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RESUMO

As caries dentais e a doenca periodontal sdo consideradas os problemas globais mais
frequentes, que acometem a salde oral humana. Porém nos casos de periodontite, a resposta
imunolégica e inflamatdria exacerbada do proprio ornanismo €, em grande parte, responsavel
pela destruicdo do ligamento periodontal e 0sso de sustentacdo. Assim, a abordagem terapéutica
no que diz respeito a minimizacdo dos danos aos tecidos, bem como sua recuperacao pode ser
considerada tdo relevante quanto combater os microrganismos causadores da doenca. Um
material promissor para essa aplicacdo é o vidro bioativo (biovidro) que tem se mostrado um
excelente osteoindutor e eficiente na inibicdo de alguns microorganismos. Visando o
restabelecimento dos tecidos periodontais, o presente trabalho desenvolveu um sistema de
liberacdo filmogeno contendo biovidro e permitindo sua liberacdo prolongada. Foi selecionado
como material principal para formacdo do filme a zeina, uma proteina hidrofobica obtida a
partir do milho. O vidro bioativo, quando em contato com fluidos biolégicos, forma uma
camada similar a hidroxiapatita, que € responsavel pela ligacdo ao 0sso. Apresenta, ainda,
capacidade osteoindutora, de ligacdo a tecidos moles e atividade antibacteriana devido ao alto
pH resultante da liberagdo de ions. Os resultados apontam que a matriz obtida € estavel e os
precursores apresentaram sinergia na formagéo do filme. Com a incorporacéo do biovidro, o
material ficou ainda mais homogéneo e com morfologia mais regular. Os ensaios de liberacdo
indicaram que o biovidro apresentou atividade de liberacdo idnica, portanto foi liberado no

fluido bioldgico simulado.

Palavras-chave: periodontite, zeina, biovidro, compdsito.



ABSTRACT

Dental caries and periodontal disease are considered the most frequent global problems
that affect human oral health. However, in cases of periodontitis, the exacerbated immune and
inflammatory response of the organism itself is largely responsible for the destruction of the
periodontal ligament and supporting bone. Thus, the therapeutic approach regarding the
minimization of tissue damage, as well as their recovery, can be considered as relevant as
combating the disease-causing microorganisms. A promising material for this application is
bioactive glass (bioactive glass), which has been shown to be an excellent osteoinducer and
efficient in inhibiting some microorganisms. In order to restore periodontal tissues, the present
work developed a film-forming delivery system containing bioactive glass and allowing its
prolonged release. Zein, a hydrophobic protein obtained from corn, was selected as the main
material for film formation. When bioactive glass meets biological fluids, it forms a layer
similar to hydroxyapatite, which is responsible for binding to bone. It also has osteoinductive
capacity, soft tissue binding and antibacterial activity due to the high pH resulting from ion
release. The results indicate that the obtained matrix is stable, and the precursors presented
synergy in the film formation. With the incorporation of bioactive glass, the material became
even more homogeneous and with more regular morphology. The release assays indicated that
bioactive glass exhibited ion release activity and was therefore released in the simulated

biological fluid.

Keywords: periodontitis, zein, bioactive glass, composite.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, projetos de pesquisa envolvendo o desenvolvimento de materiais
avancados, como os de facil degradacdo no meio ambiente visando desenvolvimento
sustentavel, tém sido fomentados pelo Governo Federal, devido ao potencial de
desenvolvimento econémico e social do pais (BRASIL, 2021). Porém, muitas vezes justamente
por conta das propriedades buscadas, os materiais desenvolvidos tém o desafio de performar
bem em propriedades mecéanicas, boa durabilidade, entre outros aspectos que algumas vezes
sdo inferiores aos materiais poliméricos provenientes de origem fossil (YU et al., 2006). Com
0S avancos recentes na ciéncia, tem havido um grande investimento em pesquisas que busquem
alternativas para sintese de polimeros biodegradaveis a partir de matérias primas naturais, ou
ainda, obtencdo de biomateriais provenientes de macromoléculas como a classe dos
carboidratos, proteinas, entre outros (YU et al., 2006; RIBEIRO, 2014).

Dentre esses materiais, se destaca a zeina, uma proteina encontrada no milho e que é
responsavel por sua maior composicdo proteica, sendo encontrada especificamente no
endosperma desse vegetal (TAVARES, 2010). Ela se tornou um material de grande importancia
na area académica e setores da industria, sendo uma das bases de estudo do presente trabalho.
Suas propriedades singulares, como a alta afinidade com alcool e alta solubilidade, além do
hidrofobicidade e possibilidade de obtencdo de filmes com propriedades modificaveis de
acordo com as blendas realizadas, biocompatibilidade e n&o-toxicidade, faz com que esse
material seja versatil na producdo de biofilmes com aplicacbes em materiais voltados a area
médica, area de embalagem, revestimento e demais aplicacdes (TAVARES, 2010). No entanto,
sabe-se pelos estudos ja realizados que, independentemente da proporcao de mistura entre zeina
e solvente, os filmes a obtidos sdo extremamente frageis, o que dificulta a aplicacdo nas areas
mencionadas anteriormente (TAVARES, 2010). Portanto, se faz necessaria a adi¢do de
plastificantes e preparo de mistura (blend) com demais biopolimeros formadores de filmes
flexiveis, como polietilenoglicol (PEG), propilenoglicol (PG) e hidroxipropilcelulose (HPC),
respectivamente. Portanto, no presente trabalho, além da zeina, também foi utilizado PEG e
HPC, buscando proporcionar flexibilidade e resisténcia mecéanica aos materiais de interesse
(FORATO et al., 2016).

Alguns estudos (VILLACA, et al. 2005; CROVACE et al., 2016; GABBAI-ARMELIN,
2015; TIRAPELLI, 2011; HUANG, 2017) apontam que o0 biovidro possui capacidade
osteoindutora, além de ser biocompativel e apresentar efeito bactericida, sendo relevante e

indispensavel o aprofundamento em tais parametros no presente estudo. Em vista disto, o
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presente trabalho visa encontrar uma composicao biopolimérica a base de proteina e celulose
modificada, além de plastificantes, que consigam sustentar o biovidro, tornando possivel sua

aplicacdo no tratamento de doencas bucais.

Dentre os estudos ja desenvolvidos, é recorrente encontrar trabalhos que se dediquem a
compreensdo do comportamento fisico-quimico da zeina ou da HPC como matriz polimérica
de interesse para obtengdo de novos materiais, entretanto ndo ha estudos que direcionem suas
pesquisas para a formacdo de compositos com o biovidro, disponibilizando esse material em
forma de filme. Portanto, o presente trabalho tem priorizado a compreensdo e analise das
propriedades destes novos materiais gerados, aléem de propor o uso de biovidro para obtencédo
de compositos com propriedades mais satisfatérias do ponto de vista térmico, mecénico e
morfoldgico. Neste contexto, a producdo de compdsitos e blendas com alto valor agregado,
provenientes de fontes sustentaveis, renovaveis e abundantes, sdo estratégicas, ndo apenas do
ponto de vista econémico e tecnoldgico, mas também do ponto de vista ambiental (LUECHA
etal., 2010; COLETTA, etal., 2013).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Periodontite

A periodontite € uma condicdo inflamatoria cronica que afeta o tecido periodontal e pode
levar a perda 6ssea e dentaria (STEFFENS; MARCANTONIO, 2018). No Brasil, essa doenca
é uma das principais causas de perda dentaria em adultos. De acordo Ultima pesquisa
epidemioldgica nacional realizada pelo Ministério da Salde em 2010 (BRASIL, 2012), a
periodontite afeta cerca de 50% dos adultos brasileiros com mais de 35 anos de idade, uma
proporcdo consideravel e preocupante. Além disso, a pesquisa revelou que fatores de risco
como idade, baixa renda, baixa escolaridade, falta de acesso a servicos de salde bucal e
tabagismo estavam associados a uma maior prevaléncia e gravidade das doencas bucais
(BRASIL, 2012).
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Figura 1: llustragdo comparativa entre dente saudavel e com periodontite - adaptado de (MEHROTRA; SINGH,

2023).
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Gengiva
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.
y

O tratamento convencional da periodontite inclui a raspagem e alisamento radicular, um
procedimento realizado pelo dentista que tem como objetivo remover a placa bacteriana e o
tartaro das raizes dentarias (CUGINI et al., 2000; LINDHE; LANG; KARRING, 2010). Esse
tratamento pode ser eficaz para controlar a progresséo da doenca em casos leves a moderados.
No entanto, em casos graves de periodontite, ou casos que apresentam recaidas apds tratamento
convencional, pode ser necessario um tratamento adicional para promover a regeneracao 6ssea,
reparar o dano causado pela doenca, destruir a placa bacteriana causadora da doenca ou
diminuir a inflamacdo local (BELLIA; RUGGIERO; NICOLO, 2020; O’LEARY, 1986;
CARUSO et al., 2008). Para efetivamente gerenciar a periodontite, o tratamento escolhido deve
visar controlar as fases de atividade da doenca, porém com a abordagem menos invasiva e mais
direta possivel (BELLIA; RUGGIERO; NICOLO, 2020). Nesse sentido, o uso do vidro
bioativo se destaca como uma opcdo promissora para o0 tratamento de periodontite
(NICHOLSON, 2022). O vidro bioativo € um material capaz de liberar ions que estimulam a
regeneracdo 0ssea e possui propriedades antimicrobianas que ajudam a combater as bactérias
que causam a doenca (WILLIAMS, 2022; ALLAN; NEWMAN; WILSON, 2001;
FERRANDO; PART; BAEZA, 2017). Portanto, 0 uso de compositos de vidro bioativo pode
ser uma estratégia terapéutica adicional, que contribui para um melhor controle da doenca e

melhora da saude bucal dos pacientes.

