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A concecgdo de estruturas adequadas para suportar e favorecer o
crescimento de tecidos é um dos desafios da engenharia de tecidos.
Essas estruturas sdo materiais geralmente porosos com capacidade de
incluséo e proliferacdo de células capazes de formar novos tecidos ao
mesmo tempo que se vao degradando.

Doencas como a periodontite afetam grande parte da populacdo e
podem levar a perda da estrutura periodontal, sendo necessario
recorrer a este tipo de estratégia para promover a sua regeneracao.

O presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar
membranas para favorecer a regeneracdo de tecidos em aplicacdes
dentarias.

Foram desenvolvidas membranas compdsitas de colagénio contendo
fosfatos de calcio bioativos (hidroxiapatite e vidro) como enchimento,
em diferentes percentagens, na forma de estruturas porosas ou
prensadas.

Foram caracterizadas as particulas de hidroxiapatite obtidas por
precipitacdo quimica, as particulas de vidro produzido por fuséo e
moagem de fritas e as membranas compdsitas preparadas com
agueles enchimentos.

Ambos os tipos de membranas apresentaram comportamento bioativo
em fluido plasmético sintético. Também se procedeu ao estudo da sua
degradacdo em contacto com saliva humana. A variagdo da
concentracdo de proteinas na saliva apds incubacdo das varias
membranas revelou que, independentemente do tipo e contetdo do
enchimento, o processo de degradacdo é complexo e depende do
tempo de incubacdao.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem globalmente que
qualqguer uma das membranas compositas produzidas tem
potencialidades para favorecer a regeneracdo de tecidos da cavidade
bucal.
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The design of appropriate structures to support and foster the growth of
tissues is one of the challenges of tissue engineering.

These structures are generally porous materials with ability to support
and allow proliferation of cells capable of forming new tissue while they
degrade.

Diseases such as periodontitis affect a large percentage of the
population and can lead to loss of periodontal structure, being
necessary to use this type of strategy to promote regeneration.

This study aimed to produce and characterize membranes to promote
tissue regeneration in dental applications.

Collagen composite membranes, containing bioactive calcium
phosphates (hydroxyapatite and glass) as fillers, in different
percentages have been developed in the form of porous or pressed
structures.

The hydroxyapatite particles obtained by chemical precipitation, the
glass particles produced by melt-quenching and grinding and the
composite membranes prepared with those fillers were characterized.
Both types of membranes exhibited bioactive behavior in synthetic
plasma fluid. A study of the membranes degradation in contact with
human saliva was also performed. The variation of the proteins
concentration in the saliva after different incubation times of the
membranes revealed that, regardless of the type and content of the
filler, the degradation process is complex and depends on the
incubation time.

The results obtained in this work globally suggest that any of the
composite membranes produced has the potential to promote the
regeneration of tissues of the oral cavity.
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Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

1. Introducao/Enquadramento

Grandes lesdes dos tecidos resultantes de traumas ou doencas degenerativas
conduziam geralmente a perda dessas estruturas levando a um decréscimo da qualidade
de vida. A procura de metodologias para regenerar ou substituir os tecidos danificados
tornou-se assim cada vez mais premente [1].

A engenharia de tecidos desenvolve substitutos biolégicos capazes de restaurar,
manter ou melhorar a funcdo dos tecidos, sendo por isso uma area multidisciplinar que
integra varios campos, tais como, medicina, quimica, fisica, engenharia e biologia [2].

O periodonto € um conjunto de estruturas que tém como principal funcao o
suporte e nutricdo do dente. Existem diversos fatores que podem comprometer estas
estruturas, entre 0s quais, traumas ou doencas tais como, neoplasias, osteomielite e
periodontite.

A periodontite € uma doenca inflamatéria provocada por acumulacao de biofilme
bacteriano e estima-se que afete cerca de 90 % da populagdo mundial. A consequéncia
mais nefasta € a destruicdo dos tecidos periodontais responsaveis por fornecer suporte
aos dentes na cavidade oral [3], [4].

A regeneracdo guiada de tecidos, aplicada no tratamento de lesdes na cavidade
oral, como as provocadas pela periodontite, assenta no pressuposto de que o ligamento
periodontal € o tecido que contém as células progenitoras necessarias para a formagéo
de novo osso alveolar, cemento radicular e ligamento periodontal [5].

Neste contexto, surgem as membranas de regeneragdo para tratamento de
defeitos 6sseos na cavidade bucal, cuja principal funcdo é servir de barreira entre os
tecidos moles e o tecido 6sseo, impedindo a migragédo das células dos tecidos epitelial e
conjuntivo gengival (que possuem um crescimento mais rapido) e permitindo a
proliferacdo e crescimento de células que provenham dos ligamentos periodontais e
favorecam a regeneracdo 0ssea (que € um processo mais lento) [6].

Existem no mercado varios tipos de membranas para regeneragdo mas continuam
a ser implementadas novas estratégias para ajudar a regeneracdo periodontal e
investigadas solucbes alternativas de engenharia de materiais que contribuam para

melhorar as existentes.



Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

1.1. Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi a obtencdo e caracterizacdo de membranas
compésitas de colagénio com enchimentos de fosfatos de céalcio bioativos, para regeneracao
dos tecidos em aplica¢cBes dentarias. Para tal, foram obtidas particulas de hidroxiapatite pelo
método de precipitacdo quimica e particulas de um vidro bioativo, com a composicdo molar
25,43% SiO2 : 32,68% CaO : 10,89% P205 : 31,00% MgO, usando o método de fusdo e
vazamento.

Estes materiais foram introduzidos como enchimentos, em diferentes percentagens,
nas membranas de colagénio sendo os compadsitos obtidos por liofilizac¢&o.

O estudo centrou-se na influéncia da percentagem e tipo de enchimento nas
caracteristicas estruturais e de degradacdo das membranas. Foram efetuados testes in vitro
de bioatividade em SBF e de degradacédo em saliva humana.

1.2. Estrutura da tese

Este trabalho esta dividido em 5 capitulos. No capitulo 1 apresenta-se o tema,
objetivos e estrutura da tese. No capitulo 2 é feita a revisédo da literatura. O capitulo 3
contém a descri¢cdo detalhada de todo o procedimento experimental, bem como de todas
as técnicas de caracterizacdo dos materiais preparados. O capitulo 4 contempla os
resultados de caracterizacdo obtidos para os diferentes materiais, bem como a sua
andlise e discussao. Por fim no capitulo 5 encontram-se as conclusdes finais retiradas da
interpretagéo dos resultados obtidos, assim como sugestdes de trabalho a desenvolver
no futuro.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Estrutura periodontal

A cavidade oral € definida como a primeira parte do trato digestivo, na qual se inicia o
processo de digestao através da mastigacdo. Os labios, as bochechas e o palato formam
os limites da cavidade oral. Nela estdo os dentes e a lingua, que recebe as secrec¢bes
das glandulas salivares [7].

O dente pode ser dividido em dois segmentos a coroa e a raiz; a coroa € a por¢ao
gue se projeta para dentro da cavidade oral e é protegida por uma camada de esmalte
altamente mineralizado que a recobre. O interior do dente é constituido por dentina, um
tecido mineralizado que tem uma composi¢cdo quimica semelhante & do 0sso. A dentina
tem uma cavidade onde se encontra a polpa dentaria que consiste num tecido de
sustentagdo especializado contendo fibras nervosas sensoriais. A raiz do dente fica
incluida numa crista 6ssea da mandibula chamada crista alveolar [8].

A estrutura periodontal é constituida essencialmente por quatro componentes,

como esquematicamente representado na figura 1 [9], [10]:

Ligamentos periodontais;

Cemento;
o Gengiva,;
e Osso alveolar.

Os ligamentos periodontais sdo constituidos por fibras de tecido conectivo (fibras
de Sharpey), responsaveis por ligar o dente ao alvéolo 6sseo, sdo altamente
vascularizados e constituidos maioritariamente por colagénio do tipo I. Os ligamentos
periodontais promovem a nutricdo das células do ligamento e das células circunjacentes
do cemento e 0sso alveolar.

O cemento € um tecido conjuntivo calcificado, ndo vascularizado que reveste a
raiz do dente e a sua principal funcdo é proporcionar um local de ligacdo para os
ligamentos periodontais.

A mucosa oral que cobre a parte superior da crista alveolar é chamada gengiva.

A matriz do osso é constituida por 65% de minerais e 35% de proteinas. A fase
mineral € constituida por uma mistura de fosfatos de calcio, predominantemente
hidroxiapatite (HAp). A fase organica consiste em 90% de fibras de colagénio do tipo | e

os restantes 10% sdo compostos por varios proteoglicanos e outras proteinas [11]. Na
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figura 2 encontra-se um esquema representativo da constituicdo da matriz 6ssea desde o
nivel macro passando pelo microscépico até ao nivel atémico.

O osso alveolar difere dos demais 0ssos por ter origem ectomesenquimal (forma-
se a partir de células que migram da crista neural), sofrer intensa remodela¢&o durante o
processo eruptivo e estar sob a acdo constante de forcas mastigatérias. Esta permanente
reorganizacdo do tecido Osseo é levada a cabo por diversas células &sseas
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), que assumem vérias formas e funcdes [12].

Os osteoblastos sdo as células responsaveis por sintetizar a parte organica da
matriz 6ssea (osteoide), ou seja, colagénio, proteoglicanos e glicoproteinas. Sdo capazes
de armazenar fosfatos de céalcio levando a mineralizagdo da matriz. Quando estes ficam
aprisionados na matriz 6ssea recém-formada denominam-se ostedcitos e ajudam na
nutricdo do 0sso.

Os osteoclastos séo células fagocitarias capazes de erodir 0 0sso e sdo de
extrema importancia juntamente com o0s osteoblastos no processo de remodelagéo
constante.

Os osteoblastos e os ostedcitos derivam de uma célula mesenquimal primitiva
chamada célula osteoprogenitora. Os osteoclastos sdo células fagocitarias
multinucleadas derivadas da linhagem celular dos macré6fagos mondcitos [8].

A um nivel macroscépico 0 0sso alveolar possui uma por¢ao interna composta por
0SSO esponjoso ou trabecular, assim denominado por apresentar amplos espacos
formados por diversas trabéculas, conferindo ao 0sso, um aspeto poroso. Possui ainda
uma porcao externa - 0sso compacto - que reveste o alvéolo dentario com uma grande
dureza e elevada densidade. Organiza-se em forma de finas laminas concéntricas
alinhadas na direcdo longitudinal do osso, que fazem parte dos denominados sistemas
haversianos (ou osteons) [13], [14].

As estruturas que formam o periodonto servem de suporte e nutricdo para o dente
[10].
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Figura 1- Esquema representativo da estrutura periodontal. Adaptado de [10].
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Figura 2- Esquema representativo da composicdo 0ssea desde a escala macro a atdmica. Adaptado
de [14].

2.1.1. Fatores que afetam a estrutura periodontal

Y

Diversos acontecimentos podem levar a perda ou dano das estruturas que

suportam o dente, entre os quais, traumas, doengas metabolicas, neoplasia ou processos
inflamatorios, tais como, a osteomielite e a periodontite.

7

A periodontite € uma doenca inflamatéria do tecido periodontal, causada por
microrganismos e acumulacdo de biofilme bacteriano, o que leva a degradacdo dos
tecidos conectivos e do 0sso alveolar. E a maior causa de perda de dentes em adultos
humanos [3], [4].

Segundo o National Institute of Dental and Craniofacial Research os principais
fatores potenciadores do desenvolvimento de doenca periodontal sdo: o tabagismo, as
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alteragbes hormonais, doencas como diabetes, certos tipos de medicacbes e ainda
fatores genéticos [15].

A osteomielite engloba um amplo grupo de doencas infeciosas, caracterizadas por
infecdo bacteriana ou fungica do 0sso e / ou medula 6ssea [16].

A estrutura periodontal também é afetada com a extracdo de dentes. Com o
passar do tempo 0 0SSO que suportava o dente (0sso alveolar) vai sendo reabsorvido,
como consequéncia da perda de estimulacdo do 0osso pelas for¢cas exercidas no dente.

2.1.2. Cicatrizacao periodontal

Um dos desafios na regeneracdo do tecido periodontal é a reposi¢do da ligacao
entre os ligamentos periodontais, as fibras gengivais de colagénio, o cemento e 0sso
alveolar [10].

A cicatrizacdo de feridas em locais ndo orais € um processo bastante estudado.
Apbs a ocorréncia de uma lesdo existem danos capilares e consequente hemorragia
levando a formag&o de um coégulo. Este é responsavel por proteger temporariamente 0s
tecidos desnudados e servir de matriz provisoria para a migracdo celular. Apos a
formacdo do coagulo ocorre uma resposta inflamatoria e o coagulo é preenchido por
células, maioritariamente neutréfilos e mondcitos que sdo responsaveis por limpar a
ferida de bactérias e tecidos necrosados por fagocitose. De seguida ocorre a migragéo de
macrofagos para o local, onde exercem a sua atividade fagocitaria mas também tém um
papel importante na formacéo de tecido de granulacéo, pois segregam citocinas e fatores
de crescimento que estdo envolvidos na proliferacdo e migracao de fibroblastos e células
endoteliais. Os fibroblastos produzem uma matriz de colagénio e as células endoteliais,
responsaveis pela angiogénese, migram para a matriz formando uma barreira protetora
estruturalmente semelhante ao epitélio original. Finalmente, a maturacdo da matriz
tecidular da ferida é observada juntamente com a contragao do coagulo [9], [17].

A cicatrizacdo de lesGes nas estruturas periodontais € um processo mais
complexo do que aquele que ocorre em outros tecidos do corpo. No processo cicatricial
do periodonto, estdo envolvidos, tecidos rigidos mineralizados como 0 0sso e o dente e
tecidos moles conectivos como os ligamentos periodontais e a gengiva. Assim, para que
0 processo de cicatrizacdo seja satisfatorio, deve ocorrer a interacdo e regeneragao
sincronizada de tecidos moles e mineralizados. A cicatrizacdo destas estruturas e todo o

processo cicatricial ocorrem hum ambiente contaminado, a cavidade oral [17].

10
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Em periodontologia podem distinguir-se dois tipos de cicatrizagdo: regeneracao e
reparacdo. O termo regeneracgéo refere-se a restauragdo completa de todos os tecidos
lesados, ou seja, ocorre formacao de novo cemento, novo 0sso alveolar e novo ligamento
periodontal. Em comparacao, reparacao € definido como uma regeneracdo incompleta.
Neste caso, os tecidos danificados séo substituidos por tecidos cuja funcdo néo € a do
tecido original [18]-[20].

