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Resumo: A regeneracdo tecidual guiada (RTG) utiliza membranas para favorecer a regeneragdo dos tecidos periodontais danificados
pela doenga periodontal. As membranas usadas ainda apresentam limitacdes, principalmente quanto a capacidade de manter o espaco
do defeito. Dois biomateriais de origem brasileira, a hidroxiapatita (HAP) e o polihidroxibutirato (PHB), foram utilizados para fabricar
membranas rigidas para RTG, contendo 25, 35 ou 50% de HAP em matriz de PHB pelo método de moldagem por injeciio. As membranas
apresentaram alta cristalinidade, sendo que, inicialmente, a topografia de superficie era pouco complexa em que os granulos de HAP
ndo estavam expostos. As membranas foram desgastadas com broca odontolégica, de modo similar a cirurgia para sua implantacio
in vivo. Este procedimento resultou na exposi¢ao dos granulos de HAP numa superficie com poros e estruturas lineares de dimensdes que
variaram de 3,55 um + 1,14 a 75,98 um =+ 30,76, portanto, caracteristica microtopografica. Observou-se, ainda, que a HAP € responsével
por conferir uma topografia de superficie mais complexa as membranas. Portanto, espera-se que membranas com as caracteristicas de
rigidez e superficie microtopografica possam proporcionar estabilidade ao defeito periodontal e permitir migracdo celular mais intensa,
assim favorecendo a regeneracdo periodontal.
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Development and Characterization of Rigid, Resorbable and Osteoconductive Membranes Made
of Polyhydroxybutyrate and Hydroxyapatite for Periodontal Regeneration

Abstract: Guided tissue regeneration (GTR) is a technique that applies membranes to favor the regeneration of periodontal tissues lost
due to periodontal disease. The membranes normally used have limitations however, mainly related to the difficulty in stabilizing the
defect. In this study, two biomaterials of Brazilian origin, hydroxyapatite (HAP) and polyhydroxybutyrate (PHB), were used to make
rigid membranes for GTR. Membranes were made with 25, 35 or 50% HAP in a PHB matrix by injection molding. The membranes were
highly crystalline, with an initial smooth surface topography where HAP particles were not exposed. Membranes were grinded with a
dental bur, similarly to the surgery procedure for their implantation in vivo. This procedure resulted on the HAP granules being exposed
on a surface with pores and linear features of dimensions varying from 3.55 um = 1.14 to 75.98 um + 30.76, which are thus characterized
as microtopography. Additionally, HAP was responsible for a greater surface complexity. Therefore, these characteristics of rigidity
and surface microtopography may be able to provide stability to a periodontal defect and allow a greater cell migration, both favoring
periodontal regeneration.
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Introducao

A regeneragdo tecidual guiada (RTG) € uma técnica
bastante discutida no tratamento da doenca periodontal visando
a regeneracdo dos tecidos de suporte do dente danificados pelo
processo da doenga, ou seja, osso alveolar, ligamento periodontal
e cemento!'?. Ela pressupde a utilizagdo de membranas entre o
retalho mucogengival e o osso alveolar e raiz dentdria expostos,
cobrindo estes dois ultimos e assim, protegendo o codgulo
sanguineo formado na regiio do defeito. Desta forma, com a
organizacdo do codgulo em matriz provisoria, células progenitoras
podem migrar do ligamento periodontal e osso alveolar, e ndo

células do tecido gengival. Muitos estudos demonstram que essa
origem das células ¢ decisiva para a formacdo de novos tecidos
periodontais e ndo de um tecido conjuntivo de reparagdo. Sendo
assim, estas c€lulas sdo capazes de se depositar e se diferenciar
em osteoblastos, fibroblastos e cementoblastos para o processo de
regeneragdo periodontal-3.

Membranas de politetrafluoretileno sdo utilizadas na RTG
com bons resultados®¥, mas possuem como desvantagem a
necessidade de uma segunda intervencdo cirdrgica para sua
remogdo, visto que este € um material ndo reabsorvivel>*. Assim,
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membranas reabsorviveis de diversos materiais, como coldgeno e
4cido polilatico, t€m sido desenvolvidas e utilizadas. Contudo, uma
das principais limita¢cdes das membranas reabsorviveis atualmente
disponiveis € a capacidade de manter o espaco do defeito, ou seja,
elas sdo excessivamente flexiveis e colapsam para dentro do defeito,
ocupando-o e interferindo na formagdo do codgulo sanguineo.
Assim, a regeneragdo periodontal, principalmente do osso alveolar,
¢ limitada, considerando que as c€lulas nido t€ém volume de matriz
provisoria necessario para migrarem, se depositarem e formarem
novos tecidos. Estudos demonstram que a regeneracgio dos tecidos
periodontais € dependente da capacidade da membrana manter o
espago do defeito, sendo esse, portanto, um fator decisivo para a
regeneragao periodontal!!=l,