No cenario do pais e tendo como base os dados mais recentes disponiveis sobre a
periodontite na populacdo brasileira (BRASIL, 2012), é interessante que as alternativas para
tratamento da periodontite sejam de baixo custo, uma vez que a prevaléncia da doenca esteja

associada a fatores de risco como baixa renda.
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2.2. Vidro bioativo

Nos anos 70, o Prof. Hench revolucionou o campo da pesquisa com biomateriais ao
desenvolver um material que apresentava alta biocompatibilidade e formava uma camada de
hidroxiapatita fisicamente e quimicamente equivalente aos minerais da estrutura éssea, hoje
conhecido como biovidro (HUANG, 2017). O vidro € um material amorfo, que possui uma
estrutura desordenada de &tomos devido ao répido resfriamento da cerdmica fundida
(KALOGERAS; LOBLAND, 2012). Dentro dessa classificacao, existem os biovidros, que séo
uma série de vidros especialmente projetados a base de silica, que possuem uma rede
tridimensional de SiO. modificada pela incorporagéo de Na.O, CaO e P,Os, conforme Figura 2
(HENCH; JONES, 2015).

Figura 2: Estrutura do Biovidro 45S5 proposta por KAUR et al., 2014.

Ao contrario do vidro tradicional, que € inerte e ndo interage com tecidos bioldgicos, o
biovidro é projetado para interagir com tecidos vivos e promover o crescimento de um 0SS0
novo (SORDI et al., 2022). Sua composicdo é uma mistura de silicio, calcio e fésforo, que séo
0s mesmos elementos encontrados no tecido 6sseo natural. Quando o biovidro é implantado no
corpo, ele libera ions que estimulam o crescimento do tecido dsseo e estimulam a formacédo de
uma forte ligacdo entre o implante e 0 osso circundante (ALMULHIM et al., 2022). O
mecanismo de nucleagdo e crescimento similar ao 0sso a partir de apatita foi descrito pela
primeira vez por Kokubo (1998). Este mecanismo consiste na troca entre fons Ca?* do biovidro
e 0s fons H3O™ da solucao de fluido corporal simulado (simulated body fluid - SBF). Por sua

vez, isso provoca a formacdo de grupos Si-OH na superficie do biovidro e induz a nucleacéo e
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0 crescimento da hidroxiapatita. Numerosos estudos (YAZDANPANAH et al., 2012;
SEPAHVANDI et al., 2011; NEZAFATI et al., 2011) foram realizados com os vidros obtidos
pelo método sol-gel. Eles pertencem a diferentes sistemas, como CaO-P205-SiO2 e 0 que 0s
ensaios revelaram foi que a imersé@o de biovidro em solucdo de plasma simulado (simulated
body fluid — SBF) aumenta a concentracdo de Ca?* e, consequentemente, o pH devido a
dissolucéo parcial da rede de silica. Obviamente, essas mudangas afetam a taxa de formacéo de
apatita e a integracdo do implante 6sseo (YAZDANPANAH et al., 2012).

As trés principais caracteristicas que distinguem os biovidros dos tradicionais sao baseadas
em sua composicéo: (a) teor de SiO2 menor que 60%, (b) maior teor de Na>O e CaO e (3) maior
relacdo CaO:P205 (HENCH, 1991). Essa caracteristica de composi¢Ges tornam a superficie
altamente reativa quando exposta a um meio aquoso, além do teor de silica influenciar a
bioatividade do vidro (CANNIO. et al., 2021). Biovidro de composicdo entre 42% e 53% de
SiO> (vidro derivado de fusdo) forma rapidamente (em alguns dias) ligacdo direta ao 0sso, além
de também formar uma ligagdo aderente aos tecidos moles. J& o biovidro de composigao entre
54% e 60% SiO> requer de 2 a 4 semanas para aderir ao 0sso e ndo tem capacidade de aderir
aos tecidos moles. O biovidro com mais de 60% de SiO2 ndo se liga a nenhum tecido 6sseo
vivo (HENCH, 2006). No entanto, dependendo do processamento ao qual esse biovidro é
submetido, por exemplo sol-gel, a faixa de composicao do vidro bioativo pode ser estendida até
100% de SiO2 (HUANG, 2017). Os ions soltveis de Si e Ca sdo biologicamente ativos, e
gradualmente vdo sendo liberados do biovidro para 0 meio, sendo capazes de promover
osteoinducdo quando presentes em uma certa proporcdo, que se encontra na faixa de
concentragdo critica entre 15 e 30 ppm Si e 60 a 90 ppm de Ca (HENCH, 2009).

O biovidro demonstrou ser uma solugdo eficaz para a doenca periodontal devido a sua
capacidade de promover o crescimento 0sseo e estimular a regeneracdo do tecido perdido
(NICHOLSON, 2022). Quando o biovidro € implantado na bolsa periodontal, ele libera ions,
como célcio, que estimulam o crescimento de novo tecido 6sseo e estimulam a formagdo de
uma forte ligacdo entre o implante e 0 0sso circundante. 1sso pode ajudar a regenerar o tecido
danificado na bolsa periodontal e promover a cicatrizacdo da area afetada (SOHRABI et al.,
2012). Durante esse processo de troca idnica, os ions de calcio presentes na superficie do
biovidro séo trocados por outros ions presentes no fluido do meio em que o material foi exposto,
como ions de sddio e fosfato. Esse processo cria um gradiente de concentragdo, com maior
concentracdo de ions na superficie do biovidro e menor concentracdo no fluido circundante,

assim como o contrario (BINGEL et al., 2015). Os ions liberados também podem ter
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propriedades antibacterianas, pela formacgdo de um meio levemente mais alcalino, logo ajuda a
eliminar bactérias que causam doencas periodontais (BEGUM et al., 2016; HU et al., 2009;
WALTIMO et al., 2007).

Tradicionalmente, o biovidro 45S5 é obtido pelo método de fusdo e témpera, em que uma
mistura precursora é fundida em alta temperatura (por exemplo, 1.300°C) e em seguida,
resfriada (QAZI et al., 2017). Uma das formas de obtengdo do biovidro € sintese sol-gel, que
envolve a transformacdo de um sol (suspensdo de particulas coloidais) em um gel (rede
tridimensional interconectada). E uma abordagem que trabalha em uma faixa de temperatura
relativamente baixa, comparada a fusdo (sol-gel: 500 a 700°C) (PEREIRA et al., 2012),
formando uma rede inorganica de silica ligada covalentemente que pode ser seca e aquecida
para produzir vidros com alta pureza (HUANG, 2017). Outra forma de obtencdo do biovidro é
na forma de fibra, e pode ser produzido pelo método de fiacdo por fusdo (eletrofiacdo), que
resulta um didmetro da fibra que é geralmente em escala micrométrica (por exemplo, dezenas
a centenas de micrdmetros). A eletrofiacdo é a técnica capaz de produzir diversas fibras
poliméricas na faixa de 10 a 1000 nm, e tem sido aplicada para produzir fibras de vidro bioativas
em micro e nano escala, utilizando o vidro sol-gel como precursor (KIM; KIM; KNOWLES;
2006). Uma das vantagens de obter biovidro em escala nanométrica, é que sua atividade
antimicrobiana pode ser otimizada, uma vez que a liberagdo de ions célcio e silica é

potencializada, como aponta o estudo in vitro realizado por Waltimo, et al. (2007).

O produto para tratamento de doencas bucais a base de vidro bioativo disponivel no
mercado internacional, é veiculado na forma de po (PerioGlas®, Novabone) (“PerioGlas -
NovaBone India”, [s.d.]). Entretanto, o material ndo esta disponivel no Brasil e apresenta alto
custo para importacdo. Portanto, esse trabalho tem como objetivo explorar as possibilidades de
desenvolvimento de material, visando a aplicacdo no tratamento de periodontite com biovidro
disponivel em um suporte (filme), visando baixo custo, alta disponibilidade de matérias primas

e boas propriedades de liberacéo do ativo.