Na cicatrizacdo periodontal estdo envolvidos quatro tipos de células: do epitélio
gengival, do tecido conjuntivo gengival, do tecido ésseo e do ligamento periodontal.

O tipo de cicatrizacdo que ocorre na estrutura periodontal é definido pelas células
que invadem a area lesada. Se a area for repovoada por células epiteliais gengivais,
ocorre a formacdo do chamado epitélio juncional longo. Se as células a proliferar forem
as do tecido conjuntivo gengival, ocorre uma adesao conjuntiva podendo também ocorrer
reabsorcao radicular (reducdo do comprimento da raiz do dente). Quando as células do
tecido 6sseo migram para o local, pode ocorrer reabsorcdo mas também anquilose (fusdo
O0ssea). Para que ocorra regeneragdo, a lesdo deve ser invadida por células dos
ligamentos periodontais [19], [21], [22]. Na figura 3 encontra-se um esquema
representativo dos diferentes tipos de cicatrizacdo do periodonto.

Os eventos associados a regeneracao do periodonto sdo bastante complexos.
Embora tenham sido estudados varios procedimentos de regeneracao, ainda nao foi
encontrado nenhum capaz de favorecer a formagdo de novo cemento, remodelar as

fibras periodontais e formar novo osso [10].

11
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Epitélio juncional Adesio do tecido conjuntivo Reabsorgo radicular e Nova insergio
i longo e reabsorgdo radicular anquilose | conjuntiva
T
REPARACAO REGENERACI"\O

Figura 3- Esquema explicativo dos diferentes tipos de cicatrizagdo da estrutura periodontal. E:
Epitélio gengival; TC: Tecido conjuntivo gengival; O: Osso; C: Cemento; LP: Ligamentos
Periodontais. Adaptado de [22].

2.2. Saliva: Composicéo e func¢des

A saliva é um fluido biolégico transparente, ligeiramente acido com um pH
entre 6 e 7, composto por secre¢des provenientes das glandulas salivares maiores como
a parétida, submandibular e sublingual e de glandulas salivares menores como as labiais,
bucais, linguais e palatais [23].

Por norma, as glandulas salivares humanas produzem cerca de 1 a 1,5 L de saliva
por dia. As células presentes nas glandulas salivares sdo as células acinares, células do

ducto e células mioepiteliais.

12
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As células acinares produzem trés tipos de secrecles: serosas que Sao
segregadas pelas glandulas parotidas; mucosas, segregadas pelas glandulas menores e
mistas (serosa + mucosa), libertadas pelas glandulas sublingual e submandibular [23],
[24].

As células do ducto, como o préprio nome indica, encontram-se no ducto e séo
responsaveis por conduzir as secrecdes para o exterior. Dentro desta categoria ainda
podem ser classificadas em, intercaladas, estriadas e excretoras:

¢ Intercaladas: sdo as primeiras do ducto e conectam as secrecdes acinares
a glandula. Nao estdo envolvidas na modificacdo dos eletrdlitos das
secrecoes.

e Estriadas: sdo as segundas do ducto e sdo responsaveis por regular os
eletrolitos por reabsor¢éo de sodio.

e Excretoras: séo a ultima porg&o do ducto por onde a saliva passa antes de
atingir a cavidade oral [23], [24].

As células mioepiteliais sdo responsaveis pela contracdo das células acinares, de
modo a que estas possam excretar as secrec¢des [23], [24].

Na figura 4 é representado um esquema com as diferentes células que constituem

as glandulas salivares.

- Ducto
Excretor

Ducto
Célula Estriado
Mioepitelial
- Ducto
Intercalado
— Acino

Figura 4- llustracao representativa da constituicdo a nivel celular, das glandulas salivares. Adaptado
de [24].
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A saliva € entdo um fluido exdcrino que consiste em aproximadamente 99% de
agua, contendo uma grande variedade de eletrélitos (sédio, potéssio, calcio, cloro,
magnésio, bicarbonato, fosfatos) e imunoglobulinas, proteinas, enzimas, mucinas e
produtos nitrogenados como a ureia e a amonia.

O bicarbonato, fosfato e a ureia atuam como reguladores do pH propiciando a
saliva a capacidade de funcionar como tampé&o.

As mucinas constituem o principal grupo de proteinas da saliva, representando
cerca de 45% da quantidade total de proteinas na saliva, desempenhando um importante
papel na protecdo da cavidade oral.

Os fosfatos de calcio e proteinas contribuem em simultdneo como fatores
moduladores da desmineralizacdo e remineralizagéo.

As imunoglobulinas, proteinas e enzimas providenciam a ac¢do antibacteriana na
cavidade bucal [23], [25].

As principais fun¢fes da saliva séo:

Protecdo e lubrificacdo: forma uma camada seromucosa que recobre os tecidos da

cavidade oral protegendo-0s contra agentes nocivos.

Diluicdo e limpeza: favorece a eliminagdo e diluicdo de restos de alimentos, limitando a

quantidade disponivel para os microrganismos formadores de biofilme.
Capacidade de atuar como tampdo: Os tampfes da saliva neutralizam os &cidos

produzidos por microrganismos acidogéneos prevenindo a desmineralizagéao.

Protecdo do esmalte: a estabilidade da hidroxiapatite presente no esmalte é conseguida

através da presenca de calcio, fésforo e flior, bem como pelo pH da saliva.
Digestéo: é responsavel pela digestdo do amido, formando o bolo alimentar. Esta acdo
ocorre maioritariamente devido a enzima a-amilase presente na composi¢éo da saliva.

Acdo antibacteriana: na saliva encontram-se varias proteinas imunolégicas e nao

imunoldgicas que possuem capacidades antibacterianas [23], [25], [26].

2.3. Membranas periodontais

O tratamento de defeitos provocados por cirurgias ou por patologias como a
periodontite e a osteomielite recorre a utilizacdo de membranas periodontais que tém
como finalidade impedir a migragdo imediata do epitélio para a ferida, permitindo assim
gue as células progenitoras remanescentes localizadas no ligamento periodontal, 0sso

alveolar adjacente ou sangue povoem a regido afetada, criando as condicbes
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necessarias para a total regeneracdo da estrutura periodontal, com formacdo de novo
0sso, ligamentos periodontais e cemento [27].
Para garantir o sucesso deste tipo de membranas € necessario que estas reinam

um conjunto de caracteristicas, entre as quais [27], [28]:

e Biocompatibilidade;

e Degradacéo controlada;

e Propriedades mecanicas e fisicas apropriadas;

¢ Resisténcia suficiente para ndo colapsar e servir de barreira;

¢ Capacidade de ocluséo de células;

Integracao pelo tecido hospedeiro;

Facilidade de manuseamento e aplicacéo.
Na figura 5, encontra-se um esquema representativo da atuacdo das membranas

periodontais ideais no tratamento de uma periodontite.

Figura 5- Esquema representativo da colocacdo de uma membrana periodontal. A:lesdo periodontal;
B:colocagdo da membrana; C:formacdo do coagulo; D:regeneragcdo da estrutura periodontal.
l:oclusédo de migragdo das células gengivais para o defeito periodontal; 2:estabilizagcdo do defeito e
promocdo de espagco para o crescimento de novo tecido; 3:reparagdo por parte das células
provenientes dos tecidos periodontais preservados. Adaptado de [29].
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2.3.1. Membranas comerciais

Atualmente existem no mercado diferentes tipos de membranas para dentéria,
podendo ser ndo reabsorviveis ou reabsorviveis. As membranas reabsorviveis, devem
degradar-se a uma taxa semelhante a de formacdo de novo tecido periodontal e podem
conter materiais naturais ou sintéticos [30]. Dentro das membranas ndo reabsorviveis
encontram-se as redes e folhas de titdnio (Ti-mesh), as membranas de
politetrafluoroetileno de alta densidade (d-PTFE), expandido (e-PTFE) e expandido
reforgado com titanio (Ti-e-PTFE) [31]. Estas membranas mantém facilmente a sua forma
sem colapsar, mas, requerem uma segunda cirurgia para remog¢ao, 0 que causa maior
desconforto para o paciente e maior duragéo do tratamento [30].

As membranas reabsorviveis constituidas por materiais naturais contém
principalmente colagénio do tipo | bovino ou tipo | e Il de origem porcina, existindo
também membranas desenvolvidas a partir de plasma rico em fatores de crescimento
provenientes de sangue do préprio paciente [31].

Nas membranas reabsorviveis sintéticas, alguns dos materiais que tém vindo a
ser utilizados sdo, o acido polilactico (PLA), o acido poliglicdlico (PGA), poli (€-
caprolactona) (PCL) e seus copolimeros [27].

A grande vantagem da utilizacdo de membranas reabsorviveis € nado ser
necessario efetuar uma segunda cirurgia para remover a membrana, uma vez que esta é
absorvida pelo organismo, evitando assim maior custo, desconforto e risco para o
paciente. Contudo, estas membranas apresentam como desvantagem o facto de terem
propriedades mecanicas mais baixas e ndo permitirem prever a taxa de degradacédo e
tempo de reabsorgdo. As membranas reabsorviveis de PLA e PGA tém caido em desuso,
uma vez que provocam resposta inflamatéria. As membranas atualmente mais utilizadas
sdo as compostas por colagénio [31]. Na tabela 1 apresentam-se exemplos de

membranas comerciais existentes no mercado.
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Tabela 1- Algumas membranas comerciais existentes atualmente no mercado. Adaptado de [31].

Material ' Nome comercial Fabricante
Titanio Frios BoneShields® Dentsply, Friadent, Germany
Ti-e-PTFE Gore-Tex-TI® W.L.Gore & Associates, Inc. USA
e-PTFE Gore-Tex® W.L.Gore & Associates, Inc. USA
d-PTFE TefGen FD® Lifecore Biomedical, Inc., USA
PLA EpiGuide® Kensey Nash Corporation USA
PLGA Biofix® Bioscience, Oy, USA
PLCL (DL-lactide-e-caprolactone) Vivosorb® Polyganics B.V, NL
Colagénio tipo | bovino Bio-mend® Zimmer, USA
Colagénio tipo | e Ill porcino Bio-Gide® Osteohealth Company, SUI
Plasma rico em fatores de PRGE-Endoret® BTI, Biotechnologyllnstitute, Vitoria,
crescimento Spain

2.3.2. Solucdes em investigacao

Uma vez que as membranas disponiveis no mercado ainda apresentam algumas
limitacbes, diversos estudos tém vindo a ser realizados de modo a melhorar as suas
propriedades e desempenho.

Tém vindo a ser utilizados principalmente materiais naturais como, colagénio e
quitosano, entre outros.

As membranas compdsitas sdo uma grande aposta para este tipo de aplicacdes e
sdo varias as combinacdes ja criadas. A tabela 2 mostra alguns exemplos das diferentes

combinac¢des de materiais que tém vindo a ser desenvolvidas.

Tabela 2- Diferentes composi¢cdes testadas para membranas.

Membrana Referéncia |
Quitosano/Trifosfato de calcio [32]
Policaprolactona/Carbonato de célcio [33]
Poli-e-caprolactona/Silica [34]
Acido poli-DL-lactico/Bioglass® [35]
Acido polilactico-co-glicélico /Fosfato de célcio [36]
Acido polilactico/beta trifosfato de calcio [37]
Quitosano/hidroxiapatite [38]
Nano-hidroxiapatite/policaprolactona [39]
Hidroxiapatite nano carbonatada/ Colagénio/acido polilactico-co-glicélico [40]
Policaprolactona/colagénio/nano-hidroxiapatite [41]
Colagénio/silica [42]

O quitosano é um material biocompativel e biodegradavel, € um polissacarideo
proveniente da desacetilacdo da quitina, podendo esta ser encontrada no exosqueleto de

crustaceos. Por ser um material facilmente encontrado na natureza, torna-se de facil
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obtencédo, pelo que tem como principais vantagens o seu baixo custo e abundéncia. O
quitosano altamente desacetilado exibe uma baixa taxa de degradacdo em meio aquoso
e, por isso, é capaz de manter a sua fungcdo de barreira durante um periodo de tempo
suficiente para reparagao dos tecidos periodontais (4- 6 semanas) [32], [38].

Tém vindo a ser desenvolvidas membranas contendo quitosano e fosfatos de
calcio (hidroxiapatite e trifosfato de calcio), reportando-se na literatura [38] que a adigédo
de hidroxiapatite nas estruturas de quitosano melhora a sua biocompatibilidade,
promovendo a adesao, proliferacédo e osteodiferenciacao de células mesenquimais.

A policaprolactona (PCL) € um polimero amplamente utilizado para aplicacdes
biomédicas devido a sua boa resisténcia mecanica, flexibilidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Este material tem ainda a vantagem de ser facilmente processado na
forma de fibras através de eletrofiacdo, o que permite a fabricagdo de membranas que
promovem uma melhor integracdo celular. Existem algumas limitagfes associadas ao uso
de PCL na forma de fibras em aplicagbes para regeneragédo 6ssea, devido a sua baixa
rigidez, natureza hidrofobica e baixa bioatividade. A adigcdo de compostos inorganicos,
nomeadamente de fosfatos de calcio, € uma das formas de ultrapassar estas limitages
[33], [34], [39].

Estudos realizados por M.C. Phipps et al. [41] demonstraram que das membranas
por eles obtidas através de eletrofiacdo, a que apresentou melhores condicbes para
adesdo celular foi a membrana contendo trés camadas  distintas
PCL/colagénio/Hidroxiapatite comparativamente com as membranas constituidas apenas
por colagénio, PCL ou PCL/Hidroxiapatite.

A biodegradacado de materiais como o acido polilactico (PLA) e &cido poliglicélico
(PGA) ocorre devido a quebra das cadeias polimericas por hidrélise, libertando para o
meio, acido lactico e acido glicélico. Estes compostos sdo metabolitos naturais do corpo
que sao eliminados pelo ciclo de Krebs como diéxido de carbono e agua. A maioria dos
estudos comparando as membranas de origem sintética com as membranas de colagénio
mostram que as membranas de origem sintética possuem melhores desempenhos, mas
por outro lado, os produtos de degradacdo destas membranas de origem sintéticas estéo
associados a resposta inflamatéria [29]. Apesar deste inconveniente, o uso de acido
polilactico (PLA) tem vindo a ser amplamente estudado para a criacdo destas
membranas. As principais caracteristicas que tornam este material atrativo para este tipo
de aplicagdo sédo: elevados tempos de degradacdo (12-16 meses), boa
biocompatibilidade e elevada estabilidade mecéanica. Leal et al. [35] produziram uma

membrana de &cido poli-DL-lactico/Bioglass®, com duas camadas, uma camada superior
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contendo apenas é&cido polilactico e uma inferior contendo particulas de Bioglass®. As
membranas foram produzidas por evaporacdo de solvente (solvent casting) e a
incorporacdo de particulas de Bioglass® providenciou uma melhoria nas propriedades
mecanicas e de osteoinducdo. Para além disso verificou-se uma boa proliferacdo e
diferenciacdo celular em estudos com células de ligamentos periodontais e células da
medula éssea humana [29].