Mais recentemente, membranas tém sido desenvolvidas com
superficies modificadas para favorecer a regeneracgdo dos tecidos
periodontais®®. Em geral, a superficie interna da membrana, que
ficard em contato com o codgulo sanguineo, € trabalhada quimica ou
fisicamente para favorecer a adesio de fibrina da matriz provisdria,
plaquetas e osteoblastos®?. Um exemplo destas superficies € a
membrana de PGLA (4cido lactico-co-glicélico), desenvolvida por
Owen et al.’!. Estes autores utilizaram um molde contendo ranhuras
e sulcos de magnitude microscopica para a dispersdo do polimero
liquido que, apds a secagem e retirada do molde, da origem a uma
membrana com tais estruturas impressas na superficie. Ainda no
tratamento de superficies pode-se citar, dentre outros métodos, a
utilizacdo do condicionamento 4dcido para aumentar a complexidade
topogriéfica de superficie de préteses ortopédicas de titanio”®! e a
adsorc@o de fibronectina para favorecer a ades@o de osteoblastos™.

Dentro deste contexto, dois biomateriais desenvolvidos com
tecnologia nacional podem ser citados, a hidroxiapatita sintética
(HAP) e o polihidroxibutirato (PHB). A HAP € uma cerimica
amplamente utilizada para o preenchimento de defeitos dsseos por
ser biocompativel, reabsorvivel e osteocondutora, ou seja, serve
como arcabougo para a migra¢do de células osteoprogenitoras.
Ela € considerada bioativa, formando uma liga¢do direta com o
tecido Gsseo, sem interposi¢do de tecido fibroso!'*l. Ji o PHB
¢ um polimero natural reabsorvivel pertencente ao grupo dos
polihidroxialcalonatos que se mostrou biocompativel®!®14151 Suas
caracteristicas mais importantes para utilizagdo como biomaterial
sdo sua lenta reabsor¢do, compativel com a regeneragdo tecidual
e Otimas propriedades mecanicas!!'>16 Ele tem sido testado
principalmente na fabricacdo de arcabougos para a regeneragdo
dssea e fabricagdo de parafusos e placas para osteossintese. Bons
resultados foram demonstrados, tanto no que diz respeito as
propriedades mecénicas quanto as caracteristicas de superficie e
porosidade para a migracdo celular, todos fatores que dependem
da forma de fabricagdo®!'’. Compdsitos a partir da associagdo
HAP e PHB t€m sido desenvolvidos e analisados principalmente na
regeneragdo éssea, para servir como substituto tempordrio para este
tecido, mostrando resultados promissores!!%1>-17],

Desta forma, o presente trabalho objetivou desenvolver
membranas reabsorviveis com a associacdo da HAP com o PHB
com duas caracteristicas: i) uma membrana rigida capaz de
manter sua forma, assim prevenindo seu colapso para dentro do
defeito e mantendo o espaco para o codgulo; ii) uma superficie
interna de topografia complexa para promover maior adesio
de fibrina, plaquetas e células progenitoras, favorecendo assim,
respectivamente, a manuten¢ao do volume do codgulo sanguineo,
a sinaliza¢do que direciona a migragdo celular e a formagdo de
novos tecidos. Assim, com tais caracteristicas, acredita-se que estas
membranas poderdo ser utilizadas para favorecer a regeneragdo de
defeitos periodontais.
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Material e Métodos

As caracteristicas anatomicas da face vestibular da mandibula
de cdes foram estudadas, considerando que estes animais serdo os
futuros modelos experimentais para a aplicagdo das membranas
in vivo. Em seguida, um modelo foi desenvolvido com base nessas
caracteristicas, nas seguintes dimensoes: 10 mm de largura x 10 mm de
comprimento X 1,5 mm de espessura na extremidade inferior x 2,5 mm
de espessura na extremidade superior. Assim, posticos foram
fabricados em aco ferramenta em cromoniquel de alta resisténcia com
cavidades usinadas por eletroerosido de acordo com estas dimensdes.
A hidroxiapatita sintética (HAP-91°, JHS Laboratério Quimico, Belo
Horizonte) foi previamente misturada ao PHB nas proporcdes em
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Figura 1. Difragdo de raios X dos compésitos de HAP + PHB.
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Figura 2. a) Membrana desenvolvida com base nas caracteristicas anatdmicas da regido periodontal. A extremidade superior (seta) € mais espessa que a
extremidade inferior (asterisco), formando uma curvatura interna. b e ¢c) MEV da superficie da membrana de 50% HAP + PHB apds fabricacgdo. b) Técnica
de elétrons secunddrios evidenciando superficie pouco complexa com poros ndo interconectados (setas). ¢) Técnica de elétrons retroespalhados demonstrando
que os granulos de HAP ndo estao expostos na superficie (auséncia de granulos brancos). d) Superficie de fratura de compésito 35% HAP + PHB. Cristais de
HAP (setas indicam alguns deles) imersos na matriz do polimero PHB, onde ndo sdo observados poros.