Em geral, as vantagens dos vidros bioativos séo a velocidade de sua reatividade superficial
e a capacidade de se ligar a uma variedade de tecidos, simplesmente alterando sua composigéo
guimica, como comentado anteriormente. A principal desvantagem sdo suas propriedades
mecéanicas - resisténcia e tenacidade relativamente baixa (RIZWAN; HAMDI; BASIRUN,
2017; FERNANDES et al., 2018).
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O vidro bioativo que seré avaliado neste trabalho foi desenvolvido pelo grupo do Dr. Edgar
Zanotto, do Laboratorio de Materiais Vitreos (LaMaV) do DEMa, Universidade Federal de Sdo
Carlos (VILLACA, et al. 2005). Trata-se de um material modificado em relacdo a composicao
original dos primeiros vidros bioativos, € uma cerdmica vitrea do sistema SiO,-Na,O-CaO-
P>0s. Com as modificagdes realizadas, foi possivel obter melhora de propriedades mecénicas e
aumento da porosidade e solubilidade. O material estd sendo estudado por uma rede de
pesquisadores (Biomaterials Research and Technology Network — Bionetec), e ja foram
realizados testes in vitro, in vivo (CROVACE et al., 2016) e clinicos, incluindo cito e
genotoxicidade in vitro (GABBAI-ARMELIN, 2015). e histocompatibilidade in vivo
(TIRAPELLLI, 2011), o que fornece indicativos de seguranga do material (FAPESP, 2016).

A camada de hidroxiapatita se forma na superficie de materiais bioativos mediante a
ocorréncia de reacBes no préprio material, sendo que sua velocidade aumenta

proporcionalmente ao nivel de bioatividade, conforme relatou Peitl et al. (2001).

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura da hidroxiapatita (BRASIL et al., 2015).

Essas reacOes foram resumidas por Bellon (2012) em cinco fases, apresentados a seguir:
Fase I: Rapida troca de Na* ou K* com H3O™" da solucéo;

Fase Il: Perda da silica solivel na forma de Si(OH)s para a solugéo, que é o resultado da
quebra das ligacdes Si-O-Si e formacdo de Si-OH (silanois) na interface entre o vidro e a

solucéo;
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Fase I11: Condensac&o e re-polimerizacao da camada com SiO2 em abundancia na superficie
que é esgotada em alcalis e cations de alcalinos;

Fase IV: Migracdo de Ca?* e PO,> para a camada rica em SiO, formando um filme com
Ca0-P20s sobre essa superficie, seguido do crescimento de um filme amorfo rico em CaO-P20s

pela incorporacéo de célcio soltvel e fosfato da solugéo.

Fase V: Cristalizacdo do filme amorfo de CaO-P,Os pela incorporagdo de OH-, COs* da

solucéo para formar uma camada mista de hidroxiapatita.

Figura 4: Esquema de reatividade do biovidro (YOUNG , 2014).
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Uma maneira de utilizar ainda mais a alta bioatividade de vidros bioativos € atraves do
desenvolvimento de compositos, como revestimento bioativo em implantes metalicos
mecanicamente fortes, mas bioinertes (PAITAL; DAHOTRE, 2009). Isso combina 0s pontos
fortes de ambos os materiais, ou seja, alta bioatividade do revestimento bioceramico e excelente
resisténcia mecéanica dos implantes metalicos. Para melhorar as propriedades mecanicas do
biovidro, materiais hibridos organico-inorganicos foram sintetizados combinando componentes
inorganicos e organicos com interagdes em escala molecular, como mostra a imagem abaixo.
Um hibrido é diferente de um composito (uma combinacdo de dois ou mais componentes
distinguiveis); seus componentes sdo indistinguiveis no nivel sub-micrométrico. No préximo
topico, serdo apresentadas as vantagens da obtencdo de compositos com biovidro e

biopolimeros.
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Figura 5: Esquema das redes inorganicas e organicas interpenetrantes de um material hibrido. Trés nanoparticulas
da rede continua de silica estdo destacadas. Adaptado de: JONES, J. R. Review of bioactive glass: From Hench to
hybrids. Acta Biomaterialia, v. 9, n. 1, p. 4457-4486, jan. 2013.

2.3. Compdsitos

Os compasitos sdo materiais formados pela unido de duas ou mais substancias diferentes,
geralmente com caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas distintas (SACHDEVA; SINGH,;
RHEE, 2021). A combinacéo dessas substancias permite a obtencao de novas propriedades que
ndo existem individualmente em cada componente, resultando em um material com
caracteristicas superiores em relacdo a seus constituintes originais (RAJESWARI; STOBEL
CHRISTY; PIUS, 2021). Os compositos tém sido amplamente utilizados em diversas areas,
desde a construcdo civil até a indUstria aeroespacial (TABASUM et al., 2018).

Dentre essa classe de materiais, se destacam os compositos a base de biopolimeros, 0s
biocompositos, que sdo aqueles que utilizam como matéria-prima substancias de origem
bioldgica, como amido, celulose, proteinas e acidos nucleicos (DIEZ-PASCUAL, 2022). Esses
materiais apresentam vantagens em relacdo aos compositos tradicionais, pois sdo
biodegradaveis, renovaveis e apresentam menor impacto ambiental (GOWTHAMAN et al.,
2021). Os biocompositos tém sido estudados com frequéncia nos Gltimos anos, devido a sua
relevancia para a sustentabilidade e para a substituicdo de materiais pléasticos derivados do

petréleo. Esses materiais apresentam potencialidades significativas, tais como a obtencdo de
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materiais mais leves, resistentes e flexiveis, e sua utilizacdo pode contribuir para a reducéo do
impacto ambiental causado por materiais ndo biodegradaveis (RAJESWARI; STOBEL
CHRISTY; PIUS, 2021). Em resumo, 0s compositos a base de biopolimeros tém se mostrado
como alternativas promissoras para a producdo de materiais sustentaveis, com menor impacto
ambiental e menor pegada de carbono. Esses materiais apresentam caracteristicas superiores
aos materiais tradicionais e tem sido utilizado em diversas aplicagfes, o que demonstra a

importancia do estudo e desenvolvimento desses materiais para a industria e para a sociedade
(RAJESWARI; STOBEL CHRISTY; PIUS, 2021).

Em aplicacdes de liberacdo controlada, os compdsitos podem ser utilizados devido a sua
capacidade de proporcionar uma liberagdo gradual e controlada de substancias ativas. 1sso
ocorre porque 0os compdsitos podem ser projetados com uma matriz polimérica que possuli
porosidade controlada, o que permite que as substancias ativas sejam gradualmente liberadas
ao longo do tempo (HELLER, 1980; SHEIKH et al., 2015).

Dias et. al. desenvolveram um filme compdsito de quitosana e polivinilpirrolidona (PVP)
para liberacdo sustentada de vidro bioativo, entretanto, em funcdo da alta hidrossolubilidade
dos polimeros, foi necessario a reticulacdo com glutaraldeido (DIAS et al., 2011). No trabalho
desenvolvido por Dias et al. (2011) o filme formado por 23% de vidro bioativo possibilitou a
formacdo da camada de hidroxiapatita j& no primeiro dia de avaliacdo, evoluindo até o 28° dia.

O estudo realizado por Soubhagya et al. (2022) relata a sintese e caracterizacdo de filmes
compostos por quitosana-carboximetil-pululano e biovidro para uso em cicatrizacdo de feridas.
Os resultados mostraram que os filmes compdsitos possuem propriedades mecanicas e de
barreira adequadas, além de atividade antimicrobiana contra bactérias comuns em feridas, efeito
provocado pela presenca do vidro bioativo. Os autores concluiram que os filmes compostos tém
potencial para serem usados como curativos em aplicacdes clinicas devido ao ganho de
propriedades mecanicas e boa interacdo da matriz com o biovidro. Porém nesse trabalho, ndo

foi avaliado o potencial para uso no tratamento de periodontite, ou visando essa aplicagéo.

Misra et al. (2007) desenvolveram e caracterizaram um composito biodegradavel a base de
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e biovidro, voltado para aplicagdo em engenharia de tecidos e
regeneracdo 0ssea. Os resultados mostraram que a adi¢ao de biovidro melhorou as propriedades
mecanicas e a biocompatibilidade do PHB, além de aumentar a formagdo de apatita e a

proliferacdo de celulas 6sseas. Como conclusdo do trabalho, os autores afirmaram que o

24



compésito de PHB/biovidro é uma opcdo promissora para ser usada como implante 6sseo
biodegradavel.

Embora menos explorados, ja existem estudos que avaliam o uso de proteinas como zeina
para formacao de compdsitos com biovidro. Wang et al. (2018) fabricaram scaffolds (suportes)
de compésito de zeina/biovidro usando um método de liofilizacdo. Os suportes foram entéo
caracterizados por suas propriedades mecanicas, biodegradabilidade e capacidade de sustentar
0 crescimento de células Osseas. Os resultados mostraram que os scaffolds (suportes) de
composito de zeina/biovidro apresentavam boas propriedades mecanicas, eram biodegradaveis
e suportavam o crescimento de células dsseas, tendo potencial para uso em aplicacdes de
engenharia de tecido dsseo.