S.Liao et al. [40] obtiveram uma membrana compoésita de trés camadas,
hidroxiapatite/colagénio/acido polilactico-co-glicélico, também pelo método de solvent
casting. Esta membrana mostrou resultados melhores em termos de proliferacdo de
células osteoblasticas, quando comparada com uma membrana constituida apenas por
acido polilactico-co-glicélico.

Membranas compdsitas de colagénio/silica xerogel, obtidas pela mistura de uma
solucdo de colagénio com silica xerogel e liofilizagdo com posterior prensagem,
mostraram, através de estudos in vivo em animais, qua as membranas compdésitas

possuiam melhores capacidades de regeneracéo 0ssea [42].

2.4. Colagénio

O colagénio é o principal tipo de fibra encontrado na maioria dos tecidos de
sustentacdo e é a proteina mais abundante do corpo humano. Existem pelo menos 19
tipos diferentes de colagénio identificados com base na sua estrutura, composi¢cdo de
aminoacidos e propriedades fisicas [8].

O colagénio do tipo | € encontrado nos tecidos de sustentacao fibrosos, na derme,
nos tenddes, nos ligamentos e nos 0ssos, num arranjo variavel de acordo com a
sustentacdo mecanica necessaria [8].

A estrutura fundamental do colagénio de tipo | € uma longa e fina tripla hélice,
(300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro) consistindo em duas cadeias a1 € uma
cadeia a2 polipeptidicas (estrutura secundaria). Cada cadeia polipeptidica é formada por
varios aminoacidos (estrutura primaria) em que a sequéncia glicina-prolina-hidroxiprolina
se repete numa frequéncia determinada. As ligacdes entre estes aminoacidos estdo
representadas na figura 6. As moléculas (tripla hélice, estrutura terciaria) associam-se
formando as fibrilhas de colagénio que, por sua vez, se agregam em feixes maiores
formando as fibras de colagénio (2 a 10 um de diametro) (estrutura quarternaria), como

representado esquematicamente na figura 7 [43].
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O colagénio do tipo | € o maior componente da matriz extracelular e, por isso, a
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade, fazem dele um material
seguro para uso em diversas aplicacdes biomédicas.

O 0
I I
CH C
\ 2‘\ f \ C
| ﬁ'/ NH }:H‘—-N\f \'CH—N/
/ \
O CH, CH, cCH, CH,
N 7 N
CH, CH
]
OH
Gly Pro Hyp

Figura 6- Ligacdo entre os aminoé&cidos glicina, prolina e hydroxiprolina. Retirado de [44].
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Moléculas de

Fibrilhas de golagé’n_io
colagénio (tripla helice)
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Cadeias de
aminoacidos

Y9490

Figura 7- Estrutura das fibras de colagénio. Adaptado de [45].

Uma vez que a estrutura periodontal tem o colagénio como um dos constituintes
ele é amplamente utilizado em membranas dentarias. As principais caracteristicas do
colagénio que justificam a sua utilizagdo em membranas periodontais sédo resumidas na
tabela 3.

Tabela 3- Caracteristicas do colagénio favoraveis a sua utilizagdo em membranas periodontais.
Adaptado de [30], [46].

E um material natural e bem tolerado pelo tecido hospedeiro.

E absorvido completamente, proporcionando um scaffold (suporte) para reparacéo do tecido
lesado.

Favorece a migracao de células do tecido hospedeiro e a sua ligacao, facilitando assim a
cicatrizagdo primaria o que reduz a probabilidade de exposicao e potencial contaminagédo da
membrana. E capaz de atrair e ativar os ligamentos periodontais e as células gengivais
(fibroblastos).

Permite trocas gasosas e de nutrientes

Facilita a formacéo de coagulo e estabilizacdo da lesao

Sao baixas, 0 que diminui a possibilidade de rejeicdo da membrana pelo organismo.
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O colagénio pode ser obtido a partir de pele e tenddes de animais, o que pode
acarretar o risco de transmissédo de doencas para humanos, bem como levantar questbes
de ordem ética e cultural.

Apés isolamento e purificacdo por meio de preparacdo enzimatica ou extracao
quimica o colagénio € posteriormente processado de varias formas. A reticulacéo (cross-
linking) € um passo importante para retardar a absorcdo e aumentar a resisténcia
mecanica do colagénio. O reagente quimico mais utilizado como agente de reticulacédo é
o glutaraldeido [47], [48]. As reacBes envolvidas durante a reticulacdo das proteinas com
o glutaraldeido tém vindo a ser amplamente estudadas, mas, o mecanismo destas é
muito complexo e continua ainda sem ser totalmente compreendido. De um modo geral, 0
glutaraldeido reage com o0s grupos amina das cadeias laterais das moléculas de
colagénio, formando uma rede no material, facultando estabilidade mecanica e biologica,
reduzindo a absorcdo de agua com consequente diminuicdo da solubilidade. Contudo,
uma desvantagem relacionada com o uso do glutaraldeido como agente de reticulagéo é
a sua citotoxicidade, pelo que é necessério garantir que o produto final ndo contém
vestigios deste composto [47], [48].

Dependendo do seu tipo, estrutura, grau de reticulagédo e tratamento quimico, o
colagénio tem diferentes efeitos na restauracao de tecidos. A maior desvantagem no uso
de colagénio em membranas € a sua rapida biodegradacéo pela atividade enzimatica dos
macroéfagos e leucécitos polimorfonucleares, bem como por varios agentes patogénicos
periodontais, tais como o porphyromonas gengivalis, capazes de produzir colagenases,
gue sao enzimas capazes de degradar a regidao helicoidal do colagénio em pequenos
fragmentos. A enzima colagenase inicia a reabsor¢ao do colagénio em locais especificos,
provocando a desnaturacdo do colagénio que se transforma em gelatina, posteriormente
degradada para aminoacidos por gelatinases e outras enzimas. Em consequéncia
verifica-se diminuicdo da resisténcia mecénica e posterior colapso da membrana,

permitindo a invaséo de células indesejadas no defeito 6sseo [30], [47], [49].
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Degradacao do colagénio por acdo das metaloproteinases de matriz

A saliva humana, tal como referido anteriormente, € um fluido extremamente
complexo que provém maioritariamente das glandulas salivares, mas também contém
quantidades significativas de componentes ndo exdécrinos tais como, fluido gengival
(exsudato inflamatorio que pode ser recolhido na margem gengival ou no sulco gengival),
microrganismos, células epiteliais provenientes da descamacéo dos tecidos e proteases
bacterianas [23].

O estabelecimento e progresso da doenca periodontal envolve quebra do
colagénio e de outras proteinas da matriz por proteases libertadas por leucocitos e
células dos tecidos, como por exemplo colagenases, metaloproteinases de matriz
(MMPs) e hialuronidases, bem como outras enzimas provenientes de bactérias como as
produzidas por Porphyromonas gingivalis [50].

As metaloproteinases de matriz sdo um grupo de enzimas dependentes de zinco e
calcio, com capacidade de degradar varios componentes da matriz extracelular,
principalmente colagénio, elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos. As
metaloproteinases séo provenientes predominantemente de leucécitos polimorfo-
nucleares. As MMPs com capacidade de degradar o colagénio sédo as colagenases (MMP
-1, -8, e -13) e as gelatinases (MMP -2 e -9)[51].

A expressdo e atividade das MMPs nos tecidos adultos é relativamente baixa,
mas pode aumentar significativamente em véarias condi¢cdes patoldgicas podendo levar a
destruicdo dos tecidos [51]. O aumento na concentracdo de colagenases MMP-8 e
gelatinases MMP-9, bem como o aumento da atividade enzimatica das MMP-2 e elastase
estdo relacionadas com o aumento da inflamagdo periodontal [50]. Reporta-se na
literatura [52] que pacientes com casos graves de periodontite apresentaram niveis
superiores de MMP-8 na saliva e no fluido gengival, quando comparados com pacientes
saudaveis.

De um modo geral, as colagenases dos mamiferos como a MMP-1,-8 e -13
cortam o colagénio num unico local, resultando na formagé&o de dois fragmentos distintos.
Pelo contrario, as proteases colagenoliticas bacterianas atacam o colagénio em varios

locais, produzindo muitos fragmentos de pequenos péptidos [51].
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2.5. Materiais Bioativos

Os materiais bioativos incluem fundamentalmente, vidros bioativos, materiais vitro-
ceramicos, varios fosfatos de calcio e seus compdsitos.

Quando um material bioativo € implantado no corpo, ocorre na interface tecido-
implante uma série de reacfes biofisicas e bioquimicas que levam a uma forte ligacéo
com o tecido hospedeiro, denominada fixacao bioativa [53].

O conceito de material bioativo foi introduzido por Larry Hench em 1969 aquando
da sua descoberta de vidros bioativos. Os vidros desenvolvidos por ele evidenciaram
uma ligacao fisica e quimica forte com o 0sso. A bioatividade foi entdo definida, como a
capacidade de um material formar na sua superficie uma camada de hidroxiapatite
carbonatada (HCA) que promove uma interface de ligacdo forte com os tecidos vivos pelo
facto de ser quimica e estruturalmente equivalente a fase mineral do osso. [54]-[56].
Embora a bioatividade tenha sido definida para situagdes de implantes ésseos, o conceito
pode estender-se a outros tipos de tecidos.

Uma das formas de testar in vitro a bioatividade de um material baseia-se na
avaliacdo da capacidade de formacdo da camada de HCA na superficie do material,
quando introduzido numa solucdo que simula o fluido corporal, SBF (simulated body
fluid). Esta solugcdo possui varios ibes em concentragfes idénticas as encontradas no
plasma sanguineo humano [57].

Os materiais bioativos tém vindo a ser amplamente utilizados na area da medicina
dentéria. Estes estdo disponiveis em varios formatos e composicdes e sdo desenhados
de modo a atuarem nos tecidos danificados promovendo a sua regeneragdo ou
reparacao.

Para o tratamento de defeitos da estrutura periodontal existem, como descrito
anteriormente, membranas regenerativas. Contudo, as que estdo disponiveis atualmente
no mercado ndo possuem capacidades bioativas, havendo a necessidade de recorrer a
enchimentos para o defeito 6sseo cumulativamente com o uso da membrana. Nesse
sentido, varios investigadores tém estudado a producdo de membranas contendo
enchimentos que promovam bioatividade. A introducé@o de particulas a base de fosfatos
de calcio ou particulas de vidro bioativo na matriz destas membranas ir4 favorecer o
crescimento do tecido ésseo, enquanto a matriz funciona como barreira a proliferacao,

para o interior do defeito, dos tecidos de crescimento mais rapido.
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2.5.1. Vidros Bioativos

Os vidros bioativos foram os primeiros materiais sintéticos a mostrar capacidade
de ligacdo ao o0sso, e tém vindo a ser utilizados com sucesso em aplicacdes de
regeneragao 0ssea.

O primeiro vidro bioativo a ser desenvolvido foi o Bioglass 45S5®, com a
composicdo 45% SiOz, 24.5% NaxO, 24.5% CaO e 6% P.0Os. Novas composicbes de
vidros bioativos tém sido desenvolvidas com introducdo de elementos adicionais na rede
de silica, tais como, fldor, magnésio, estrbncio, prata, boro, potassio ou zinco, entre
outros, de modo a se obterem as propriedades desejadas que promovem uma melhor
regeneragao 0ssea [58].

A capacidade dos vidros bioativos se ligarem ao 0sso estd associada a
formacdo de uma camada apatitica que € capaz de se ligar fortemente as fibrilhas de
colagénio do osso danificado, adsorver proteinas, incorporar moléculas de colagénio e
promover a ligacéo e diferenciacéo de osteoblastos [56], [59], [60].

A formacdo da camada de HCA na superficie de vidros bioativos quando
imersos em fluido fisiol6gico simulado in vitro, ou em contacto com fluido corporal in vivo
resulta de uma série de reacdes na seguinte sequéncia [54], [56], [61]:

1) Troca rapida entre iBes alcalinos do vidro e ibes H* existentes na solugéo:

Si— O0— Na*+ H* + OH™ - Si— OH* + Na* + OH~

2) Quebra das liga¢gbes Si-O-Si e formacédo de grupos silanol (Si-OH) na interface
vidro-solucgéo:
Si—0-Si+ H,0 - Si—OH+ OH — Si

3) Condensacéo e repolimerizacdo de grupos silanol e formacdo de uma camada
superficial rica em silica-gel desprovida de ides alcalinos e alcalino-terrosos;

4) Migracdo de ides Ca?" e PO.* presentes na rede vitrea para a superficie da
camada de silica gel, através da estrutura bastante aberta do gel, seguindo-se o
crescimento de um filme amorfo de CaO-P,Os por incorporacdo de iGes Ca®* e POs*
provenientes da solucéo.

5) Formagdo de uma camada de hidroxiapatite carbonatada (HCA) por
cristalizacdo do filme amorfo com incorporacdo de anides OH- e COs* presentes na

solucéo.
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Em medicina dentaria sdo véarias as aplicacbes deste material, em diferentes
formatos como particulas, scaffolds, ou estruturas densas para diversas aplicacdes.

Em 1989 surgiu no mercado o ERMI® que consistia num cone feito de Bioglass®
destinado a reparacdo das raizes dos dentes, apds extracdo, fornecendo um local de
fixacdo das préteses. Contudo parecia clinicamente mais vantajosa a utilizacdo de
materiais na forma de particulas, que pudessem ser moldados de acordo com o0s
diferentes defeitos 6sseos. Assim, em 1993 surgiu o PerioGlass® (NovaBone Products
LLC, Alachua, Florida), usado na forma de particulas com uma gama de tamanhos de 90
— 710 pm, para reparacao de defeitos désseos, muitas vezes em conjunto com
membranas periodontais. Outros produtos que tém vindo a ser utilizados como enxertos
0sseos na forma particulada séo o Biogran® (BIOMET 3i, Palm Beach Gardens, Florida)
e 0 BonAlive® (BonAlive Biomaterials, Turku, Finland).

