta os
valores do expoente n calculado para os perfis de liberacdo do acetato de

dexametasona a partir das membranas ureasil-POP400/POE1900.

MEMBRANAS r Parametros da equacédo | Mecanismo de
Ureasil-POP 400 +Ureasil POE ajustado liberacdo
1900
K n
Proporcéo (90:10) 0,9914 0,2592 0,8184 Andmalo
Proporcéao (80:20) 0,9953 0,8154 0,6952 Andmalo
Proporcéao (70:30) 0,9943 24561 06198 Andémalo
Proporcéo (60:40) 0,9830 8,4626 0,4542 Andmalo

Tabela 6. Expoentes da equagdo de Korsmeyer-Peppas para as diferentes
membranas ureasil-POP400/POE1900.
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Observa-se pelos valores de n apresentado na tabela 6, que o
mecanismo de transporte predominante € o transporte andémalo, onde o
fendmeno de relaxamento das cadeias poliméricas durante o processo de
intumescimento e a difusdo do solvente sdao os principais mecanismos
responsaveis pela liberagdo do farmaco contribuindo de forma igualitaria para a
liberagéo (SUJJA-AREEVATH et al., 1998).

A tabela 7 apresenta os valores do expoente n calculado para os perfis
de liberacdo do acetato de dexametasona a partir das membranas ureasil-
POP400/POP2000.

MEMBRANAS re Parametros da equacao | Mecanismo de
Ureasil-POP 400 +Ureasil POE | ajustado liberacédo
2000
K n
Proporcao (980:10) 0,9953 0,0011 1,72 Caso I
Proporcao (80:20) 0,9978 0,0117 1,39 Caso I
Proporcao (70:30) 0,9941 0,1259 1,034 Caso I
Proporcao (60:40) 0,9936 0,6836 0,8888 Caso I

Tabela 7. Expoentes da equacdao de Korsmeyer-Peppas para as diferentes
membranas ureasil-POP400/POE2000.

Observa-se pelos valores de n apresentado na tabela 7, que o
mecanismo de transporte predominante € o transporte caso Il, a diferenga em
relagdo ao transporte andbmalo é ocasionada pela ordem de velocidade dos
processos de liberagdo em relagdo ao transporte andmalo. Neste caso a
velocidade de difusdo do farmaco é muito maior que o relaxamento das
cadeias do material (intumescimento) (SUJJA-AREEVATH et al., 1998).
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7.6 Ensaios “in vivo”

Para a realizacdo dos ensaios “in vivo” foram escolhidas trés
membranas. A membrana chamada de grupo | € a membrana comercial de
colageno da empresa Geistlich Pharma Ag, a chamada de Grupo I
corresponde a membrana ureasil-POP400/POP2000 com proporc¢éo de 70:30 e
a chamada de Grupo Ill corresponde a membrana ureasil-POP400-POE1900
com proporgao de 70:30. Para a escolha das proporgdes acima foram levados
em consideragao os resultados demonstrados pelos testes de intumescimento,
SAXS e liberagao do farmaco, apresentados anteriormente.

As figuras 29, 30 e 31apresentam as fotomicrotomografias dos defeitos
0sseos na calota craniana com 7 (a), 15 (b), 30(c) e 60(d) dias para os defeitos
0sseos com membrana de colageno, membrana ureasil-POP400/POE1900 e

membrana ureasil-POP400/POP2000, respectivamente.

Figura 29. Fotomicrotomografia dos defeitos ésseos contendo a membrana de
colageno; (a) 7 dias (b) 15 dias (c) 30 dias; (d) 60 dias.
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Figura 30. Fotomicrotomografia dos defeitos 6sseos contendo a membrana
ureasil-POP400/POP2000; (a) 7 dias (b) 15 dias (c) 30 dias; (d) 60 dias.