Outro estudo que também combina zeina e biovidro, foi desenvolvido por Ahmed et al.
(2020) e tinha como objetivo avaliar a deposicao de vidro bioativo 45S5 e zeina via deposicao
eletroforética (DE) em substratos de magnésio (Mg) puro pré-tratados para controlar a rapida
degradacdo do magnésio e melhorar as propriedades bioativas dos implantes de Mg.
Inicialmente, os parametros de DE foram otimizados em acgo inoxidavel e, em seguida, 0s
parametros de DE ideais foram aplicados para obter revestimentos compdsitos de zeina/vidro
bioativo em substratos de Mg. A cinética do processo de DE foi estudada plotando o grafico
entre a densidade de corrente e o tempo de deposi¢do em tenséo aplicada fixa. A morfologia e
a composi¢cdo quimica (qualitativamente) dos revestimentos obtidos foram estudadas por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), respectivamente. Os resultados de MEV e FTIR mostraram
que tanto a zeina quanto o vidro bioativo foram depositados com sucesso e um filme
homogéneo de zeina/vidro bioativo foi formado na superficie do substrato. As medidas de
angulo de contato confirmaram que os revestimentos de zeina/vidro bioativo sdo adequados
para a adesdo inicial de proteinas. Portanto, a partir desse trabalho foi possivel ter uma melhor

compreensdo da compatibilidade dessa proteina com o ativo estudado no presente trabalho.

Porém a aplicacdo mencionada no estudo de Ahmed et al. (2020) ndo tem tantas correlacdes
com o presente trabalho, diferentemente da pesquisa feita por Naseri et al. (2015) que avaliou
a combinagdo de zeina e biovidro para possivel aplicacdo em engenharia de tecido. A
justificativa do estudo é que a aplicacdo de proteinas de origem vegetal, como a zeina, na
engenharia de tecido tem recebido crescente atengdo nos ultimos anos. Entdo o estudo teve

como objetivo desenvolver novos suportes porosos de zeina/biovidro com melhoria da

25



bioatividade e propriedades mecénicas adequadas. Através de caracteriza¢cbes morfologicas e
quimicas, os pesquisadores confirmaram que os suportes (scaffolds) compositos de zeina-
biovidro apresentaram bioatividade aumentada em comparacdo com o suporte contendo apenas
zeina ap6s 14 dias de condicionamento em solucdo de fluido corporal simulado. Esses
resultados sugerem que 0s suportes compostos tém grande potencial para uso em aplicagdes de
engenharia tecidual éssea em areas de baixa carga. Embora alguns dos trabalhos apresentem
abordagem biomédica, nenhum dos estudos avaliou a combinacdo de zeina e biovidro para
tratamento de periodontite ou visando melhoria das propriedades, obtencéo de material estavel

para possivel aplicacdo em tratamento periodontal (NASERI et al., 2015).

Portanto, visando a obtengdo de um material contendo biovidro que possa auxiliar no
tratamento da periodontite, por conta das propriedades osteoindutoras e antibacterianas
(HUANG et al., 2011), e que apresente biocompatibilidade, boas propriedades mecanicas e
muco adesdo, o presente trabalho propde a formulacdo de um compoésito de zeina,
hidroxipropilcelulose, plastificante e biovidro, na forma de filme obtido pela técnica de casting.

2.4. Biopolimeros

A preocupagdo com o0s problemas ambientais causados pelo uso de polimeros
petroquimicos ndo-degradaveis tem causado um interesse crescente em materiais obtidos a
partir de polimeros degradaveis, especialmente biopolimeros obtidos de plantas cultivadas
(IBRAHIM et al., 2019). Além disso, essas macromoléculas apresentam propriedades de
biocompatibilidade (BENEKE; VILJOEN; HAMMAN, 2009), sdo bioadesivas, apresentam
ndo-toxicidade (VROMAN; TIGHZERT, 2009), ou seja, sdo seguras para aplicacdo oral, além
de apresentarem disponibilidade abundante devido a sua origem renovavel (NIAOUNAKIS,
2015).

Os biopolimeros podem ser classificados de diversas formas diferentes, uma delas leva em
consideracdo sua origem, e sdo distinguidos em trés tipos de biopolimeros: biopolimeros
naturais, sintéticos e microbianos, conforme mostrado na Fig. 1 (VROMAN; TIGHZERT,
2009; IBRAHIM et al., 2019).
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Figura 6: Classificagao dos biopolimeros de acordo com sua origem. Adaptado de: IBRAHIM, S. et al. Biopolymers
From Crop Plants. Em: Reference Module in Materials Science and Materials Engineering. Elsevier, 2019.
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Outra caracteristica que pode ser usada para classificar os biopolimeros, é a
degradabilidade, diferenciando os polimeros em duas familias, principalmente, biodegradaveis
e ndo biodegradaveis. Essa classificacdo vai além da origem do material e € um pouco mais
restritiva, afinal, nem todos os polimeros de base bioldgica sdo necessariamente
biodegradaveis, como € o caso de algumas poliamidas, poliuretanas de origem natural, resinas
fendlicas, entre outros (IBRAHIM et al., 2019; NIAOUNAKIS, 2015; VROMAN; TIGHZERT,
2009).

Os biopolimeros oferecem beneficios ambientais por utilizarem recursos de fonte renovavel
e reduzirem as emissdes de gases causadores do efeito estufa. Nos Gltimos anos, 0s polimeros
naturais, especialmente as plantas cultivadas e commodities estdo se tornando cada vez mais
utilizados em diferentes aplicacbes, o que é confirmado pelo nimero de artigos e patentes
recentemente publicados (STANISZ; KLAPISZEWSKI; JESIONOWSKI, 2020; LUTZU et
al., 2021; KUCUK et al., 2023). Atualmente, a industria de biopolimeros esta experimentando
um crescimento interessante. Alguns aspectos econdmicos e ambientais, levam a estudos mais
aprofundados sobre os biopolimeros, e nota-se que eles tém se expandido significativamente
devido a sua origem bioldgica e principalmente a sua natureza biodegradavel (SUKUMARAN,;
GOPI, 2021). Os biopolimeros oferecem grandes oportunidades de desenvolvimento em um
numero significativo de setores industriais: automotivo, embalagens, construcdo civil,

biomédico, esportivo, adesivo, tintas (GOWTHAMAN et al., 2021). De fato, em um mundo
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onde os materiais reciclaveis ou biodegradaveis estdo gradualmente assumindo o controle, 0s
biopolimeros sdo cada vez mais valorizados. Estimava-se em 2018 que a capacidade global de
producdo de biopolimeros em 2021 aumentaria de 2,112 milhdes de toneladas para
aproximadamente 2,205 milhdes de toneladas, e em 2023 alcancaria 2,616 milhdes de

toneladas, conforme apresentado na Figura 7 (European Bioplastics, [s.d.]).

Figura 7: Capacidade global de producéo de bioplasticos em 2018 e previsdo para os anos seguintes (European
Bioplastics, [s.d.]).
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Porém, o que se percebe é que a demanda por bioplasticos foi ainda maior que o previsto e
na realidade a produgdo global em 2021 atingiu 2,417 milhdes de toneladas e o previsto para
2023 € 5,217 milhdes de toneladas (Fig. 3), ou seja, praticamente o dobro da previsdo feita ha
4 anos atras, de acordo com os ultimos dados de mercado compilados pela European Bioplastics
em cooperacao com o New-Institute. Portanto, a participacéo dos bioplasticos na producéo de
plastico global ultrapassara a marca de dois por cento pela primeira vez (European Bioplastics,

[s.d.]).
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Figura 8: Capacidade global de producao de bioplasticos em 2021 e previsdo para os anos seguintes (European
Bioplastics, [s.d.]).
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Os biopolimeros sdo adequados para varias aplicaces biomédicas, inclusive algumas nas
quais outros polimeros ndo podem ser utilizados. De fato, os biopolimeros degeneram
naturalmente no corpo humano, sem produzir quaisquer efeitos colaterais nocivos, por isso sao
bons candidatos para uso em aplicacdes médicas e essa caracteristica tém despertado grande
interesse nos ultimos anos. Eles sdo usados em diferentes aplica¢fes, como na engenharia de
tecidos, sendo utilizados como transportadores farmacéuticos e dispositivos médicos
(SIONKOWSKA, 2011; VARMA; GOPI, 2021). A gelatina, por exemplo, é um dos
biopolimeros amplamente utilizados na medicina para curar feridas, como adesivo etc.
(VARMA; GOPI, 2021). Dentro das aplicacGes possiveis para os biomateriais, algumas
proteinas se sobressaem devido a sua disponibilidade e dentre elas, a zeina tem ganhado
destaque por sua capacidade de auto-organizacdo. A zeina tem sido usada na formulagdo de
sistemas de transporte e liberagdo de ativos em aplicacbes de biomateriais, incluindo
administragdo oral de medicamentos e nutrientes (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014,
SUKUMARAN; GOPI, 2021).
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2.5. Zeina

A zeina é uma das principais componentes de milho e corresponde a 60% da proteina total
no endosperma, que constitui 82% da massa total do grdo de milho (WILSON, 1987; EARLE,
et al., 1946). Pesquisas recentes, propdem a aplicacdo de zeina em diversos produtos, incluindo
revestimentos para comprimidos farmacéuticos, revestimento de papel e adesivos. Novas
aplicacdes estdo relacionadas a liberacdo controlada de farmacos, filtracdo de ar e plasticos
biodegradaveis. (FERREIRA, 2022; BAYER, 2021; LIU et al. 2021). A zeina pertence a classe
caracteristica de proteinas conhecidas como prolaminas e suas principais propriedades sdo
biodegradabilidade e biocompatibilidade, o que a torna uma boa candidata para uso em
diferentes campos, especialmente biomateriais. No passado, a zeina ndo recebia muita atencéo
devido ao alto valor do produto. No entanto, com a descoberta de novas aplicacbes baseadas
nessa proteina e alta disponibilidade na industria por ser um subproduto do processamento de
milho e produgéo de etanol (SINGH et al., 2012), o interesse pelo desenvolvimento de novos
materiais tem crescido (PAPALIA e LONDERO, 2015).