Os vidros bioativos sdo também utilizados no tratamento da hipersensibilidade
dentaria, como agente de reparagdo ativa incorporado nas pastas de dentes. Um
exemplo é o Novamin® (NovaMin Technology, GlaxoSmithKline, Florida, UK) com um
tamanho de particulas ~18 um. Estas particulas aderem a dentina formando uma camada
de HAp que bloqueia os pequenos tubulos desta, reduzindo assim a sensibilidade [56],
[62].

2.5.2. Fosfatos de calcio

Os fosfatos de calcio (CaP) sdo uma familia de compostos minerais constituidos
por iGes Ca?" ides fosfato (PO.*) e ocasionalmente iGes hidroxilo (OH).

Os materiais a base de fosfatos de calcio tém vindo a ser amplamente estudados
e empregados em aplicacdes biomédicas para reposicao e regeneracao do tecido 4sseo,
pois apresentam como caracteristicas importantes: semelhanca com a fase mineral de
ossos, dentes e tecidos calcificados; biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de
toxicidade; taxas de degradagéo variaveis e osteocondutividade [63]—[65].

A formagédo da camada apatitica in vivo nos materiais a base de fosfatos de calcio
deve-se a processos de dissolucdo e precipitacdo. A atividade celular como por exemplo
de macréfagos e osteoclastos associada a um meio ligeiramente acido induz a dissolugéo
parcial destes materiais e consequente libertacdo de ibes Ca e P para o meio. Os ides
libertados levam a supersaturacdo do fluido fisiol6gico causando a precipitagdo com
incorporacdo de outros iBes como COs%, Mg?*, Na*, entre outros, do fluido fisiolégico

resultando na formacdo de uma camada de HCA na superficie destes materiais. O
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enriguecimento do meio com ides Ca e P promove assim a mineralizagédo e formacgéo de
novo osso [53], [55].

Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de céalcio é através da razéo
molar entre célcio e fésforo (razdo Ca/P), a qual varia de 0,5 a 2,0. A HAp possui uma
razdo Ca/P bastante proxima da que é encontrada no esmalte, dentina e osso. A razdo
Ca/P da HAp é de 1,67 enquanto que no esmalte, dentina e osso é de 1,63; 1,61 e 1,71
respetivamente [64], [65].

A solubilidade dos fosfatos de célcio influencia a interacdo destes com o meio e
de um modo geral (na gama de pH de interesse), quanto maior a razao Ca/P, menor a
sua solubilidade e quanto menor o pH maior a solubilidade. A figura 8 permite avaliar a
estabilidade dos fosfatos de calcio em contacto com solu¢des aquosas. Verifica-se que
para pH acima de 5 a fase mais estavel é a hidroxiapatite seguida do trifosfato de calcio
(TCP) e octofosfato de célcio (OCP). Para pH abaixo de 5 a bruxite (DCPD) é mais
estavel que a hidroxiapatite. Na tabela 4 encontram-se alguns tipos de fosfatos de célcio

organizados de acordo com a sua razdo Ca/P [65].

-3

log (Cea/mol L-1)

_5 1 1 1 |
pH
Figura 8- Solubilidade de diferentes fases de fosfatos de célcio a 37°C em funcéo do pH em solucdes

aquosas. HAp: hidroxiapatite, TCP: Trifosfato de calcio, OCP: octofosfato de célcio DCPD: bifosfato
de célcio bihidratado (bruxite). Retirado de [66].
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Tabela 4- Fosfatos de célcio utilizados em aplicagdes biomédicas e suas razdes Ca/P. Adaptado de
[67].

Nome Formula Ca/P

Tetrafosfato de célcio (TTCP) Cas(P04)20 2.0
Hidroxiapatite (HAp) Ca10(PO4)s(OH)2 1.67

Trifosfato de calcio (a,B,Y) (TCP) Caz(POa4)2 1.50
Octofosfato de calcio (OCP) CasgH2(PO4)6.5H20 1.33

Bifosfato de calcio bihidratado (Bruxite) (DCPD) CaHPO4.2H20 1.0
Bifosfato de calcio (monetite) (DCP) CaHPO4 1.0
Fosfato monocalcico monohidratado (MCPM) Ca(H2P04)2.H20 0.5

Tal como referido anteriormente, os 0ssos e dentes sao compdsitos naturais
formados por moléculas de colagénio ligadas em cadeias lineares arranjadas em fibras.
Entre essas moléculas existem pequenos espacos intersticiais regularmente espacgados,
onde se encontram nanocristais de compostos inorganicos, sendo a HAp a mais comum,
apresentando ainda outros ides Na*, Mg* e COs;* e em menor quantidade K*, F e CI". A
tabela 5 mostra a composi¢ao inorganica de 0ssos e dentes em percentagem ponderal.

Tabela 5- Composicéo inorgénica de 0ssos e dentes [64].

Elementos 0Osso (%) Dente
Dentina (%) Esmalte (%)
Ca 34 35 37
P 15 16 17
Mg 0.5 1 0.4
Na 0.8 0.4 0.6
K 0.2 0.1 0.2
C 1.5 1.1 0.8
Cl 0.2 Vestigios 0.3
F 0.08 0.03 0.01

Os ceramicos de fosfato de calcio possuem variadas aplicacbes em odontologia,
sendo usados para reparacado de defeitos 6sseos, no aumento e manutencéo de cristas
Osseas alveolares, na recolocacdo de raizes dentarias, no revestimento de implantes
metalicos, entre outros [65].

Entre os materiais mais comuns para este tipo de aplicacdes, encontra-se
a HAp (sintética ou de origem natural (obtida a partir de coral) ou biol6gica (a partir de
0ss0 bovino) e o trifosfato de calcio [65].

A hidroxiapatite € o componente mineral em maior quantidade no osso. Esta

presente nos 0ssos e dentes e representa 5% do peso total de um individuo adulto.
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Representa 55% da composi¢do de ossos, 96% da composi¢cdo do esmalte dentario e
70% da dentina [64].

A sua formula quimica é Cas(PO4)3sOH, podendo também apresentar-se na forma
Caio(PO4)s(OH)2, com uma percentagem em peso de 39% de Ca e 18,5% de P, ou seja,
proximas das encontradas no esmalte, dentina e 0sso.

A hidroxiapatite cristaliza em sistema hexagonal. O sistema pertence ao grupo
espacial hexagonal P63/m, com simetria rotacional hexagonal e plano de refleccdo e com
parametros de célula a=b=9,418 A e c= 6,884 A, «=p=90° e Y=60°. A estrutura da
hidroxiapatite é formada por um arranjo tetraédrico de fosfatos (PO4*), que constituem o
“esqueleto” da célula unitaria (figura 9). Dois oxigénios estdo alinhados com o eixo c e 0s
outros dois estdo num plano horizontal. [64], [68].

A HAp a uma escala nanométrica apresenta propriedades Unicas. A elevada razao
volume-superficie, reatividade e morfologias biomiméticas, fazem da nano-HAp
(hidroxiapatite nanométrica) um material de grande interesse para aplicacbes de
engenharia de tecido 6sseo [69].

Atualmente existem no mercado varios produtos de hidroxiapatite para enxertos
O6sseo, de origem natural como o Interpore 200, ProOsteon 200® e ProOsteon 500®
(Interpore Int, CA), obtidos com recurso a corais através da conversdo de CaCO; em
HAp, e os de origem sintética, como o Calcitite® e Osteograf® (Ceramed, Co). Existem
ainda outras composicdes resultantes da mistura de hidroxiapatite com outros fosfatos de
calcio como o trifosfato de céalcio. Na Europa, 0s enchimentos mais comumente utilizados
sao de apatite proveniente de 0sso bovino como o Bio-Oss® (Geitslich, Switzerland) e o
Endobon® (Merck, Germany)[55].

Figura 9- Célula unitaria da hidroxiapatite [70].
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3. Procedimento Experimental

3.1. Materiais e reagentes para preparacédo das particulas e
compaositos

Para a Sintese das nanoparticulas de hidroxiapatite foram utilizados como
reagentes precursores, hidroxido de calcio (Ca(OH);) da Panreac, na forma de uma
suspensdo a 0.2 M, acido o6rto-fosférico 85% (HsPO4) da Merck sob a forma de uma
solucéo diluida de 0.2 M e hidréxido de amonia (NH4sOH) da Sigma-Aldrich diluido 0.1 M.

Na preparacdo do vidro bioativo foram utilizadas como matérias-primas, SiO; da
Merck, CaCOs e MgO da Sigma-Aldrich e ainda CaHPO4.2H,0 da Fulka.

Para a producdo das membranas por liofilizacdo foram utilizados como
percursores, colagénio de tenddo de Aquiles bovino da Sigma-Aldrich (Collagen from
bovine Achiles tendon) e &cido acético diluido 1M. Como enchimento para estas
membranas foram utilizadas as particulas de hidroxiapatite e de vidro obtidas.

3.2. Métodos de Preparacéao

3.2.1. Método de sintese de nanoparticulas de hidroxiapatite

O método de sintese de hidroxiapatite empregado foi a precipitacdo quimica a
temperatura ambiente. Foram preparados 250 ml de uma suspensao com 3,718 g de
hidroxido de calcio, 250 ml de uma solucéo diluida 0,2 M de acido orto-fosforico e 250 ml
de uma solucéo de hidroxido de aménia 0,1 M.

Foram adicionados gota-a-gota (36 gotas por minuto) 150 ml de solug&o de &cido
orto-fosférico, a 250 ml de hidroxido de célcio de forma a obter-se a razdo Ca/P
pretendida (1,67). A mistura foi submetida a agitagéo através de um agitador mecénico. O
ajuste do pH foi feito no final da reacdo de precipitacdo, com a adicdo de 50 ml de
hidréxido de amoénia. O pH foi ajustado para o valor de 9,45. Esta reacao foi levada a
cabo com base em trabalhos anteriores [71].

A mistura foi posteriormente submetida a um periodo de envelhecimento de 4
dias, a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Passado esse tempo, procedeu-

se a centrifugacdo e lavagem com agua destilada. Foram realizados 3 ciclos de
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centrifugagéo, de 10 minutos e 10000 rpm. O produto obtido foi colocado na estufa
durante dois dias a 37°C. Foi depois desaglomerado com recurso a um almofariz e pildo e

armazenado num exsicador.

3.2.2. Método de obtencéao de particulas de vidro bioativo

O método de preparacao das particulas de vidro bioativo foi baseado em trabalhos
anteriores realizados na Universidade de Aveiro [72], [73]. Estes vidros foram
selecionados por apresentaram comportamento bioativo em ensaios in vitro em meio
acelular. A composi¢do molar usada foi a seguinte: 25,43% SiO,: 32,68% CaO : 10,89%
P20s : 31.00% MgO.

As matérias-primas necessarias a obtencdo de 30 g de vidro bioativo foram
pesadas e posteriormente homogeneizadas com o auxilio de 30 ml de alcool etilico em
cubas de agata e num moinho planetario. As misturas foram submetidas a agitagéo
durante 45 min a 250 rpm e seguidamente foram secas a 50°C durante 48 horas.

Apoés esta etapa as misturas foram fundidas em cadinhos de platina-rédio num
forno elétrico, em ar, a 1500°C durante 90 min. Os fundidos obtidos foram vazados para
agua a temperatura ambiente, dando origem as fritas. Estas foram decantadas e secas a
50°C durante 48 horas. Finalmente foram moidas a seco num moinho de 4gata e

peneiradas numa tela de 20 um.

3.2.3. Método de preparacdo das membranas compasitas por liofilizacéo

Foram produzidos trés tipos diferentes de membranas: membranas padrédo
contendo apenas colagénio, membranas com enchimento de nanoparticulas de
hidroxiapatite e membranas com enchimento de vidro bioativo.

Para a producdo destas membranas fez-se uma suspensdo de colagénio de
tendao de Aquiles bovino com recurso a uma solucao diluida de acido acético 1M em
banho de gelo durante aproximadamente uma hora. Posteriormente foram adicionadas as
nanoparticulas de hidroxiapatite ou vidro & suspensdo de colagénio ficando esta em
agitacdo em banho de gelo durante mais uma hora. Na tabela 6 apresentam-se as
diferentes composicdes e quantidades de reagentes utilizados para a producdo das

membranas, cujas designagdes sao referidas na ultima coluna.
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Tabela 6- Quantidades e tipos de enchimento de cada membrana.

Quantidade de Quantidade de Quantidade de
acido acético colagénio Enchimento enchimento Membrana
(ml) (mg/ml) * (mg/ml) **
- - Mpadrao
Hidroxiapatite 5 MHAp5
Vidro Bioativo MVB5
3 12 Hidroxiapatite 10 MHAp10
Vidro Bioativo MVB10
Hidroxiapatite 30 MHAp30
Vidro Bioativo MVB30

*mg de colagénio/ml &cido acético; ** mg de enchimento/ml de colagénio+ &cido acético

Volumes de cerca de 3ml de mistura foram colocados em pequenos moldes e
congelados durante 12 horas a -17°C. Seguidamente foram submetidas a um processo
de liofilizacéo, durante dois dias, com a finalidade de ser removido todo o solvente, dando
origem a estruturas porosas. O processo de liofilizacdo decorreu no equipamento de
modelo Lyph Lock 4.5 Labconco (Figura 10), cujas condigées nominais sdo, temperatura
de -50°C e pressédo de 15x10° mbar.

Figura 10- Liofilizador de modelo Lyph Lock 4.5 Labconco. Neste tipo de equipamento as amostras
sao colocadas na mesma camara de liofilizagao.

A percentagem em peso de enchimento na membrana (%peso
enchimento=massa de enchimento / (massa de enchimento + massa de colagénio)) foi
calculada para as varias membranas apoés liofilizagdo tendo-se obtido os resultados

apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 - Quantidades de enchimento em percentagem de peso.

Membrana \ %peso de enchimento
s
B0 4%
o

Foram também preparadas as mesmas membranas Mpadrdo, MHAp5 e MVBS5, e
posteriormente submetidas a prensagem (durante 10 min com o auxilio de um peso de
1633 g) para se obterem estruturas menos espessas. O esquema da figura 11 resume

todas as etapas de obtencao das diferentes membranas.

Colagénio | Acido acético
I [ Agitagao 4°C

Enchimentos
(HAp ou vidro bioativo)

. | Agitagdo 4°C
I Congelagao e liofilizagao I

T e

‘ Mpadrao ’ MHAp5S “ MVB5 MHAp10 MVB10 MHApP30 ’ MVB30 ‘
D e
Q Prensagem
‘ Mpadrao_p MHAp_p MVB_p

Figura 11- Esquema representativo das fases de preparacdo das membranas.