peso: 25% de HAP em 75% PHB (membrana 1), 35% de HAP em
65% de PHB (membrana 2) e 50% de cada biomaterial (membrana 3).
Cada mistura foi separadamente inserida na maquina injetora para a
fabricacdo das membranas pelo processo de moldagem por injecao, a
pressdo de 40 libras e temperatura entre 120 e 130 °C.

A cristalinidade das membranas foi analisada por difracdo de
raios X. As andlises foram realizadas em trés amostras de cada
membrana em difratdmetro da marca Rigaku D-Max modelo
Geiger Flex equipado com tubo de cobalto (radiacio Co-Ka,
A =1,79026 A), com um monocromador de cristal curvo de grafite
no feixe difratado, operado com diferenga de potencial de 40 kV e
corrente elétrica de 30 mA. As varreduras foram realizadas no modo
passo a passo em intervalo de 15 a 50° 26 com 0.05° de incremento
e 2 segundos de contagem de tempo em cada passo.
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Para andlise morfoldgica, foi utilizado inicialmente um
microscépio eletronico de varredura (MEV) da marca LEO 1430VP,
avoltagens de 10 ou 15 kV. Para tal, as superficies foram cobertas por
uma camada de 20 nm de ouro, utilizando um sistema de deposicio
“sputtering balzers” (Electron Microscopy Sciences, modelo 550x).
Foi também utilizado MEV ambiental (Hitachi SU6600) para
andlise da topografia de superficie e micro-andlise elementar por
espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDS). As andlises
morfoldgicas foram realizadas em cada uma das membranas nas
superficies (a) da forma como foi fabricada, (b) da superficie de fratura
e (c) da superficie apés desgaste com broca odontoldgica diamantada
(FG1016, KG Sorensen, Brazil). Esta dltima superficie foi incluida
no estudo porque, no momento de implantaciio da membrana in vivo,
o contorno interno das membranas serd desgastado com broca para
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obter-se a justaposi¢do adequada entre a membrana e a superficie Para estimar o diametro dos poros, comprimento e espessura das
dssea da mandibula. Para a obtencdo da superficie (b), uma maquina estruturas nas superficies das membranas foram obtidas 15 imagens
universal de teste Instron foi utilizada com a membrana posicionada em MEV por elétrons secunddrios de trés amostras selecionadas
de forma semelhante a um ensaio de flexdo em trés pontos. de cada membrana 1, 2 e 3. Essas imagens foram obtidas em
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Figura 3. Superficies dos compdsitos de 25% (a, b), 35% (c, d) e 50% (e, f) de HAP + PHB apds conformacdo com broca odontoldgica. a, ¢, ) MEV por elétrons
secunddrios onde se podem observar poros (setas finas) e estruturas lineares (setas brancas) formando complexa microtopografia de superficie. b, d, f) MEV por
elétrons retroespalhados, evidenciando a HAP exposta (pontos claros) nas superficies dos compdsitos em meio a matriz de PHB (matriz negra).
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magnificacdo de 500x, sendo que em cada imagem, todas as
estruturas (poros e linhas) foram medidas no software Analisys 5
(Olympus® BX5IM). Com o mesmo soffware, mas em imagens
obtidas no MEV por elétrons retroespalhados, as proporcdes de
cristais de HAP e matriz de PHB presentes nas membranas 1, 2 e
3 foram estimadas utilizando-se a ferramenta de diferenca de fases.
Todos estes dados foram trabalhados na forma de média e desvio
padrdo, seguido da comparagdo entre as membranas 1, 2 e 3 por
ANOVA um critério complementado pelo teste de Tukey, em nivel
de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os difratogramas das membranas 1, 2 e 3 s3o mostrados na
Figura 1. Notam-se os picos altos e agudos, todos de acordo com
a literatura para a HAP e o PHB e consistentes com o CPDS
Card para a HAP!'""), demonstrando a alta cristalinidade dos

Tabela 1. Média e desvio padrao (um) do didmetro dos poros e comprimento
e largura dos elementos lineares na superficie das membranas apés
conformagao com broca odontolégica.