Em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas, a zeina € um p6 semicristalino
(SHUKLA; CHERYAN, 2001), hidrofdbico devido aos seus aminoacidos apolares (NEDI, et
al., 2012) bastante estavel abaixo de 200°C sem apresentar sinais de degradacao térmica até
320°C (BERARDI et al., 2018). Na classificacdo das proteinas, a zeina é enquadrada como
prolamina, que consiste em uma mistura de polipeptidios. Esses polipeptidios podem ser
categorizados com base em seus varios pesos moleculares (WILSON, 1991) e sua solubilidade
em solucdes contendo 60 a 95% de alcool isopropilico (ESEN, 1986). As trés fracdes primarias
da zeina incluem a-zeina, B-zeina e y-zeina, que representam 75-80%, 10-15% e 5-10% da zeina
total, respectivamente (SHUKLA; CHERYAN, 2001). No entanto, y-zeina é classificada como
a segunda fracdo mais abundante (15-20% do total) por Lawton (2002). Além disso, uma fracédo
menor chamada §-zeina, também foi identificada. E importante destacar que a zeina comercial

consiste principalmente de a-zeina.

A estrutura priméria da zeina é rica em &cido glutdmico, leucina, prolina e alanina, mas
deficiente em aminoacidos basicos e acidos (LAWTON, 2002). Como resultado, a zeina €
essencialmente hidrofébica e insollvel em agua devido ao desequilibrio entre a grande
quantidade de aminoacidos hidrofobicos e ndo polares e o conteudo muito limitado de
aminoacidos basicos e acidos. Os polipeptidios mais longos séo responsaveis pelas
propriedades hidrofdbicas da zeina, conforme ilustrado na Figura 9, enquanto os polipeptidios

mais curtos contém menos aminoacidos ndo polares e sdo menos hidrofobicos (WILSON,
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1987). O solvente mais comum utilizado para a zeina é a mistura etanol-agua e de acordo 0s
estudos de Augustine e Baianu (1989) a propor¢do de 70% v/v (etanol/dgua) apresenta maior
solubilidade, no entanto o limite de solubilidade da zeina para essa mistura é 15 mg proteina/ml.
Além da solubilidade, outra propriedade ha muito tempo reconhecida é sua capacidade de
formar filmes (REINERS et al., 1974; FORATO et al., 2012; PAPALIA e LONDERO, 2015).
Os filmes formados, geralmente sdo preparados pela técnica de casting, que consiste na
disposicdo da mistura do solvente com a proteina sobre uma superficie sélida e posterior
evaporacdo do solvente, de maneira que o filme obtido possa ser removido inteiramente do
suporte (GENNADIOS e CURTIS, 1990). Entretanto, os filmes de zeina pura sdo bastante
fridveis e, por sua natureza hidrofébica, com baixa captacdo de &gua. Ainda, por ser uma
proteina, de estrutura complexa, as condi¢des de processamento do material bem como sua
interacdo/compatibilidade com outros componentes, deve ser cuidadosamente avaliada de

modo a se obter filmes homogéneos e com estabilidade satisfatdria (ZHANG et al., 2015).

Figura 9: Estrutura proposta por Kim et al. (2004) que ilustra as possiveis interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio

entre grupos polares, conformados em hélices.
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Uma estratégia para resolver esse problema, é adicionar plastificantes a formulacdo dos
filmes (NEDI et al., 2012), como propilenoglicol (PG) e polietilenoglicol (PEG) pois estes
podem incorporar-se entre as cadeias da proteina e reduzir as interagdes intermoleculares e
intramoleculares das moléculas de polimero, diminuindo assim a temperatura de transi¢édo
vitrea (Tg) do filme, melhorando também a flexibilidade (MELLAN, 1961). Se for aplicado
agitacdo mecanica vigorosa e calor, é possivel que ocorra desnaturacdo da estrutura hierarquica

da zeina e se formem emaranhados moleculares que contribuam para a formagdo de material
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termopléastico (NEDI et al., 2012). Plastificantes, como glicerol e polietilenoglicol, foram
avaliados no intuito de aumentar as deformacdes de tracdo de filmes de zeina e retardar a

formacgdo de trincas, além de formar filmes de maior homogeneidade (EMMAMBUX e
STADING, 2007).

Figura 10: Estrutura do polietilenoglicol (PEG) e propilenoglicol (PG), frequentemente usados como plastificantes.
Adaptado de Parshad et al. (2020).
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2.6. Hidroxipropilcelulose

A hidroxipropilcelulose (HPC) é um derivado semissintético da celulose, um éter de
celulose polimérico, obtido por processo de eterificacdo da celulose, semirrigido, ndo
carregado, soltvel em agua e em varios solventes organicos (REHMAN, 2014). O polimero é
oficialmente classificado em diferentes farmacopeias (por exemplo, European Pharmacopoeia,
United States Pharmacopoeia) e amplamente aplicado para fins farmacéuticos em formas de
dosagem oral e tépica (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2009). A estrutura quimica de HPC é
ilustrada na Figura 11.

Figura 11: Estrutura quimica da hidroxipropilcelulose (HPC).
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Na tecnologia farmacéutica, a HPC é usada principalmente como aglutinante de
comprimidos, agente de revestimento de filme e formador de matriz de liberacdo prolongada.

O polimero é soltvel em agua (abaixo de 38°C) e em solventes organicos polares, como etanol,

32



dioxano, propanol (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2009). Este derivado de celulose tem sido
amplamente estudado devido a substituicdo molecular de grupos hidroxilpropil e pela facilidade
de interacdo quando solubilizado em alcool. Além de bom aglutinante, a hidroxipropilcelulose
é conhecida por ser uma boa formadora de filmes. Ela é um polimero solivel em agua que é
frequentemente usado como um agente espessante e ligante em formulacdes de revestimento,
como revestimentos de comprimidos farmacéuticos (DAHIYA; SAHA; SHAHIWALA, 2009).

A HPC forma filmes flexiveis e uniformes quando aplicada a uma superficie,
proporcionando uma barreira fisica que pode ajudar a proteger o substrato subjacente. Além
disso, a HPC ¢é soluvel em &gua, o que torna os filmes formados por ela facilmente removiveis
por meio de lavagem ou dissolucdo em dgua (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2009).

No entanto, é importante notar que as propriedades do filme formado pela HPC podem ser
influenciadas por varios fatores, como a concentracdo da solucdo de HPC, o tipo de solvente
usado, o pH do meio e as condic¢Bes de secagem. Portanto, é necessario levar em consideracdo
esses fatores ao formular um revestimento com HPC para garantir que o filme formado tenha
as propriedades desejadas (DAHIYA; SAHA; SHAHIWALA, 2009).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Esse trabalho teve como principal objetivo desenvolver material, de baixo custo e com
aplicacdo odontoldgica em potencial, por meio da formagéo de filmes maleéveis e adesivos a
partir das matrizes biopoliméricas de zeina e HPC, com incremento de vidro bioativo e
plastificante utilizando o método de secagem casting. Foram investigadas as interacfes
intermoleculares estabelecidas entre a matriz e o biovidro, além do perfil de liberacdo do ativo

ao longo do tempo em solugéo simulada de saliva em ambiente com temperatura controlada.

3.2. Objetivos Especificos

» Preparar filmes estaveis formados por zeina, HPC e PEG;

A\

Preparar filmes compdsitos estaveis formados por zeina, HPC, PEG e vidro bioativo;
» Caracterizar os filmes através de técnicas de investigacdo da composicdo quimica,
morfologia e estrutura;

» Auvaliar as propriedades térmicas dos filmes compositos;
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» Avaliar a morfologia dos materiais obtidos;
» Analisar o efeito da composicdo dos filmes e da incorporacao de biovidro nas propriedades
e na compatibilidade do material com as matrizes empregadas;

» Auvaliar a interacdo entre as fases constituintes.