Das membranas sem prensagem, as MHAp5 e MVB5 foram submetidas a testes
de bioatividade em SBF, as MHAp5, MHAp10, MVB5 e MVB10 foram submetidas a
analise por difragdo de raios-x e microscopia eletronica de varrimento. Para a andlise da
degradacao em saliva humana foram utilizadas as membranas sem prensagem Mpadréo,
MHAp5 e MVB5, bem como as membranas prensadas Mpadrdo_p, MHAp p e MVB_p. A
tabela 8 apresenta todos os testes de caracterizacdo realizados as diferentes
membranas. Seguidamente serdo especificadas as varias técnicas de caracterizacdo

utilizadas.
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Tabela 8- CaracterizacOes efetuadas as diferentes membranas.

Caracterizacdo

: _ Microscopia : .
Difracéo de o Potencial Degradacdo em
Membrana : eletronica de - :
raios-x : bioativo saliva humana
varrimento
Mpadréo X X
Mpadréo_p X X
MHAp5 X X X X
MHAp_p X X
MHAp10 X X
MHAp30
MVB5 X X X X
MVB_p X X
MVB10 X X
MVB30

N&o foi efetuada a caracterizacdo das membranas MHAp30 e MVB30 por estas
ndo possuirem condigcbes necessarias para manipulacdo, apresentando um estado

deteriorado.

3.3. Caracterizacao

3.3.1. Fases cristalinas

Difragcéo de Raios-X (DRX)

De modo a identificar as fases cristalinas das diferentes amostras, foi feita uma
andlise de difracdo de raios-x através do difractometro Rigaku Geigerflex D/ Max-SérieC,
equipado com um monocromador curvo de grafite, com uma voltagem de 40 kV, uma

corrente de 30mA e usando uma radiagio emitida Ka (A=1,54056 A).
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3.3.2. Microestrutura e tamanho de particulas

Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

A morfologia das particulas de vidro bioativo e da HAp bem como a das
membranas foi avaliada através de um microscopio eletrénico de varrimento, HITACHI
modelo S-4100 provido de um sistema de emissdo de eletrbes com um filamento de
tungsténio com potencial de aceleracéo de 10 kV e resolucdo méaxima de 15 A.

Para a preparacdo das amostras para andlise no microscépio fixou-se fita de
carbono de dupla face num porta-amostras de aluminio sobre a qual se dispersou uma
pequena quantidade de p6 ou colou as membranas. Ambas as amostras foram revestidas
com um filme fino de carbono depositado no equipamento EMITECH K950.

Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Uma vez que as particulas de hidroxiapatite obtidas se encontram na gama dos
nandémetros, foi necessario recorrer a microscopia eletrénica de transmissédo para
observacdo da morfologia e tamanho destas. O equipamento utilizado foi o microscopio
eletrénico de transmisséo de energia filtrada EF-TEM de 200kV, marca JEOL, modelo
2200FS, de alta resolucéo.

Para a preparacdo das amostras fez-se uma suspenséo das particulas de HAp em

etanol na qual se mergulhou a grelha para posterior analise.

A analise dos tamanhos de particula e da distribuicdo granulométrica, das
particulas de HAp e de vidro bioativo foi feita num equipamento Coulter LS Particle Size
Analyser 230. Uma vez que os p6s de HAp se apresentavam muito agregados, foram
realizadas duas analises granulométricas numa das quais se usou um desfloculante para

tentar contrariar a agregacao das patrticulas.
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3.3.3. Composicao e ligagcbes quimicas

Espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR)

Este método analisa as mudancas na intensidade de um feixe de infravermelhos
em funcdo do seu comprimento de onda (200 a 4000 cm™) quando interage com a
amostra, sendo que a intensidade de cada pico pode ser relacionada com o modo de
vibragdo de uma ligagéo quimica especifica.

A base matematica para medidas de absorcao de radiacao por amostras no estado
sélido, liquido ou gasoso, nas regibes ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético € a lei de Lambert-Beer. Para medidas de absorvancia de radiacdo em

determinado comprimento de onda, tem-se:

Onde T é a transmitancia, A é a absorvancia, I, e I, intensidade da radiacdo que incide e
que emerge da amostra respetivamente. A absortividade molar € dada por ¢ e a
concentragdo molar das espécies quimicas é dada por C [74].

Os espetros de absorcdo no infravermelho (FTIR, Fourier Trasnsform Infrared
Spectroscopy) foram registados num espectrofotdmetro de marca Bruker, modelo Tensor
27, com uma resolucéo de 4 cm™ e 64 scans. Estes foram adquiridos na gama dos 4000
a 500 cm?, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) com as amostras de
hidroxiapatite ou vidro bioativo. Os ensaios foram realizados no laboratério de analises do

departamento de Quimica da Universidade de Aveiro.

3.3.4. Area superficial especifica

A determinacgdo da &rea superficial especifica das nanoparticulas de hidroxiapatite
foi efetuada através de adsorcdo gasosa. O método consiste em fazer passar um fluxo de
uma mistura de gases (azoto e hélio) sobre a amostra, a uma temperatura proxima do
ponto de ebulicdo do azoto. As particulas da amostra adsorvem a superficie uma camada

molecular de azoto. Chama-se isotérmica de adsorcdo a relacdo, a temperatura
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constante, entre a quantidade de gas adsorvido na superficie do material e a presséao

parcial a que ocorre. E normalmente representada como a quantidade adsorvida em

funcéo da presséo relativa (p/p°, em que po € a pressdo de saturagdo da substancia

adsorvida a temperatura do ensaio.

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), as

isotérmicas de adsorcdo sado classificadas em seis tipos diferentes, estando cada tipo de

isotérmica associado a um determinado mecanismo de adsor¢cdo [75]. Na figura 12

apresentam-se 0s Varios tipos de isotérmicas de adsor¢céo de gas.

Quantidade adsorvida

I II IT1

Yy / /

/ B )

wo | v VI
-
7 7 /
s'll 'r(/ /Jj/ __,rfﬂ_fj’
= ) |

Pressdo relativa

Figura 12- Classificagdo IUPAC dos varios tipos de isotérmicas de adsorcdo de gases. Adaptado de

[75].

Os detalhes sobre cada tipo de classificacdo séo indicados na tabela 9.

Tabela 9- Descrigdo de cada tipo de isotérmica de adsor¢ao de gases, representados na figura 12.

Tipo

Descricao

Caracteristica de sélidos microporosos com baixa superficie externa. Apresenta
um patamar correspondente ao preenchimento dos microporos.

Associada a materiais ndo porosos onde o ponto B corresponde a formacéo de
monocamada.

Pouco comum e esté associado a uma adsor¢édo mais baixa que o tipo Il.

Apresentada por materiais mesoporosos.

Apresentada por materiais micro € mesoporosos, nos quais a adsorgao é
baseada numa fraca interagao gas/soélido.

Vi

Esta associada a superficies uniformes ndo porosas e traduz um mecanismo de
adsorcdo em multicamada.
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A é&rea superficial especifica de um material define-se como sendo a area da
superficie de uma particula sélida por unidade de massa, usualmente expressa em m?g*
O método utilizado para a determinacéo da area superficial especifica foi o proposto por
Brunaeur-Emmet-Teller (B.E.T) e a base matematica deste é a equacao:

P
Py 1 (C-1) P
1

“(P\] VT xC V. xC P,
Vaas % [1 = (77)]

P,

em que é P a pressao a que ocorre 0 ensaio, P, a pressao de vapor de saturacao,
V,as O volume de gas adsorvido a pressao P e 1, o volume necessario para formar a
monocamada.

Por esta equacgédo pode determinar-se o volume de azoto adsorvido a superficie de
cada particula. Sabendo o valor de V1, e a area ocupada por cada molécula, pode
calcular-se a area superficial especifica.

As areas superficiais especificas dos pés de HAp foram determinadas utilizando o

equipamento Micromeritics_Gemini 2370V5.

3.3.5. Carga superficial das particulas

Em qualquer particula em disperséo, o potencial zeta € a diferenca de potencial
entre o meio de dispersdo e a superficie da particula dispersa. Este depende das
caracteristicas da superficie das particulas e do meio de dispersdo. O potencial zeta das
particulas € medido aplicando um campo elétrico através da suspensédo. Particulas
carregadas dentro da suspensédo vao migrar para o elétrodo de carga oposto com uma
velocidade proporcional a magnitude do seu potencial zeta. A relacdo entre a estabilidade
da suspensdao e o potencial zeta surge da repulsdo matua que ocorre entre as particulas
de carga igual. Por esta razéo, particulas com elevada carga superficial tendem a manter-
se estaveis sem se aglomerar. Quanto maior for o valor de potencial zeta (tanto negativo
guanto positivo) maior € a estabilidade [76].

De modo a avaliar a carga elétrica superficial das nanoparticulas de hidroxiapatite
foi medido o seu potencial zeta num equipamento MALVERN modelo Zetasizer NanoZS.
Foram utilizados 4mg de amostra para 10 ml de KCI 103M como dispersante. O ensaio
foi realizado a temperatura ambiente e para fazer variar o pH foram utilizadas solugdes

de NaOH e HCI a diferentes concentracdes.
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3.3.7. Potencial bioativo

A avaliagdo do potencial bioativo das membranas foi feita através de ensaios in
vitro em meio fisiolégico sintético acelular ou SBF (Simulated Body Fluid) no qual as
amostras foram mergulhadas e mantidas por varios intervalos de tempo (1, 3 e 7 dias),
observando-se, apés esses tempos, a superficie das amostras. A formacao de uma
camada de fosfato de calcio sobre as amostras apds imersdo é indicativa de que os
materiais sdo potencialmente bioativos, isto €, apresentam a capacidade de poder
promover a ligacdo ao tecido quando testados in vivo. O SBF possui composi¢cao e
concentracdes ionicas idénticas as do plasma humano (tabela 10) e foi preparado de
acordo com o procedimento proposto por Kokubo e Takadama tal como descrito na
literatura [57].

Tabela 10- Concentracgéo idnica no plasma humano e no SBF.

Concentracao ionica (mM)

Na* K* Mg?* Ca?* Cl- HCO3s HPO4* S04+
Plasma humano 14.2 5.0 15 2.5 103.0 27.0 1.0 0.5
SBF 14.2 5.0 1.5 2.5 147.8 4.2 1.0 0.5

Os reagentes utilizados para a preparagdo de SBF séo indicados na tabela 11

(por ordem de adi¢cdo em agua desionizada, para 1 litro de SBF).

Tabela 11- Ordem, quantidade, fornecedor e pureza dos reagentes usados para a preparacdo de 1L de
SBF.

0 a Qua dade Pureza
Orde Reagente ornecedo

0 a 0 %
1 Cloreto de sédio NacCl 7.996 Panreac 99.5
2 Bicarbonato de sédio NaHCOs 0.350 Riedel-de Haén 99.7
3 Cloreto de potassio KCI 0.224 Riedel-de Haén 99.5
4 Fosfato de potassio |\ 106, 34,0 0.228 Calbiochem 100

tridratado
5 Cloreto de magnésio MgClz. 6H20 0.305 Riedel-de Haén 99
6 Acido cloridrico HCI (1M) 40 Panreac 99
7 Cloreto de calcio CaCl2.6H20 0.548 Fluka 99
8 Sulfato de sodio Na2S04 0.071 Panreac 99
9 Tris (hidroximetl) =\~ (cH.0H)s | 6.057 Merck 99.8
aminometano
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O pH final desta solugdo € de 7,4. ApOs a preparacdo da solucdo de SBF,
preparam-se as amostras, cortando pedacos de cada membrana com dimensdes 10 x 5 x
3 mm3. Os volumes de SBF necessarios para os ensaios de bioatividade obtiveram-se a
partir da relagéo, Vs = Sa /10, onde Vs é o volume calculado de SBF em mL, e Sa a area
superficial aparente em mm? [57]. Uma vez que cada amostra apresenta uma area
superficial média de 190 mm?, as amostras foram mergulhadas em 19 mL de SBF em
copos de polietileno. Finalmente, os copos foram colocados na estufa a 37°C, durante
diferentes tempos de imersdo, nomeadamente 1, 3 e 7 dias. Apds cada tempo de
imersdo as amostras foram retiradas e lavadas delicadamente com &gua ultrapura (Milli
Q®), secas na estufa a 37°C e posteriormente colocadas no exsicador, para

subseqguentemente serem caracterizadas.

3.3.9. Degradacéao por saliva humana

O estudo da degradagéo por saliva das membranas obtidas neste trabalho, foi
efetuado no laboratério de investigagcdo interdisciplinar em saliva- SalivaTec da

Universidade Catdlica de Viseu- Centro Regional das Beiras.

Espetrofotometria UV/Visivel

A regido do espectro de UV/Visivel é dividida em trés subdominios: UV préximo
(ultravioleta) (185-400 nm), visivel (400-700 nm) e IV préximo (infravermelho) (700-1100
nm). A maioria dos espetrofotdbmetros comerciais abrange a gama de valores de 185 a
900 nm.

A concentragdo de uma determinada substédncia em solucdo pode ser
determinada por medicdo da absorvancia a um dado comprimento de onda, aplicando a
lei de Lambert-Beer, anteriormente apresentada na analise de espetroscopia por

infravermelhos [74].

Eletroforese

A eletroforese é uma técnica capaz de separar moléculas ionizadas sob a
influéncia de um campo elétrico. A mobilidade das moléculas depende do peso
molecular, conformacdo e carga destas. Moléculas com carga negativa migram para o
polo positivo e moléculas com carga positiva migram para o polo negativo do

equipamento. Moléculas de menor massa migram mais rapidamente que moléculas de
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massas mais elevadas. Sao utilizadas solucdes tampéo para manter o pH do meio
estavel, uma vez que as proteinas sdo substancias anfotéricas.

Foram efetuados dois tipos de eletroforese: SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel eletrophoresis), em que as amostras sdo previamente fervidas num
tampéao contendo SDS e B-mercaptoetanol. O B-mercaptoetanol reduz as pontes disulfeto
gue mantém a estrutura tercidria das proteinas e o SDS (detergente anidnico) liga-se a
proteina desnaturando-a concedendo-lhe carga negativa. Eletroforese capilar, que devido

ao uso de capilares de dimenséo reduzida, permite uma melhor separacédo das proteinas

e um tempo de analise mais reduzido [77]

Para este estudo, foram recolhidos 5 ml de saliva de 3 dadores diferentes durante
o periodo da manha. Posteriormente as diferentes salivas foram centrifugadas durante 2
minutos a 5000 rpm de forma a depositar eventuais residuos que pudessem
comprometer a experiéncia. Os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo foram entéo
transferidos para novos tubos de recolha e submetidos a vigorosa agitacdo com vortex
para uma melhor homogeneizacgéo das proteinas presentes em cada saliva (figura 13).