Poros (Lm) Estruturas lineares (Lum)
Comprimento Largura
25% 8,51 +3,50 73,35 30,04 511247
35% 6,61 2,69 63,51 £27,45 355+1,14
50% 9,08 £4,11 75,98 + 30,76 4,42 +2728

Electron image 1

Spectrum 1

Electron image 1

()

materiais. Sabe-se que o PHB € um polimero semicristalino e que,
portanto, d4 origem a cristais e fases amorfas, ambas identificadas
nos difratogramas!®*!. O conhecimento da cristalinidade de um
biomaterial € de grande importancia considerando que influencia
o desempenho in vivo por afetar a reabsorcio e suas propriedades
mecanicas. Sabe-se que as regides amorfas sdo reabsorvidas
mais rapidamente que as regides cristalinas e que materiais mais
cristalinos t&ém geralmente taxa de reabsor¢@o mais lenta. Materiais
altamente cristalinos sdo geralmente mais frageis por apresentarem
menor médulo de elasticidade e, assim, com menor deformacio
antes da fratural!®13.1620211,

A morfologia macroscépica das membranas pode ser vista
na Figura 2a. Para facilitar as manobras de desgaste com broca
odontoldgica e a justaposi¢do em uma regido de anatomia muito
variavel (osso mandibular préximo ao dente em um defeito
periodontal), a superficie interna das membranas foi desenvolvida
na forma cdncava, com a extremidade superior mais espessa do que
ainferior. Na andlise da superficie (a), observou-se pequeno nimero
de poros ndo interconectados (Figura 2b). Pode-se notar, ainda, que
os granulos de HAP, apesar de presentes, ndo estavam expostos
na superficie, pois estavam cobertos por fina camada do polimero
(Figura 2c), assim como também observado por Mendonga et al."”).
Esta superficie pode ser caracterizada como pouco complexa e,
como tal, provavelmente nio € a superficie ideal para promover a
regeneracao de tecidos por ser menos favordvel a adesdo do codgulo
sanguineo e adesdo e atividades celulares!”?.

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Full Scale 281 cts Cursor: 0628 (13 cts)

(b)

00 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0

Full Scale 281 cts Cursor: 0.628 (8 cts)

()]

Figura 4. Espectrometria de energia dispersiva de amostras de compdsito de HAP + PHB. a) Feixe concentrado na superficie rugosa da amostra (Spectrum
2), com composic¢ao quimica demonstrando ser este um grianulo de HAP (gréfico em b). ¢) Feixe concentrado em superficie lisa do compdésito (Spectrum 1),
com composi¢do quimica compativel com polimero de origem natural (grafico em d). (Au representa o ouro utilizado para recobrir o material para MEV).
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As andlises das superficies de fratura das membranas permitiram
observar os granulos de HAP em meio a matriz homogénea de
PHB, sem a presenca de poros internos, ou seja, todas apresentavam
estrutura compacta (Figura 2d). E importante notar que a estrutura
interna do PHB pode apresentar poros com tamanhos que
favorecem a osteocondugdo em torno de 150 e 500 um'*!, definida
como a migracdo de células osteoprogenitoras®!®!34 ou poros
muito pequenos para que ocorra a osteocondugio!''! e ainda pode
ndo ser poroso''® como aqui observado, caracteristicas altamente
influenciadas pelo método de fabricagdo®!'*. O método de
fabricacdo utilizado neste trabalho, a moldagem por inje¢do, parte
de uma mistura de dois biomateriais na forma de granulos que se
tornam viscosos pelas altas temperatura e pressdo desta forma de
processamento. Quando injetadas nessas condi¢cdes nos moldes, o
composito ocupa todo o espaco disponivel, portanto, a formagdo de
poros internos é minima ou inexistente!'!l.