4. METODOLOGIA

4.1 Preparo das dispersdes poliméricas

Para a producdo dos filmes foram utilizados como matriz zeina e hidroxipropilcelulose
(Klucel™ Hydroxypropylcellulose), obtidos da empresa Sigma Aldrich e Ashland,
respectivamente. Utilizou-se agua deionizada e alcool etilico absoluto P.A. — A.C.S 99,5%
adquirido na Synth-Brasil no preparo das dispersdes, além de Polietilenoglicol (PEG) 400
fornecido pela VETEC®-Quimica Fina.

Como solvente para preparo das dispersoes, foi utilizada solucdo hidroalc6olica com 70%
(m/m) de etanol e 30% (m/m) de agua deionizada. Inicialmente, foram preparadas
separadamente dispersbes de zeina e HPC na concentracdo de 10% (m/m) em relacdo ao
solvente. No preparo das dispersdes precursoras da blenda, a zeina e a HPC foram mantidas em
repouso por 24 horas na solugdo hidroalcoolica para intumescimento dos polimeros. Em
seguida, a zeina e a HPC foram agitados a 1500 rpm durante 30 minutos para completa

dispersdo dos polimeros no solvente.

Essas solugcfes foram mantidas sob repouso por 3h em vidraria completamente vedada para
evitar a evaporagdo do solvente e alteracdo da concentracdo de polimero, para promover a

retirada das bolhas formadas durante a agitacéo e evitar defeitos nos filmes.

4.2 Preparo da disperséo de vidro bioativo

A mesma solucdo hidroalcoodlica preparada para dispersao dos polimeros, foi utilizada para
0 preparo da disperséo de vidro bioativo, a fim de evitar incompatibilidade entre as dispersdes
ao preparar a blenda. Pesou-se 0,450g de biovidro em béquer de 50ml e adicionou-se 30ml de
solucéo hidroalcodlica, em seguida esse material foi levado para agitacdo mecénica por 30
minutos, para diminuicdo dos aglomerados de biovidro e obtencéo de particulas em tamanho

diminuto.
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4.3 Obtencéao dos filmes

Os filmes biopoliméricos foram produzidos pela técnica de casting e a concentragdo total
de macromoléculas (zeina e HPC) foi mantida em 6%, que representa 1,89 da dispersédo
formadora do filme (30g total), mas a propor¢édo entre os constituintes variou. O plastificante
foi utilizado no intuito de conferir melhores propriedades mecanicas ao filme e sua
concentracdo foi de 1,8% (m/m) em relacdo a dispersao precursora do filme. O biovidro foi
adicionado na concentracdo de 1,5% (m/m) em relacdo a dispersdo e 16% (m/m) em relagéo
aos solidos totais da composicdo. Utilizou-se duas composicdes de filmes (Tabela 1) durante a

realizac&o do trabalho, devido aos melhores aspectos fisicos das blendas confeccionadas.

Para facilitar a identificacdo dos filmes, foram criados os seguintes codigos de acordo com

a composicdo das dispersodes.

Tabela 1: Identificacdo dos filmes de acordo com a composicéo das dispersées

Identificacdo Zeina (g) HPC (g) PEG ou PG (g) BV (g)

A 1,26 0,54 - -
A-PEG 1,26 0,54 0,54 -
A-PG 1,26 0,54 0,54 -

A-PEG-BV 1,26 0,54 0,54 0,45

B 1,08 0,72 - -
B-PEG 1,08 0,72 0,54 -
B-PG 1,08 0,72 0,54 -

B-PEG-BV 1,08 0,72 0,54 0,45

As dispersdes precursoras da blenda foram incorporadas seguindo a propor¢do descrita na
Tabela 1 juntamente ao plastificante e & dispersdo biovidro que foi preparada em solucdo
hidroalcodlica 70/30 e agitacdo magnética. As misturas foram homogeneizadas por agitacao
mecanica durante 30 minutos a 1500 rpm. A Figura 12 representa a sequéncia do processo de

obtenc&o das dispersdes precursoras dos filmes.
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Figura 12: representacgéo esquematica do preparo dos filmes.
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Para obtencdo de filmes homogéneos e com menor ocorréncia possivel de bolhas, as
amostras foram submetidas ao ultrassom com frequéncia 55Hz por 30 minutos. Em seguida, as
dispersdes formadoras do filme foram distribuidas sobre placas de poliestireno com 9 cm de
didmetro e levadas a secagem em estufa a 40° C por 24 horas. Os filmes obtidos foram deixados

no dessecador por pelo menos 48 horas antes de serem analisados.

4.4 Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato foram obtidas empregando-se o equipamento Drop Shape
Analyzer, modelo DSA 100 da marca KRUSS, operado a temperatura ambiente. Os angulos de
contato foram obtidos a partir da deposicédo de goticulas de agua destilada com volume de 15uL
sobre a superficie do filme e captura da imagem da gota em tempo real por uma camera digital
acoplada ao equipamento. Os angulos de contato médio foram automaticamente calculados pelo
software DSA 100 instalado em computador acoplado ao equipamento. Foram realizadas dez

medidas em trés pontos diferentes dos filmes.

4.5 Espectroscopia de Absorcéo na regido do Infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho dos filmes formados por zeina, HPC, biovidro e plastificante
foi investigado utilizando um espectrémetro FTIR modelo Tensor Il (Bruker). Foi utilizado o
método de Reflectancia Total Atenuada (ATR) em um intervalo de 500 cm™ a 4000 cm™, com

resolucdo de 2 cm™ e nimero de varreduras igual a 64.

4.6 Difracao de Raios-X (DRX)
Os espectros de difracdo de raios-x (DRX) das amostras foram obtidos utilizando um
difratbmetro modelo MiniFlex-XRD da marca Rigaku. Os parametros utilizados foram radiacéo
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CuKo de 1.5418 A, 40 kV e 30 mA. Os difratogramas foram obtidos entre os valores de 2.0° a
70.0°, com intervalos de 10.0°/min.

4.7 Calorimetria Exploratorio Diferencial (DSC)

Os filmes foram analisados por DSC (PerkinElmer modelo DSC 6000), pesando-se
cerca de 4 a 5 mg das amostras, depositando-as em porta amostra de aluminio que foi selado
hermeticamente por prensagem. As medidas foram feitas sob atmosfera inerte de gas nitrogénio
com fluxo de 50 ml/min, com isoterma a -70 °C por 10 minutos seguida por aguecimento até

310°C a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.

4.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos filmes formados por zeina, HPC, plastificante e biovidro foram
observadas utilizando um microscopio eletrénico de varredura modelo Philip XL-30 FEG da
marca Bruker. As micrografias foram obtidas nas ampliagcdes de 500x, 1000x e 2000x.

4.9 Ensaio de Liberacao do Biovidro

Os ensaios foram realizados na USP campus Ribeirdo Preto, na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas. O fluido corporal simulado SBF-K9 (Simulated Body Fluid), foi preparado
conforme descrito por Kokubo e Takadama (2006). Em um baldo volumétrico de 1L, foi
adicionado 2,380g de Na2HPOg, 0,190g de KH2PO4 e 8,00g de NaCl, entdo completado ate o
volume de 1L com agua destilada e deionizada. O pH final dessa solucdo foi 6,8. Com essa
solugdo, foram preenchidas 6 cubas com 300ml de solucdo em cada, a fim de serem 6 anélises
simultaneas para a mesma amostra de filme, sextuplicadas. No porta amostras, pedacos de 1cm
de altura e 2cm de largura foram suspensos e mantidos em agitacdo durante toda a avaliagéo,
que foi realizada de Oh a 24h nos seguintes intervalos de tempo: 15min, 30min, 45min, 1h, 2h,
3h, 4h, 6h e 24h. Os filmes foram mantidos em fluido corporal simulado a 37°C sob constante
agitacdo. Em cada intervalo de tempo, foram coletados 2ml da solu¢cdo com auxilio de uma
seringa, em seguida as amostras foram filtradas em filtros de polipropileno com tamanho de
poro de 0,22 microns para evitar que qualquer particula de filme permanecesse na aliquota
coletada e gerasse uma liberacdo de ativo, comprometendo os resultados. As amostras foram,

entdo, acondicionadas em tubos Eppendorf de 3ml e mantidos sobre refrigeracdo entre 5°C e
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10°C. A concentragdo de calcio nas amostras, foi determinada por Espectrometria de Emisséo
Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) (SpectroBlue, Ametek).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Angulo do contato

Filmes de zeina e HPC foram obtidos inicialmente utilizando dois plastificantes,
polietilenoglicol PEG 400 e propilenoglicol (PG). Medidas de angulo de contato foram obtidas
para determinar qual desses plastificantes conferia melhor molhabilidade. A partir dessas
medidas, seria definido qual plastificante ou qual proporgéo seria utilizada na obtengdo do
compdsito contendo biovidro. Os resultados obtidos pela deposi¢édo de goticulas de agua sobre
o filme, formando angulos de contato com o substrato, sdo indicativos da molhabilidade das
superficies do filme, que indica natureza da interacdo entre a superficie do filme e a agua,
presente na mucosa oral, portanto € um indicativo da facilidade de adeséo do filme na cavidade
bucal, fator importante para evitar que o material se desprenda do local de aplicagédo (JOSHI et

al., 2016). A Tabela 2 apresenta os valores de angulos de contato dos filmes sem biovidro.