Depois da agitacdo, foi determinada a concentracdo de proteinas nas salivas
através da medicdo da densidade Otica de cada saliva no equipamento nanovue plus
(figura 13).

De seguida foi feita a incubacdo de pedacgos das diferentes membranas (MHApS5,
MVB5, Mpadrdo, MHAp_p, MVB_p e Mpadrdo_p) com aproximadamente 6 mg de peso
em 600 ul de cada saliva durante diferentes periodos de tempo (0, 24 e 120 horas)
ficando em agitacdo numa agitadora de rolos (Roller Shaker). Como forma de controlo
foram também incubados pedagos de membrana num tamp&o TRIS (tris hidroximetil
aminometano) 0,625 M a pH 6,8, cuja concentracdo de proteinas também foi
determinada. No final de cada periodo de tempo foi removida uma aliquota de 5 pl dos
sobrenadantes (salivas) em contacto com as membranas que foi novamente sujeita a
agitacdo em vortex, para nova determinacdo da concentracdo de proteinas, a fim de
avaliar as alteragfes produzidas pela eventual degradagdo das membranas dentérias em

contacto com as diferentes salivas.

44



Capitulo 3 — Procedimento Experimental

Figura 13- A: Vortex do sobrenadante de saliva resultante da centrifugacdo. B: Medicdo da densidade
Otica para determinacdo da concentracdo de proteinas nas diferentes salivas. C:Incubacdo de um
pedaco de membrana numa das salivas.

Ao fim dos varios tempos de incubacéo foram também retiradas aliquotas de 17 pl
dos diferentes sobrenadantes aos quais foram adicionados 8 ul de tampé&o contendo
laemmli e B-mercaptoetanol, como solugdo desnaturante. Essas amostras foram fervidas
a 100°C durante 10 minutos no equipamento Minicycler, para posterior realizagdo de
eletroforese SDS-PAGE.

Os pocos de eletroforese foram carregados com os 25 ul de cada amostra, sendo
utilizado como padrdo o unstainfree. Para a sintese de 1l de tampé&o de corrida foram
utilizados 900ml de agua milli Q® e 100ml de TRIS/Glycine (SDS buffer 10 x TGS). O
processo de SDS-PAGE ocorreu durante 40 min a 150 V e 3.00 A (figura 14). A leitura
dos géis foi efetuada num equipamento ChemiDoc (figura 14).

Figura 14- A: Equipamento de eletroforese SDS-PAGE. B: Leitor de géis de eletroforese.
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Por fim foi efetuado um gel de eletroforese capilar dos fragmentos de colagénio da
membrana padrdo (Mpadréo), apdés imersdo em saliva durante 120 horas. Estes
fragmentos foram solubilizados em acido acético 2M em banho de gelo e posteriormente
liofilizados e desnaturados com solu¢ao desnaturante contendo 3-mercaptoetanol. Como
forma de comparacéo foi também realizada eletroforese capilar do colagénio utilizado na
preparagdo das membranas, previamente submetido a condi¢cbes desnaturantes (solucéo
desnaturante com [(-mercaptoetanol e 100°C durante 10 min). A andlise foi efetuada
usando um sistema de eletroforese automatico, o Experion (Biorad) com chips de
proteina padrdo (Experion ™ Pro260 Analysis Kit). As amostras foram analisadas de
acordo com as especificacdes técnicas da Biorad.

O perfil das proteinas e a quantificagdo das bandas foram determinados

através do Software, versdo 3.20 do Experion™,
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizagcao das nanoparticulas de hidroxiapatite

As nanoparticulas de hidroxiapatite obtidas pelo método de precipitacdo foram
caracterizadas através de DRX, SEM, TEM e FTIR. Foi também analisada a distribuicdo
granulométrica das particulas, a sua area superficial especifica e o potencial zeta. Como
termo de comparacgdo usaram-se hidroxiapatites atualmente disponiveis no mercado.

Fases cristalinas

De forma a investigar as fases cristalinas presentes foi obtido o espectro de
difracdo de raios-x da hidroxiapatite preparada neste trabalho, que se apresenta na figura

15.
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Figura 15- Difractograma referente as nanoparticulas de hidroxiapatite obtidas pelo método de
precipitacéo.
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Os vérios picos referenciados, identificados através das fichas JCPDS#9-432 e
JCPDS#1-80-6199, correspondem a hidroxiapatite. Foram identificados alguns picos em
angulos 20= 25,99°; 31,82°; 39,56°; 46,63° e 49,34° correspondentes aos planos de Miller
(002), (211), (130), (222) e (213) respetivamente.

A difracdo de raios-x realizada a duas amostras de hidroxiapatites comerciais
conduziu aos resultados apresentados na figura 16
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Figura 16- Comparagdo entre o espectro de difracdo de raios-x da hidroxiapatite obtida por
precipitacdo quimica (A) e duas hidroxiapatites comerciais (B: Captal® R da Plasma Biotal e C:
Merck).

Os espectros da figura 16 mostram que a hidroxiapatite obtida neste trabalho é
muito semelhante a hidroxiapatite comercial C da Merck (ref.2196), apresentando picos
de difracdo idénticos. A hidroxiapatite comercial Captal® R apresenta picos de difracao
ligeiramente mais estreitos e alongados mas nos mesmos angulos 2 6 que as demais.
Por comparacdo entre os trés espectros de difragdo conclui-se que a hidroxiapatite

Captal® R apresenta-se num estado mais cristalino que as restantes.
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Morfologia e tamanho de particula

Para a andlise morfoldégica das particulas obtidas por precipitagdo quimica,
inicialmente recorreu-se a observacdo em SEM, tendo-se obtido as micrografias da figura

Figura 17- Micrografias de SEM, a diferentes ampliacbes, dos aglomerados de particulas de
hidroxiapatite obtida pelo método de precipitagéo.

As imagens SEM mostram presenca de grandes aglomerados de particulas de
pequenas dimensdes. Foram também obtidas imagens de SEM das hidroxiapatites
comercias B e C, figura 18, sendo notério que as particulas de hidroxiapatite comerciais

apresentam tamanhos bastante reduzidos.

8.0K '1.88s8m

Figura 18- Micrografias de SEM das hidroxiapatites comerciais. A: hidroxiapatite comercial da Merck.
B: hidroxiapatite comercial Captal® R.
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Dadas as pequenas dimensdes das particulas de hidroxiapatite obtidas por
precipitagdo, foi necessério recorrer a analise em TEM para se obterem mais informagdes
acerca da morfologia e tamanho destas. Na figura 19 apresentam-se as imagens TEM
das particulas de hidroxiapatite.

Figura 19- Micrografia de TEM das nanoparticulas de hidroxiapatite obtidas pelo método de
precipitacdo (temperatura ambiente ~25°C). A: Ampliacdo 20000 x, B: Ampliagdo 30000 x, C:
Ampliacdo 40000 x, D: Ampliagdo 60000 x.

As micrografias obtidas por transmissdo mostram que as particulas de
hidroxiapatite tém um formato alongado e irregular e apresentam alguma porosidade.

A temperatura utilizada durante a sintese de hidroxiapatite influencia a forma das
nanoparticulas. Imagens de TEM de outros autores mostram que particulas de
hidroxiapatite sintetizadas a temperatura de 35°C por este método, com 0S mesmos
reagentes apresentam uma forma e tamanhos muito semelhantes aos obtidos neste
trabalho e que com o aumento da temperatura da reagéo, as particulas passam a ter um
formato mais regular, préximo do circular (figura 20) [71].
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Figura 20- Imagens de TEM de particulas de HAp para diferentes temperaturas de sintese. A: T=35°C;
B: T=85°C. Retidado de [71].

O tamanho de algumas particulas de HAp obtidas neste trabalho, foi determinado
através de um programa, ImageJ. A figura 21 mostra as medi¢des que foram efetuadas

em duas das particulas, confirmando-se as suas dimensdes nanomeétricas.

Figura 21- Medic¢des efetuadas no programa Imaged, a= 188 nm, b=130 nm, c=28 nm e d=16 nm.

Conhecidas as dimensdes das nanoparticulas € possivel calcular o factor de
forma (Shape factor), definido como a razdo entre o comprimento e a largura dos

nanocristais e € dado pela equacéo:

Fs = £
I
em que Fs é o factor de forma, L o comprimento da particula (m) e | a largura desta (m).
Segundo Bouyer et al [71], o Fs nas nanoparticulas de hidroxiapatite obtidas para este
método decresce com o aumento da temperatura de sintese. Para particulas com formato
de agulha obtidas a baixas temperaturas obtiveram um Fs de 5 enquanto que para
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particulas com formato mais homogeneo e maior espessura obtidas a temperaturas
superiores o valor de Fs foi de 1,25. Para as particulas obtidas neste trabalho o fator de
forma da valores entre 7 e 8.

Os resultados referentes a andlise da distribuicdo granulométrica do p6 de
hidroxiapatite encontram-se na figura 22. Este método de andlise foi feito de duas formas

distintas, uma sem e outra contendo desfloculante.

com desfloculante
—— sem desfloculante

Volume (u.a.)
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Figura 22- Distribuicdo granulométrica das particulas precipitadas de hidroxiapatite.

Os graficos da distribuicao granulométrica com ou sem desfloculante traduzem
maioritariamente o tamanho dos aglomerados, o que esta de acordo com as micrografias
de SEM em que se veem grandes aglutinados de particulas de menores dimensdes, pelo
gue os valores obtidos por este método sao substancialmente maiores do que o0s
medidos com o auxilio do Image J. A analise efetuada sem desfloculante apresenta uma
distribuicao bimodal com tamanhos de particula a variar entre 1,625 pm e 26,07 um, com
um valor médio de 11,35 um, enquanto a analise efetuada na presenca de desfloculante

apresenta uma distribuicdo trimodal e valores menores, na gama de 1,705 pm a 21,92
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pum, cujo valor médio é de 9,456 pm. A adicao de desfloculante favorece a dispersao das
particulas e por esse motivo obtém-se valores médios de tamanho de particula inferiores.
A distribuicdo granulométrica referente as particulas de hidroxiapatite comerciais

encontra-se na figura 23.
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Figura 23- Distribuigdo granulométrica comparativa entre as particulas de hidroxiapatite obtidas por
precipitacdo quimica (A) e as particulas de hidroxiapatite comerciais (B: Captal R e C: Merck).

Pela andlise da distribuicdo granulométrica das hidroxiapatites comerciais na
figura 23, a hidroxiapatite que aparenta ter tamanhos mais reduzidos é a comercial B,
apresentando uma distribuicdo bimodal com valores a variar entre 0,871 um e 5,613 pum,
cujo valor médio é de 3,012 um. A hidroxiapatite comercial C apresenta tamanhos na
ordem de 0,992 um a 10,46 um e um valor médio de 4,767 um. Contudo, pelas imagens
imagens de SEM destas amostras, verifica-se que a hidroxiapatite C possui particulas de
dimensdo menor que a HAp B, pelo que estes resultados podem ser devidos ao elevado

estado de aglomeracao das particulas de menor dimensao.

No o0sso natural os cristais de hidroxiapatite sdo geralmente na forma de agulha

ou placa, com tamanhos entre 15-30 nm de largura e 30-50 nm de comprimento [78]. As
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particulas de hidroxiapatite que se obtiveram neste trabalho pelo método de precipitacdo

guimica, apresentam um tamanho e formato préximos dos que se encontram no 0Sso.

Carga superficial

Na figura 24 apresenta-se a curva de potencial zeta referente as particulas de
hidroxiapatite precipitada. O ponto isoelétrico destas particulas situa-se em 7,23, sendo
este o valor de pH para o qual existe maxima instabilidade. Deste modo, para valores de
pH basicos as particulas encontram-se carregadas negativamente tendo maior afinidade
para se ligarem a materiais positivamente carregados e para valores de pH acidos estas

adsorvem cargas negativas.

-20

pH

Figura 24- Potencial zeta a temperatura ambiente em KCL das nanoparticulas de hidroxiapatite
precipitada.

A saliva possui um pH entre 6 e 7, pelo que se presume que quando estas
particulas se encontrarem no ambiente da cavidade bucal terdo uma carga superficial
positiva adsorvendo compostos negativamente carregados. As mucinas constituem o
principal grupo de proteinas da saliva e tém um importante papel na protecdo da
cavidade oral. Estas contém grupos negativamente carregados, tais como acido sidlico e
sulfato apresentando grande afinidade pela hidroxiapatite, sendo um dos principais

contribuintes do filme orgénico que se forma sobre as superficies dos dentes [79]. Deste
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modo, € possivel que as particulas de hidroxiapatite obtidas neste trabalho possam

favorecer a adeséo de mucinas a sua superficie.

Isotérmicas de adsorcao/dessorcao e area superficial

Na figura 25 encontram-se representadas as isotérmicas de adsorcéo/dessorcao
dos pos de hidroxiapatite obtidos por precipitacdo. A isotérmica representada € do tipo IV
gque indica que este material é mesoporoso. Os resultados do modelo de BET indicam
gue estas particulas possuem uma elevada area superficial (112 m?/g), como
apresentado na tabela 12.

Na figura 26 encontra-se o grafico das isotérmicas de adsor¢cdo/dessorcdo das
hidroxiapatites comerciais em comparacdo com a hidroxiapatite obtida neste trabalho.
Esta parece ser a mais porosa, com base na analise da histerese.

As é&reas superficiais das hidroxiapatites comerciais apresentam valores

relativamente menores que os da hidroxiapatite precipitada.
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Figura 25- Isotérmicas de adsorcdo/dessorcdo dos pés de hidroxiapatite precipitada.

57



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo
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Figura 26- Comparacgao entre as isotérmicas de adsorcao/dessorc¢édo das hidroxiapatites comerciais (B
e C) e da hidroxiapatite obtida por precipitagdo quimica (A).

Reporta-se na literatura [71] que a area superficial das particulas de HAp obtidas
pelo mesmo método utilizado neste trabalho, depende da temperatura de sintese. Para
valores de temperatura de 25 °C 0s autores obtiveram areas superficiais mais elevadas
(~75m?qg) do que para sintese a temperaturas mais elevadas (85°C) as quais

conseguiram areas superficiais de ~50m?/g.