As superficies das trés membranas apés a conformacio com a
broca odontolégica (superficie C) apresentaram poros superficiais
(que nio se estendiam a estrutura interna da membrana) e estruturas
lineares, que ndo estavam presentes nas outras superficies. Estas
estruturas distribuiram-se de forma uniforme pela superficie, sem
agregados. Nao existiram diferencas significantes no tamanho dos
poros (p = 0,062) e na espessura (0,059) e comprimento (p = 0,28)
das estruturas lineares (Figura 3) (Tabela 1). Como estes elementos
apresentaram tamanhos micrométricos, a topografia de superficie
das membranas apds o desgaste com broca odontoldgica pode ser
caracterizada como microtopogréfica”®l. A andlise da superficie
de compdsitos de HAP e PHB com a finalidade demonstrada no
presente trabalho ainda € inédita, contudo, diferentes materiais
metdlicos, poliméricos e ceramicos tiveram suas superficies
caracterizadas como micro a nanotopogréficas. Foi demonstrado
que tais caracteristicas favorecem a regeneragdo de tecidos
periodontais por diferentes acdes: i) maior adesdo da matriz
de fibrina do codgulo sanguineo; ii) maior adesdo e atividades
plaquetdrias, ambas resultando em maior migracdo de células
progenitoras; iii) além de promover também uma maior adesio de
osteoblastos!"8102251 - A matriz proviséria formada pelo codgulo
é o arcabougo para a formac@o de novos tecidos!¥. Dessa forma,
espera-se que tal topografia de superficie atue mantendo o volume da
matriz provisoria por minimizar o processo de contragdo da matriz
que normalmente ocorre durante a migracdo celular”. Assim, as
células progenitoras poderiam ter maior volume de arcabougo para
migrarem e formarem novos tecidos.

Por MEV com elétrons retroespalhados pode-se observar
também que os granulos de HAP estavam expostos na superficie
C (Figuras 3b,d,f). As membranas fabricadas com maior proporcio
de HAP em peso apresentaram area de HAP exposta nas superficies
significativamente maior (p < 0,01): 10,6% =+ 2,4 para membrana
3, 6,9% = 0,9 para membrana 2 e 3,2% + 0,6 para membrana 1.
Diversos trabalhos abordam a bioatividade das cerdmicas, como a
HAP, definida pela formagao de ligagdo quimica entre o biomaterial
e o tecido Gsseol'™!2!1 Contudo, outros trabalhos demonstram que
a adicdo de cerimica a superficie aumenta a resposta positiva da
regeneragdo tecidual por conferir topografia de superficie mais
complexa, independentemente da constitui¢do quimica”®. Por um
destes mecanismos, ou talvez por ambos, a adi¢do de cerdmica a
matriz polimérica favorece a regeneracdo de tecidos, formando
uma interface direta entre o tecido dsseo e o biomaterial, fator que
determina a importancia da maior proporcdo de granulos de HAP
expostos na superficie das membranas!'*!522],

A presenca e propor¢do de HAP exposta nas superficies
das membranas influenciaram a topografia de forma que essas
superficies puderam ser caracterizadas como microtopograficas.
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A Figura 4 mostra os espectros de EDS para diferentes regides
observadas no MEYV, algumas mais rugosas e complexas e outras
mais lisas. Observou-se que as regides rugosas continham altas
concentragdes de cdlcio, fosforo e oxigénio, compativeis com a
HAP de férmula Ca, (PO4),(OH), [10,22]. J4 nas regides lisas, alto
picos de carbono foram observados, demonstrando serem regides

& Sl 3
x10.0k SE 13:05

U6600 5.0kV 3.0mm x20.0k SE 2.00um

Figura 5. Fotos em MEV de superficies dos compdsitos de HAP + PHB.
Compésito de 50% de HAP + PHB ap6s desgaste com a broca odontolégica.
Observa-se a interacao de granulos rugosos de HAP (*) em meio a matriz lisa
de PHB (seta) e a diferenca na topografia de superficie dos dois biomateriais.
b) Detalhe da drea demarcada em (a). Pode-se observar projecdes do PHB
(seta) em meio a superficie rugosa da HAP (*). ¢) Em maior aumento,
observa-se a interac@o entre a matriz lisa de PHB e os granulos de HAP.
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constituidas pela matriz de PHB!'*?2. Essa diferenca de topografia
de superficie é evidente na Figura 5, onde as regides contendo
HAP sio mais complexas que a matriz lisa de PHB. E importante
notar que a matriz de PHB aderiu aos granulos de HAP observada
pelo contato direto e proximo destes biomateriais sem distancias
entre eles. Assim, a HAP e o PHB se mostraram compativeis
para a formacdo de compdsitos como também relatado em outros
trabalhos!'*?2.

Conclusoes

A confeccdo de membranas rigidas de compdsitos reabsorviveis
foi possivel com a associacdo hidroxiapatita e polihidroxibutirato
pelo método de moldagem por inje¢do. As membranas apresentaram
alta cristalinidade e superficie com caracteristica microtopogréfica,
onde a hidroxiapatita influenciou positivamente a complexidade
topogréfica das mesmas. O desgaste da superficie das membranas
com broca odontolégica expds os granulos de hidroxiapatita,
contribuindo para maior complexidade topografica.
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