Tabela 2: Resultados de &ngulo de contato para os filmes de composicdo A e B com a adi¢do de PEG ou

PG.
Filmes Angulo de contato (°)
A-PEG 25,9
A-PG 51,2
B-PEG 16,9
B-PG 18,6

Todos os valores de angulo de contato obtidos entre o filme e a 4gua, foram menores
que 90°C, o que indica uma étima interacdo entre 0s materiais e agua, portanto todos podem
ser classificados como hidrofilicos (SACHDEVA; SINGH; RHEE, 2021) para as duas
composicdes com adicdo de PEG. De maneira mais pratica, quando o solvente utilizado na
analise € agua, altos valores de angulo de contato indicam uma superficie hidrofébica, enquanto
baixos valores de angulo de contato indicam uma superficie hidrofilica. Esse comportamento
pode ser explicado pela diferenca na estrutura do plastificante PG em relagdo ao PEG, uma vez

que o PG possui um grupamento metila a mais que o PEG, diminuindo a tendéncia de interagdo
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com a &gua devido ao aumento do cardter apolar (GUAZZELLI, GALLI, MARTINELLI,
2020). O PEG possui cadeias polimericas hidrofilicas que melhoram a molhabilidade do
material quando € imobilizado na superficie da membrana. O resultado também pode ser
parcialmente atribuido a disponibilidade da hidroxila terminal dos grupos de PEG ja que —OH,
possivelmente melhoras a hidrofilicidade de biomateriais (ZHANG, et al. 2002). Ademais, 0s
filmes de composicéo A apresentaram um carater menos hidrofilico, possivelmente devido ao
maior contetido de zeina, que corresponde a 70% das macromoléculas no filme de composicédo
A e 60% nos filmes de composicao B. Resultados semelhantes foram obtidos por Tihminlioglu,
Atik e Ozen (2011), em que o incremento de zeina levou ao aumento do carater hidrofdbico dos

materiais.

Neste trabalho, os filmes contendo o plastificante PEG 400 foram selecionados para a
confecgédo dos materiais contendo o vidro ativo, uma vez que esses filmes apresentaram valores
mais baixos de angulo de contato (maior molhabilidade). A Figura 13 mostra os filmes obtidos

com e sem a adigdo do agente plastificante e o biovidro.

Figura 13: Filmes formados por zeina e HPC com e sem a adi¢do de PEG e biovidro
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Os filmes sem adicdo de PEG apresentaram coloracdo amarela, aspecto translicido,
quebradicos e com superficie rugosa. A adi¢cdo de PEG conferiu certa flexibilidade aos filmes,
sendo possivel manusea-los por serem menos quebradicos que os filmes sem plastificante.
Entretanto, esses filmes apresentaram estruturas com aspecto de colmeia, tornando a superficie
desses filmes mais rugosa. Os filmes contendo o biovidro (A-PEG-BV e B-PEG-BV)
apresentaram um aspecto opaco, sendo mais flexiveis e, portanto, foram facilmente cortados
sem que houvesse fragmentacdo e apresentaram uma superficie mais lisa. Os aspectos
macroscopicos observados nos filmes contendo biovidro sdo desejaveis no tratamento de
doencas periodontais, tendo em vista que esses filmes podem se conformar e aderir na cavidade
da bolsa periodontal sem provocar incomodo durante a aplicacdo e utilizacdo (JOSHI et al.,
2016).

5.2 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Espectroscopia de Absorg¢éo na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier foi
utilizada como analise complementar para avaliacdo da interacdo entre 0os componentes do
filme. As bandas referentes as amidas | e Il, que sdo as principais por¢des para caracterizacdo
de proteinas, sdo observadas na faixa de 4000 cm™ a 1200 cm? (GEORGET. BARKER,
BELTON, 2008). A Figura 14 mostra o espectro de infravermelho da zeina e do HPC puros.
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Figura 14: Espectro na regido do infravermelho de zeina e HPC, precursores dos biofilmes.
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Os espectros de FTIR dos componentes originais dos filmes estdo apresentados na Figura
14. As principais bandas observadas no espectro de infravermelho da cadeia polimérica do HPC
sdo um dupleto em 3475 cm™ e 3416 cm™, relativas aos estiramentos das ligagdes O-H, uma
banda na regido de 2930 cm™, atribuidas aos estiramentos C-H, uma banda em 1620 cm™ devido
a deformacéo angular do grupo C-O-H e uma banda larga em 1100 cm™* devido ao estiramento
da ligagdo C-O (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1974). As principais bandas de
absorcdo para a amostra da zeina sdo: uma banda larga em 3400 cm™, associada aos
estiramentos das ligacGes N-H e O-H dos aminoacidos que compdem as proteinas, uma banda
em 2960 cm, referente ao estiramento C-H, uma banda intensa em 1639 cm™ relativa ao
estiramento da carbonila (C=0) da funcio amida, uma banda em 1539 cm? relativa a
deformacéo angular do grupo N-H e uma banda em 1241 cm relativa & deformagcéo axial da
ligacdo C-N (FORATO; BERNARDES; COLNAGO, 1998).

Os espectros dos biofilmes (Figura 15) apresentaram uma banda de absor¢édo larga em 3100
cmt e 3700 cm™ relacionada as sobreposicdes de estiramento O-H e/ou N-H presentes na zeina,
HPC e no plastificante PEG (WElI, et al. 2019; ZHANG et al., 2016; EGUCHI, KAWABATA,
GOTO, 2017). As bandas menos intensas em torno de 2900 cm™ sdo caracteristicas do
alongamento C-H presente nas cadeias de zeina, bem como no plastificante PEG e na matriz de
HPC (GUNES, AMBURACI, TIHMINLIOGLU, 2020; REBITSKI, et al., 2018). Os filmes de
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zeina nas duas proporcdes (A e B) apresentaram bandas amida | em 1650 cm™, 1651 cm™e a
banda amida Il em 1541 cm™ e 1536 cm™, respectivamente.

Figura 15: Espectro na regido do infravermelho dos filmes de composicdo A (4,2% zeina e 1,8% HPC) e B
(3,6% zeina e 2,4% HPC).
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As bandas amida | estdo associadas principalmente ao estiramento dos grupos C=0,
enquanto as bandas amida 1 s&o resultantes da vibracdo de flexdo dos grupos N-H e estiramento
das ligacbes C-N, porém em menor intensidade. Bandas caracteristicas semelhantes de amida |
(1656 cm?) e amida Il (1540 cm™) foram observados anteriormente em fibras de
nanocompositos de zeina (MOOMAND, LIM, 2015; GUNES, TAMBURACI,
TIHMINLIOGLU, 2020) e biofilmes (TAVARES, et al. 2012.). Os autores atribuiram essa
ocorréncia a presenga predominante de zeina como estrutura a-hélice e quanto maior o
comprimento da hélice, menor o nimero de onda para a banda amida I, devido a ligacédo de
hidrogénio ocorrendo no grupo C=0. Outros autores atribuiram a mudanca nas bandas de amida
I em ndmeros de onda mais baixos, como um indicativo do aumento de estruturas de folhas 3
ordenadas de zeinas (MAGOSHI, NAKAMURA, MURAKAMI, 1992; FORATO, BICUDO,
COLNAGO, 2003).

O espectro do biofilme formado por biovidro (Fig. 10) apresentou deslocamento nas bandas

amida I nos numeros de onda mais altos. Este resultado sugere que a adi¢do de biovidro alterou
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a estrutura secundaria da proteina, tornando o comprimento da hélice menor na estrutura o-
hélice e a estrutura da folha p menos ordenada em relacdo aos filmes com e sem PEG. As bandas
em torno de 1130 - 1040 cm estdo associadas a sobreposicdo de ligagdes C-O-C nas estruturas

do PEG e HPC, bem como ligacdes Si-O no biovidro.

Figura 16: Espectro na regido do infravermelho dos filmes de composicdo A (4,2% zeina e 1,8% HPC)
com adicdo de plastificante PEG e Biovidro.
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No espectro do filme de composicdo A e B, com incremento de biovidro, uma banda
consistente com o modo de alongamento assimétrico Si-O-Si foi observada em 1091 cm™ e
outra banda relacionada a vibracdo de alongamento de Si-O-Si da silica, foi observada em 800
cmt. Também foi possivel observar um pico em 490 cm™, referente & flexdo Si-O-Si. O sinal
de baixa intensidade em 560 cm™ detectado nos espectros gerados pelos filmes com biovidro,
pode ser atribuido aos grupos fosfato (ZHOU et. al., 2013).