Tabela 12- Area superficial das hidroxiapatites comerciais (B e C) e da hidroxiapatite obtida neste
trabalho (A).

Area superficial pelo método de BET (m?#g)

A B C

112 21 61
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Composicao e ligagcbes quimicas

Os resultados relativos ao espetro de infravermelhos com transformada de Fourier

realizado a amostras de HAp obtida por precipitagdo encontram-se na figura 27.
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Figura 27- Espetro de infravermelhos com transformada de Fourier da hidroxiapatite obtida por
precipitacéo.

O pico de FTIR presente a 3443 cm corresponde ao alongamento e flexdo dos
grupos hidroxilo (OH") [80]-[82]. E detetado um pico a 1637 cm™ que é atribuido &
presenca de agua associada a hidroxiapatite [83]. Os picos a 874 cm™ e na banda de
14221-1455 cm™ sdo devido a presenca do grupo €05~ [81]-[84]. Os valores relativos a
presenca de P03~ sdo 471, 564, 604, 963 e 1035 cm™ [81]-[84].

Este processo de obtencdo de nanoparticulas de hidroxiapatite foi repetido de
modo a garantir-se a reprodutibilidade dos resultados, tendo-se obtido particulas sempre
com as mesmas caracteristicas, o que mostra que o método é rapido, facil e bastante

eficaz.
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4.2. Caracterizacdo das particulas de vidro

As particulas de vidro obtidas foram caracterizadas através de DRX, SEM e FTIR.

Foi também analisada a distribuicdo granulométrica, area superficial e potencial zeta.

Fases cristalinas

A figura 28 mostra o difractograma de raios-x do vidro obtido por frita, verificando-

se que este é globalmente amorfo, ndo indicando a presenca de picos especificos.

Intensidade (u.a)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
2 0 (Deg)

Figura 28- Espectro de difrac@o de raios-x do vidro bioativo obtido neste trabalho.
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Morfologia e tamanho de particula

As imagens de microscopia eletronica de varrimento revelam que estas particulas
apresentam um formato irregular e uma larga distribuicdo de tamanhos, sendo estes
inferiores a 20 um como se pode ver na figura 29. Foi também medido o tamanho de
algumas particulas através do programa Image J.

Os resultados referentes a distribuicdo de tamanhos de particulas (figura 30),
estdo em concordancia com os do SEM, indicando que as patrticulas de vidro tém um
valor médio de tamanho na ordem dos 4,35 um, a variar entre 0,40 e 11,33 um, pelo que
se conclui que as particulas sdo maioritariamente menores que 20 um, respeitando a

separacao efetuada no procedimento experimental.

Figura 29- Micrografia de SEM das particulas de vidro bioativo obtidas por frita. Medidas por ImageJ
de algumas particulas (variacéo entre 4.9 e 1.1 um).
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Figura 30- Distribuicdo granulométrica das particulas de vidro obtido por frita.

61



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo

Carga superficial

Foi realizado o estudo do potencial zeta para as particulas de vidro, ndo se tendo
encontrado o ponto isoelétrico na gama de pH testado (Figura 31). Contrariamente ao
gue se verificou no caso da hidroxiapatite, no vidro as particulas encontram-se sempre
negativamente carregadas pelo que quando expostas ao ambiente da cavidade bucal
com um pH da saliva entre 6 e 7, terdo tendéncia a adsorver cargas positivas.

ZP(mV)
3

AN
-30 \

pH

Figura 31- Potencial zeta a temperatura ambiente em KCL das particulas de vidro obtidas.

A adesdo é um dos parametros que pode influenciar a capacidade das células
proliferarem e se diferenciarem e esse conhecimento tem vindo a ser aplicado para
produzir materiais com superficies eletricamente carregadas [85]. Em superficies
negativamente carregadas o nimero de osteoblastos parece aumentar significativamente
[86].

De acordo com Lu et al. [87] a presenca de cargas negativas na superficie do
Bioglass® in vitro contribui para a formagédo da camada de apatite, e in vivo, constatou-se
0 aumento da proliferacédo de osteoblastos e crescimento 6sseo.

Neste contexto, espera-se que as particulas de vidro bioativo deste trabalho, por
possuirem uma superficie negativamente carregada promovam a adesao de osteoblastos

e favorecam o crescimento 6sseo, quando expostas ao pH existente na cavidade oral.
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Isotérmicas de adsorcao/dessorcao e area superficial

A figura 32 representa a isotérmica de adsorcdo/dessor¢cdo obtida para as
particulas de vidro bioativo, concluindo-se que as mesmas nao apresentam porosidade. A
quantificacdo da éarea superficial pelo método de BET indica que estas particulas

apresentam uma area superficial especifica relativamente baixa, 7m?/g.
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Figura 32- Isotérmica de adsorg¢do/dessorcéo das particulas de vidro.
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Ligacdes quimicas

Foi realizada a espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier ao
vidro bioativo. Pela andlise dos picos pode concluir-se que os valores a 522 e 563 cm,
indicam a flexdo da ligacédo P-O [61], [88], [89], a 724 cm™ est& presente um pico relativo
ao estiramento simétrico da ligacdo Si-O-Si [88], [90]. Os valores de 950 e 1050 cm™Y,
correspondem ao estiramento assimétrico da ligacdo Si-O-Si [61], [88], [90]. Os valores
de 1419 e 1508 devem-se a presenca de carbonatos de calcio, resultantes da reacéo do
CO; atmosférico com o calcio presente na superficie do vidro [61], [89]. O valor de 1632
cm? corresponde a presenca de H,O [61] e, por fim, o pico a 2364 cm™ é referente a
presenca de CO: atmosférico no interior do equipamento [61]. Estes valores estdo

assinalados no gréfico da figura 33.
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Figura 33- Espectro de infravermelhos com transformada de Fourier do vidro obtido.
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4.3. Caracterizacdo das membranas compadsitas obtidas por

liofilizacao

No ambito deste trabalho foram produzidos varios tipos de membranas para
regeneracdo. De acordo com a metodologia apresentada no capitulo 3, as membranas
foram preparadas por liofilizag@o, processo pelo qual é possivel eliminar o solvente da
solucao previamente congelada. Todo o processo ocorre sob vacuo.

Foram obtidos dez tipos diferentes de membranas, umas contendo enchimento de
nanoparticulas de hidroxiapatite e outras contendo particulas de vidro em diferentes
percentagens. Posteriormente foram caracterizadas através de DRX e SEM e foram
selecionadas para os testes de bioatividade em SBF e de degradacdo em saliva humana
as que se aparentaram menos desintegradas. Foi também caracterizada por SEM e EDS
uma membrana comercial, para efeitos de comparacao.

A tabela 13 resume todos os tipos de membranas obtidas, das quais

posteriormente se apresentardo os resultados de caracterizagéo.

Tabela 13- Diferentes tipos de membranas obtidas e sua composicéo.

Membrana Composicao % Enchimento Prensagem
Mpadréo Colagénio | = e Nao
Mpadréo_p Colagénio | = e Sim
MHAp5 Colagénio+Hidroxiapatite ~29% N&o
MHAp10 Colagénio+Hidroxiapatite ~45% N&o
MHAp30 Colagénio+Hidroxiapatite ~71% N&o
MHAp_p Colagénio+Hidroxiapatite ~29% Sim
MVB5 Colagénio+Vidro bioativo ~29% N&o
MVB10 Colagénio+Vidro bioativo ~45% N&o
MVB30 Colagénio+Vidro bioativo ~71% N&o
MVB_p Colagénio+Vidro bioativo ~29% Sim

Foram fotografadas (figura 34) as 10 membranas obtidas neste trabalho, bem
como duas membranas comerciais, Bio-Gide® e Jason Membrane®, para comparagéo

do aspeto morfologico.
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Figura 34- Membranas obtidas por liofilizacdo. A: MHApS5; B: MHAp10; C: MHAp30; D: MHAp_p; E:
MVB5; F: MVB10; G: MVB30; H: MVB_p; |: Mpadréo; J: Mpadrdo_p; K: Membrana Bio-Gide®; L: Jason
Membrane®; M: Vista lateral da membrana padrdo sem prensagem; N: Vista lateral da membrana
padrdo prensada; O: Vista lateral da membrana Bio-Gide®; P: Vista lateral da Jason Membrane®;

As membranas MHAp30 e MVB30 ndo foram submetidas a qualquer tipo de
caracterizacao, pois como se pode observar nas fotografias, ndo reuniam condi¢des para
poderem ser trabalhadas devido ao elevado estado de deterioracdo atribuido ao alto
conteudo de enchimento (~71%). As membranas com enchimento que apresentaram
melhores condi¢des de manipulagéo foram as MHApS5 e MVBS5.
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Efetuou-se o DRX das membranas MHAp5, MHAp10, MVB5 e MVB10 (Figura 35).
A analise do difractograma de raios-x das membranas contendo hidroxiapatite mostra que
a fase presente ndo corresponde a hidroxiapatite mas sim a outro composto de Ca e P- a
bruxite. O gréfico das isotérmicas de solubilidade dos fosfatos de célcio a diferentes pH
apresentado no capitulo da revisdo da literutura (Figura 8), pode ajudar a explicar o
resultado. Com efeito, no processo de preparacdo das membranas, foi feita uma
suspensdo em que as particulas de hidroxiapatite foram adicionadas a um meio acido
(colagénio+ acido acético), de pH aproximadamente 3. Com base na figura 8, para
valores de pH inferiores a 5, a fase mais estavel é a bruxite (DCPD) [66]. Assim,
presume-se que durante o processo de congelacdo, tera ocorrido um rearranjo dos ibes
Ca e P para a forma de bruxite. Verifica-se ainda nestas membranas, uma maior
intensidade dos picos referentes a bruxite para a membrana com menor percentagem de
enchimento, revelando maior cristalinidade.

Nas membranas MVB5 e MVB10 e no colagénio utilizado para a sintese destas,

nao se detetam picos por serem materiais amorfos.
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Figura 35- Difractogramas de raios-x das membranas MVB5, MVB10, MHAp5 e MHAp10, obtidas por
liofilizac&o.

Também se procedeu a observacdo por microscopia eletronica de varrimento das
membranas MHAp5, MHAp10, MVB5, MVB10, Mpadrdo, Mpadrdo_p bem como a dois
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tipos de membranas comerciais, Bio-Gide membrane® e Jason Membrane®. (Figuras 36
e 37). A membrana Bio-Guide é constituida por colagénio do tipo | e Ill porcino. A Jason
Membrane® da Botiss é também constituida maioritariamente por colagénio do tipo | e
algum colagénio de tipo lll de pericardio porcino. Ambas as membranas comerciais
possuem superficies diferentes de cada um dos lados: o lado superior que deve ficar
voltado para a parte gengival apresenta menor porosidade e o lado inferior que ficara em
contacto com a parte éssea apresenta um aspeto mais irregular com maior porosidade. A
membrana Bio-Guide® apresenta uma estrutura mais densa, que lhe fornece uma maior
resisténcia. Nao se conhecem o0s processos de fabricacdo destas membranas comercias,
no entanto, a membrana Jason Membrane® é a que mais se assemelha as membranas
obtidas neste trabalho pois apresenta um aspeto menos denso. Na figura 38 encontram-
se as imagens de SEM da membrana Mpadréo sem prensagem e Mpadrdo_p prensada,

verificando-se a perda de alguma porosidade nas estruturas prensadas.

Figura 36- Micrografias de SEM da membrana comercial Jason Membrane. A e B: Vista superior; C e
D: Vista inferior. Ampliagc8es (200x e 1500x).
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Figura 37- Micrografias de SEM da membrana comercial Bio-Gide. A e B: Vista Superior; C e D: Vista
inferior. Ampliagdes (200x e 1500x).

Figura 38- Micrografias de SEM das membranas sem enchimento: Mpadréo (A e B) e Mpadré@o_p (Ce
D) a diferentes amplia¢c8es (200x e 1500x).
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As imagens de SEM das membranas compdésitas (Figuras 39 e 40) mostram a
presenca de aglomerados de particulas no interior da matriz de colagénio e as
membranas compoésitas com maior percentagem de enchimento MHApl0 e MVB10
apresentam um aspeto mais desintegrado.

Por comparagdo das membranas com enchimento com as membranas padréo
conclui-se que a adicao de particulas é responsavel por conferir uma topografia de
superficie mais complexa e irregular as membranas. E reportado na literatura que
materiais com superficies mais irregulares permitem uma melhor adeséo celular,

favorecendo assim a regeneracgéo dos tecidos [91].

Figura 39- Micrografias de SEM das Membranas com enchimento de hidroxiapatite, membrana MHAp5
(A eB), MHAp_p (C e D) e MHAp10 (E e F). AmpliacBes (200x e 1500x).
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Figura 40- Micrografias de SEM das membranas com enchimento de vidros, membrana MVB5 (A e B),
MVB_p (C e D) e MVB10 (E e F). Amplia¢8es (200x e 1500x).

Refere-se na literatura que a funcdo de barreira € melhor conseguida em
estruturas de colagénio bastante densas, mas uma elevada densidade torna estas
estruturas dificeis de manipular e pode prejudicar a angiogenese [92]. O crescimento de
vasos sanguineos é importante para a nutricdo local mas também porque o tecido
conectivo de pequenos vasos capilares contém células progenitoras indiferenciadas que
podem evoluir para osteoblastos e promover a regeneracdo 0ssea. Deste modo, prevé-se
gue as membranas compdsitas obtidas neste trabalho possam permitir uma boa

vascularizacdo pois as suas estruturas ndo se apresentam demasiado densas.
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Juntamente com a observacdo por microscopia eletrénica de varrimento,
efetuaram-se andlises quimicas por espectroscopia de dispersdo de energia (EDS) a
varias amostras para detetar a natureza dos elementos presentes. Os resultados do EDS
da amostra padrdo encontram-se na figura 41, confirmando-se que o0s elementos
presentes sao apenas 0s correspondentes ao colagénio (carbono, oxigénio e nitrogénio).
Foi efetuada a mesma andlise as membranas comerciais, ndo se verificando também a

presenca de qualquer elemento adicional ao colagénio.

cps/eV

10—

Figura 41- EDS da membrana Padr&o (Mpadréo).

Na figura 42 encontram-se os espetros de dispersdo de energia das amostras
MHAp5 e MVB5. Na amostra MHAp5 encontram-se, para além dos elementos do
colagénio (carbono, oxigénio e nitrogénio), calcio e fésforo e para a membrana MVB5, 0s
elementos magnésio, silicio, calcio e fdésforo. Conclui-se que os enchimentos estdo
presentes na matriz de colagénio e ndo sdo detetados outros elementos provenientes de

possiveis contaminacoes.