Figura 31. Fotomicrotomografia dos defeitos ésseos contendo a membrana
ureasil-POP400/POE1900; (a) 7 dias (b) 15 dias (c) 30 dias; (d) 60 dias.
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Pelas caracteristicas visuais apresentadas nas figuras 29, 30 e 31,
podemos sugerir que conforme aumenta o tempo ocorre um aumento do
percentual formado de tecido dsseo, fato que ocorre para todas as membranas.
Para obter o volume do osso formado dentro do defeito dsseo foi utilizado o
software CTAn analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza
(thershould). O software CTAn analisou e mediu as imagens de acordo com a
escalas de cinza (thershould). O software CTAn, a partir da delimitagdo da
regido de interesse em 2D, promove a analise em 3D da mesma pela soma
coletiva de todos os “ROI’s de um conjunto contiguo de fatias de imagens
transversais. Deste modo foi obtido o percentual de volume do tecido dsseo
presente nas areas de interesse previamente delimitadas (ROls). A tabela 8

apresenta os valores de percentual de volume do tecido ésseo.

Tipos de 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias
Membranas
Colageno 7%(+0.73) 12,66% (+£0.63) 19,66% (+1.43) 21.9 (+0.28)
Ureasil-

POP400/POP2000 4%(+0.63) 1218% (+1.2) 20,28 (£ 0.30) 21.1 (x0.08)

Ureasil-
POP400/POE1900 7% (£0.75) 12,06% (+0,38) 21,55 (£0.22) 22,7 (£0.42)

Tabela 8. Percentual de volume 6sseo para os defeitos na calota craniana nos

seqguintes periodos: 7, 15, 30 e 60 dias.

Observando os valores apresentados na tabela 8 é possivel afirmar que
todos os defeitos 6sseos apresentaram o mesmo percentual de volume 6sseo
formado, em todos os periodos de tempos analisados, exceto para o periodo
de 7 dias.Esses valores indicam que as membranas desenvolvidas a partir dos
materiais hibridos ureasil-poliéter possuem a mesma eficiéncia das membranas
de colageno comercial. Na tabela 8 podemos verificar que a porcentagem de

volume ésseo formado nos periodos de 30 e 60 dias sdo semelhantes, ou seja,
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nao ocorre um grande acrescimento no volume 6sseo dentro deste intervalo.
Este fato pode ser relacionado aos defeitos criticos criados na calota craniana,
ou seja, foi criado uma ferida intra-6ssea onde nao existe capacidade total de
regeneragao durante a vida do animal sem a utilizagédo de algum material que
possa vir auxiliar nos processos de osteogénese. O diferencial das membranas
formadas pelos materiais hibridos ureasil-poliéter em relacdo a membrana
comercial esta no fato de que existe a possibilidade futura de incorporagao de

substancias osteoindutoras.
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8. CONCLUSOES

Foram desenvolvidas membranas a partir de diferentes misturas de
materiais hibridos organico-inorganicos ureasil-POP400, ureasil-POP2000 e
ureasil-POE1900. A partir dessas misturas membranas com diferentes
proporcdes foram obtidas resultados de diferentes balancos hidrofilico-
hidrofobicos, o que permitiu controlar tanto o perfil de intumescimento quanto
de liberacédo do farmaco acetato de dexametasona.

Os estudos da cinética de liberacao revelam que as membranas do tipo
ureasil-POP400/POP2000 tem como mecanismo de transporte o transporte
caso Il, onde, a velocidade de difusdo do farmaco é muito maior que o
relaxamento das cadeias do material (intumescimento); enquanto que as
membranas do tipo ureasil-POP400/POP1900 tem como mecanismo de
transporte o transporte anémalo, onde o fendmeno de relaxamento das cadeias
poliméricas durante o processo de intumescimento e a difusdo do solvente sao
0s principais mecanismos responsaveis pela liberacdo do farmaco contribuindo
de forma igualitaria para a liberagao.

Resultados de neoformacdo 6ssea possibilitou comparar a formagao
O0ssea entre membranas comercial de colageno (Bio-Gide) e as membranas
desenvolvidas do tipo ureasil-polieter sem farmaco, os resultados revelaram
que estatisticamente o volume ésseo formado foi igual.

Portanto, concluimos que as membranas tipo ureasil-poliéter tem grande
potencial para ser utilizada como uma membrana de barreira fisica,
principalmente devido as suas propriedades de incorporar e liberar de forma
controlada farmacos ou proteinas visando estimular o crescimento ésseo.
Essas caracteristicas podem tornar as membranas ureasil-polieter uma

membrana de barreira fisica Unica no mercado.
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