72



Capitulo 4 — Resultados e Discusséo
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Figura 42- EDS das membranas compdsitas. A: MHAp5; B: MVB5.

4.3.1. Bioatividade das membranas em SBF

As membranas MHAp5 e MVB5 foram submetidas a testes em SBF para de
determinar o seu potencial bioativo. Tal como referido anteriormente, pedacos de cada
um destes tipos de membranas foram imersos em fluido corporal simulado por periodos
de tempo de 1, 3 e 7 dias. Apds esses periodos as membranas foram lavadas com agua
milli Q® e secas na estufa a 37°C. Posteriormente, os pedacos de membrana secos
foram submetidos a andlise de DRX, SEM e EDS, a fim de avaliar a formag¢do de uma
camada apatitica nestes materiais, indicadora de uma potencial bioatividade.

Na figura 43 estdo representados os espetros de difragdo de raios-x das

membranas compdésitas MHAp 5 apds os varios tempos de imersao.
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Figura 43- Espetro de difragdo de raios-x da membrana MHAp5 ap6s os diferentes tempos de imersao
em SBF.

O difractograma de raios-x da membrana MHAp5 (figura 42) mostra o
aparecimento de um pico correspondente a hidroxiapatite (26=31,81°) logo apos o
primeiro dia de imersdo em fluido corporal simulado. Uma vez que a difracdo de raios-x
foi realizada as amostras em Bulk, estes dados indicam que a bruxite formada durante o
processo de producdo destas membranas, € convertida novamente para a forma de
hidroxiapatite durante a incubagéo. A intensidade do pico correspondente a hidroxiapatite
vai aumentando de acordo com o tempo de incubagdo das amostras, pelo que se
presume que esteja a ocorrer a formacdo de uma camada apatitica & superficie destas
membranas.

Quanto aos resultados de difracdo de raios-x das membranas com enchimento de
vidro nos diferentes tempos de imersdo em SBF (figura 44), verifica-se o aparecimento de
um pico mais intenso apos 7 dias de imersdo, que corresponde a hidroxiapatite, o que
sugere que a camada apatitica nas membranas MVB5 se forma a partir de 7 dias de

imersdo em fluido corporal simulado.
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Figura 44- Espectro de difracéo de raios-x da membrana MVB5 ap6s imersdo em SBF 1, 3 e 7 dias.

Apbés imersdo em SBF dos diferentes periodos de tempo, efetuaram-se
micrografias de SEM as membranas de modo a avaliar eventuais modificagdes nas suas
superficies. Observa-se que as membranas perdem alguma porosidade, apresentando
uma estrutura mais compacta. E também possivel observar a presenca de algumas
particulas na superficie destas membranas (Figuras 45 e 46), provavelmente
correspondentes a depdsitos apatiticos, relacionados com a bioatividade das

membranas.
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Figura 45- Micrografias de SEM das membranas MHAp5 apés imersdo de 0 (AeB),1(CeD),3(EeF)
e 7 (G e H)) dias em SBF, a diferentes amplia¢c8es (200x e 1500x).
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Figura 46- Micrografias de SEM das membranas MVB5 ap6s imersdo de0(AeB),1(CeD),3(EeF)e
7 (G e H) dias em SBF, a diferentes ampliagcGes (200x e 1500x).
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4.3.2. Testes de degradacédo em saliva

As membranas MHAp5, MHAp_p, MVB5, MVB_p, Mpadrdo e Mpadrao_p, foram
submetidas a testes de degradacao em saliva.

N&o sao reportados na literatura muitos estudos relacionados com a degradacéo e
comportamento de membranas dentarias em contacto com a saliva. No entanto este tipo
de andlises é importante, uma vez que 0 primeiro contacto destas estruturas quando
colocadas na cavidade oral € com a saliva e, em determinados casos, pode haver a
possibilidade de a membrana ficar exposta e assim ocorrer um contacto direto
permanente com o fluido da cavidade bucal.

Liao et al. [93] realizaram um estudo da degradacao de uma membrana compésita
de PLGA/colagénio/hidroxiapatite incubada em saliva artificial através de medidas de
perda de massa e observaram a morfologia destas por SEM apls varios tempos de
incubacdo. O material compdsito apresentou uma taxa de degradacdo mais lenta que a
membrana de PLGA. Presume-se que seja devido a alteragbes locais de pH para valores
menos favoraveis a degradacgéo pela saliva.

Tal como referido no capitulo do procedimento experimental, foram coletadas
salivas de 3 dadores diferentes e foi efetuada uma medicdo de concentracdo de

proteinas das diferentes amostras, cujos valores se encontram na tabela 14.

Tabela 14- Valores de concentracdo de proteina [P] e absorvancia (A260,A280) obtidos por leitura da

densidade 6tica.

Dador 1 Dador 2 Dador 3 Tampao
A260 (nm) 5,08 3,55 4,82 0,012
A280 (nm) 6,7 4,39 5,94 -0,041
[P] (ng/ml) 4652 3230 3782 4

Apoés a medicéo, as diferentes membranas ficaram incubadas em cada uma das
salivas durante diferentes periodos de tempo (0, 24 e 120 horas). No final de cada tempo,
foi recolhida uma porcdo do sobrenadante e medidos novamente os valores de
concentracdo de proteina. O gréfico da figura 47 mostra a variagdo da percentagem de
concentracdo de proteinas no sobrenadante de cada membrana ao longo do tempo

calculada através da equacao:
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[P]tempox - [P]tempo 0

Variacdo da percentagem de concentracao de proteinas no tempo x =
[P]tempo 0

em que x representa os diferentes tempos de incubacao.

A figura 47, mostra que, ap6s 24 horas de incubagcdo, o sobrenadante da
membrana MHAp5 foi 0 que apresentou o maior aumento de concentracao de proteinas
seguido de um acentuado decréscimo para as 120 horas. Para a membrana prensada
MHAp_p e para as membranas Mpadrdo e Mpadrdo_p, ocorreu decréscimo da
concentracdo de proteinas ao longo de todo o tempo de incubacéo, até 120 horas. Nos
sobrenadantes das membranas MVB5 e MVB_p verifica-se também um aumento de
concentracdo apos as 24 horas e posterior diminuigcdo ao longo do tempo, embora ndo
tdo acentuada como a que ocorreu para a membrana MHAp5.

De um modo geral, as membranas prensadas foram menos degradadas que as
membranas ndo prensadas, excluindo o caso das membranas padrdo, em que se
verificou o contrario. Presume-se que a prensagem, ao produzir a perda de alguma
porosidade nas membranas, reduz a area superficial exposta ao fluido oral
comparativamente com as membranas sem prensagem. Assim, a quantidade de saliva
gue entrard em contacto com as membranas prensadas serd menor, ocorrendo menor
degradacéo.

O facto de a membrana MHAp5, néo prensada, ter como enchimento
nanoparticulas de HAp pode explicar a sua maior degradacédo ao fim de 24 horas. Em
virtude da sua elevada area superficial especifica (112 m?/g) as particulas de HAp séo
muito reativas e, no processo de degradacdo das membranas compdsitas podem ficar
expostas a saliva, favorecendo-se a sua degradacao.

A figura 47 mostra também que, para a generalidade das membranas, a
concentracdo de proteinas no sobrenadante decresce acentuadamente apés 24 horas de
incubagdo, sendo esse decréscimo particularmente notério no caso das membranas
compositas com enchimento de nanoparticulas de HAp. A andlise da variacdo do
potencial zeta das particulas de hidroxiapatite com o pH (Figura 24) permite concluir que,
na gama de pH habituais da saliva (6 a 7) as particulas de HAp possuem potencial zeta
positivo, o que favorece a adesdo de proteinas com cargas de superficie negativa. De
entre os Varios constituintes da saliva, as mucinas aparecem como o grupo de proteinas
em maior percentagem e sdo caracterizadas por apresentarem grupos de carga negativa,
tais como acido sialico e sulfato, com capacidade de ligacdo a hidroxiapatite e locais de
adesdo ao colagénio [79]. Deste modo, pode explicar-se a diminuicdo da concentragédo

de proteinas que ocorreu ap0s a incubagdo em saliva das membranas de MHApS e
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MHAp_p. A afinidade de algumas proteinas da saliva com as membranas em estudo
pode ser indicativa da sua potencial capacidade de regeneracdo no ambiente fisiolégico
em que se inserem. Estudos mais sisteméticos e focados sédo necessarios para ajudar a

clarificar o processo de degradac¢do das membranas compositas.
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Figura 47- Ensaios de incubacdo em saliva das varias membranas estudadas. Variagdo com o tempo,
da percentagem de proteina presente no meio sobrenadante de cada membrana.

De modo a complementar os resultados da concentragdo de proteinas obtidos
pela leitura da densidade 6tica do sobrenadante das membranas ap6s 0s varios tempos
de incubacéo, foi feita a andlise da degradacdo do colagénio das membranas por
eletroforese capilar e por SDS-PAGE.

Na figura 48 encontram-se os resultados obtidos por eletroforese capilar para o
colagénio utilizado na preparacdo das membranas, previamente submetido a condi¢bes
desnaturantes. Apresentam-se também os resultados para o que restou de uma das
membranas (Mpadrdo) que estiveram incubadas em saliva durante 120 horas,

previamente solubilizada em &cido acético 2 M e liofilizada.
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2

Figura 48- Perfil de degradacdo do colagénio analisado através de eletroforese capilar usando o
sistema Experion (BioRad). L: Ladder com uma gama de pesos moleculares de 1.2 a 260 KDa. 1:
colagénio utilizado para sintese das membranas. 2: colagénio de membrana ap6s 120h de incubacgao
em saliva.

Pela andlise dos resultados obtidos por eletroforese capilar é possivel observar
diferencas entre os perfis de degradacgéo do colagénio puro e do colagénio remanescente
de uma das membranas incubadas em saliva por 120h.

A primeira coluna, identificada como L, corresponde aos padrdes de peso
molecular, a coluna 1 ao colagénio puro e a coluna 2 ao colagénio da membrana.

Nos valores de peso molecular préximo de 200 encontra-se o colagénio no seu
estado menos degradado. Para os valores de 100 a 50 encontram-se as subunidades do
colagénio, ou seja, as moléculas de colagénio separadas nas cadeias alfa. Valores
inferiores a 50 correspondem a fragmentos de dimenséo muito reduzida [94], [95].

E possivel observar a presenca de bandas maiores na zona dos 200 para o
colagénio puro e maior quantidade de bandas entre 50-100 para o colagénio da
membrana apoés incubacdo. Conclui-se que o colagénio da membrana possui um estado
de degradacao mais avancado comparativamente ao colagénio puro.

Na figura 49 estdo representados os géis de SDS-PAGE do sobrenadante de
cada membrana, apés os tempos 0, 24 e 120 h de incubacéo para cada um dos dadores.
Pela analise destes, verifica-se que o colagénio se encontra separado nas suas cadeias
alfa e que com o aumento do tempo de incubacdo em saliva, aumenta a degradacéo

deste, aparecendo bandas mais intensas em valores de peso molecular inferiores.
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Figura 49- SDS-PAGE dos sobrenadantes das membranas de colagénio apés diferentes tempos.

Os dados obtidos pelas analises efetuadas revelam o comportamento destas
amostras no ambiente da cavidade oral, em contexto real. As metaloproteinases de
matriz (MMPs) séo consideradas como um dos constituintes da saliva responsaveis pela
degradacdo do colagénio. Deste modo trabalhos futuros com a incubacdo destas
membranas em MMPs permitirdo obter dados mais concretos sobre a atividade

colagenolitica da saliva.
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5. Conclusdes e Futuros Desenvolvimentos

Este trabalho teve como foco principal a producdo de estruturas capazes de
regenerar o tecido periodontal. Foram preparadas varias membranas compdsitas de
colagénio com e sem prensagem, contendo fosfatos de célcio em diferentes
percentagens.

Foi utilizado como matriz para estas membranas o colagénio de tendao de Aquiles
e os fosfatos de célcio preparados para enchimento foram nano particulas de
hidroxiapatite e particulas de vidro bioativo.

As nanoparticulas de hidroxiapatite foram preparadas por precipitacdo quimica e
as particulas de vidro foram obtidas por fusédo e posterior moagem de fritas.

As particulas de hidroxiapatite obtidas apresentaram um formato semelhante ao
que se encontra no 0sso natural com tamanhos na ordem dos nanémetros (<188 nm) e
uma elevada area superficial (112 m?/g). As particulas de HAp apresentaram ainda um
ponto isoelétrico em 7,23 o que indica que possuem carga de superficie positiva para pH
proximos do pH da cavidade bucal.

Os resultados de caracterizagdo das particulas de vidro mostraram que estas
apresentam um tamanho inferior a 20 um e que possuem um potencial zeta negativo na
gama de pH de 2 a 14.

A andlise de difracdo de raios-x das membranas poOs-producdo, revelou a
presenca de bruxite, presumindo-se que tenha acontecido a dissolugdo da hidroxiapatite
a pH inferiores a 4, aguando do processo de producdo das membranas.

O estudo da bioatividade em fluido plasmatico simulado revelou que estas
membranas apresentam bioatividade, pois foi possivel detetar por DRX a presenca de
picos referentes a hidroxiapatite apds os diferentes tempos de incubacéo.

A analise do perfil de degradacdo das membranas em saliva humana revelou que,
de um modo geral, as membranas que ndo foram prensadas estdo mais sujeitas a
degradacao, possivelmente devido ao facto de terem maior area exposta ao fluido oral.
As membranas com enchimento de hidroxiapatite sdo as que apresentam maior
degradacao ao fim de 24 horas de incubagcdo sendo no entanto esse efeito atenuado para
tempos de incubagdo mais longos (120 horas). Esta atenuacdo na taxa de degradacédo
parece estar associada a capacidade que as membranas com nanohidroxiapatite
possuem de favorecer a adesdo de mucinas, formando uma camada a sua superficie que

Ihes confere protecéo.
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Como trabalho futuro sugere-se:
a) Testar outras composicdes para estas membranas com introducdo de outros tipos de
enchimentos;
b) Melhorar as propriedades de degradacé@o destas membranas através de reticulacdo do
colagénio;
c) Confirmar e estabelecer um protocolo para estudos de degradacdo das membranas
em saliva humana;
d) Estudar a degradacédo das membranas por acdo de enzimas humanas ou pelo biofilme

oral.
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