Diferentes propor¢des de zeina e HPC resultaram em diferentes intensidades de pico (Figura
17). Os picos em torno de 2900 cm-1 (caracteristico do estiramento C-H) e 1040 cm-1
(atribuidos a sobreposicdo das ligacfes C-O-C e Si-O) foram mais intensos no biofilme com
menor teor de zeina, pois o teor de HPC é maior neste material, aumentando proporcionalmente
o nmero das ligagdes C-H e C-O-C. Por outro lado, os picos em torno de 1649 cm™ foram
mais intensos no biofilme com maior teor de zeina, uma vez que a amida | estd presente na
zeina. A auséncia de deslocamento nas bandas de amida I sugere que o incremento das cadeias

de HPC ndo afeta as estruturas secundarias nas cadeias de zeina (LI, et al. 2008).
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Figura 17: Espectro na regido do infravermelho dos filmes de composicado B (3,6% zeina e 2,4% HPC)
com adicdo de plastificante PEG e Biovidro.
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5.3 Difracéo de Raios-X (DRX)

A partir dos difratogramas da zeina e HPC puros (Figura 18), que sdo 0s componentes
formadores dos filmes, é possivel analisar o perfil semicristalino ou amorfo dos polimeros. A
zeina apresentou em seu difratograma dois picos, sendo um em 26 = 9,4°, que corresponde a
distancia de 9,4 A devido ao espacamento do empacotamento da inter-o-hélice da zeina e outro
pico em torno de 19,7°, correspondente & distancia de 4,5 A em relacio ao espacamentos-d, da
distancia média da espinha dorsal do biopolimero. Esses valores estdo bem proximos aos
encontrados por Nedi e seus colaboradores (2012), além de Park et al. (2012), confirmando a
caracteristica semicristalina dessa proteina. O difratograma de HPC puro apresentou picos em
torno de 8,5° e 19,9° com distancias de 10,4 A e 4,46 A, respectivamente, valores similares aos
relatados por Shen et al. (2013) confirmando que se trata de uma substancia amorfa com dois
halos amorfos em 8,5° e 19,9° (26).
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Figura 18: Difratograma dos precursores dos filmes, (A) zeina e (B) hidroxipropilcelulose (HPC).
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Para avaliar interagdo da matriz polimérica e o efeito da adi¢éo de plastificante, foi avaliada
a mudanca no padrao de difratograma dos precursores em relacdo aos filmes obtidos. O filme
de composicdo A (4,2% de zeina e 1,8% de HPC) apresentou, como mostra a Figura 19, pico

caracteristico em torno de 22,2° devido aos picos sobrepostos de zeina e cadeias de HPC.

Figura 19: Difratograma dos filmes de composicéo A (4,2% zeina e 1,8% HPC) e B (3,6% zeina e 2,4%
HPC).
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Pode ser observado na Figura 19 acima que os padrées de DRX dos filmes de composicgéo
B, formados pela blenda com menor quantidade de zeina, apresentaram picos em torno de 20,8°,
9,5°, semelhante aos filmes de composicdo A. No entanto, os picos no filme de composic¢édo B
foram muito mais intensos, indicando que foi obtida com essa composi¢do uma amostra menos

amorfa.
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O difratograma dos filmes de composicdo A estéo representados na Figura 20.

Figura 20: Difratograma dos filmes de composicdo A (4,2% zeina e 1,8% HPC).
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Os filmes formados por plastificante PEG de composicdo 4,2% de zeina, 1,8% de HPC e
1,8% de PEG, sem biovidro, apresentaram picos semelhantes ao filme sem plastificante, porém

com picos bem mais acentuados, que indicam maior cristalinidade.

O difratograma dos filmes de composicdo B estdo representados na Figura 21. Em
comparacdo com os filmes de composicdo A (4,2% de zeina, 1,8% de HPC e 1,8% de PEG), 0s
filmes formados 3,6% de zeina, 2,4% de HPC e 1,8% de PEG, apresentaram picos bem mais
definidos, e todos com intensidades muito similares, diferentemente da composicdo A. Outra
diferenca notada € no aparecimento de picos na regido de 2,08° que indicam ser referentes ao

biovidro, pois ndo estdo presentes nas demais composicdes.
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Figura 21: Difratograma dos filmes de composicdo B (3,6% zeina e 2,4% HPC).
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5.4 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As curvas de DSC dos filmes A e B obtidos estdo na Figura 22.

Figura 22: Curvas de DSC dos filmes A e B com e sem a adigdo de PEG e biovidro.
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O filme A sem adicdo de plastificante apresenta picos endotérmicos em 136,6°C e
139,1°C devido a fusdo das cadeias de zeina, e em 140,3°C e 144,3°C relativos a fusdo das
cadeias de HPC (FERREIRA, 2022). O filme com a adicdo do plastificante apresenta uma
banda larga endotérmica em aproximadamente 98°C devido a evaporacgdo de agua e compostos
volateis na amostra (HE, M. et al., 2017) e uma banda larga em 142°C relativo a fusdo do
material, sem diferenciacdo entre os cristais de cada polimero, indicando que o PEG é um bom
plastificante (TILLEKERATNE; EASTEAL, 2000; MEEWAN et al., 2022). A adigdo das
particulas de biovidro a matriz polimérica mostram uma Unica banda endotérmica em
aproximadamente 98°C relativos a evaporacdo de agua e volateis, indicando que a particula
interfere no arranjo e interacdes intermoleculares entre ambos os polimeros e o plastificante,
como observado em outros trabalhos (JAYALEKSHMI; VICTOR; SHARMA, 2013;
DZIADEK, M. et al., 2015; LARRANAGA; SARASUA, 2013). O comportamento térmico dos
filmes de composicdo B é semelhante ao observado para os filmes de composicdo A, com
pequenas variagdes nos valores das temperaturas de fusdo. O pequeno pico que aparece em
176°C para ambos os filmes compositos A e B contendo a particula de biovidro esté relacionado

com a temperatura de transicao vitrea do material (CORRADINI et al., 2014).
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5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura é uma técnica comum para analise da microestrutura
de filmes biodegradaveis. Essa técnica tem sido utilizada por décadas para estudar a estrutura
global de proteinas, especialmente as conformacdes (FORATO, L. A. 2000). Para essa analise,
foram fixadas amostras de 1 cm de largura e 1 cm de altura sobre fita condutora de cobre e
entdo recobertas com uma camada de ouro. As micrografias foram obtidas a fim de apresentar
um indicativo da homogeneidade e interacdo entre os componentes do biofilme, além da
mudanca morfolégica com o acréscimo de plastificante ao filme. A Figura 23 apresenta as
micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), para as amostras com
4,2% de zeina e 1,8% de HPC (esquerda) e 3,6% de zeina e 2,4% de HPC (direita).

Na obtencéo de filmes pela técnica de casting, os filmes produzidos apresentam formato e
aparéncia distintos, decorrente do préprio processo de evaporacdo do solvente, promovendo
diferengas morfolégicas entre o lado que fica em contato com o substrato (placa de polietileno)
e o lado que fica em contato com o ar. Apds o processo de evaporagdo do solvente, o lado do
filme que estd em contato com a superficie da placa adquire aparéncia mais lisa, brilhosa e
uniforme. Em contrapartida, o lado do filme que fica em contato com o ar, adquire aparéncia
mais irregular, opaca e sua microestrutura apresenta depoésitos globulares (PADUA e WANG,
2002).

Um indicativo da heterogeneidade dos filmes é a auséncia de uma camada continua na
matriz, como pode ser observado na Figura 23 para o filme de composicdo A e B. A presenca
de aglomerados mais escuros também foi relatada por (ALMEIDA et al. 2010) na anélise de
filmes compostos por zeina e goma Xxantana. Sugere-se que esses pontos destacados na Figura
23 indicios da separacdo de fases entre zeina e HPC devido a baixa interacdo entre estes dois

compostos.
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Figura 23: Micrografias dos filmes de composicéo A (4,2% zeina e 1,8% HPC) e composicéo B (3,6%0
zeina e 2,4% HPC) nos aumentos de 500x e 2000x.

500X

O biofilme de composicao B se mostrou mais homogéneo que o biofilme A, que apresentou
componentes arredondados semelhantes a poros em sua superficie. No aumento de 500x €
possivel perceber estruturas semelhantes a poros em ambas as estruturas, porém no aumento de
2.000x percebe-se que no filme B essas estruturas ndo se repetem com a mesma frequéncia que
a observada no filme A.

Com a adicdo do plastificante na formulacdo dos filmes (Figura 24), notou-se que houve
uma melhora no aspecto da morfologia granular observada no filme somente com biopolimeros.
Apos a incorporacéo do biofilme no filme, observou-se poucas estruturas granuladas, indicando
melhor homogeneidade entre os componentes do filme com a adi¢do da particula. Esse
resultado microscopico corrobora com 0s aspectos macroscopicos observados nos filmes
obtidos. Uma explicacdo para esse fendbmeno é que a adicdo de plastificante e as particulas de
biovidro cria espacos entre as cadeias de proteina, diminuindo as forcas intermoleculares e
permitindo uma melhor mobilidade das mesmas (TIHMINLIOGLU; ATIK; OZEN, 2010).
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Figura 24: Micrografias dos filmes de composicao A (4,2% zeina e 1,8% HPC) com acréscimo de PEG e
biovidro.
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O filme de composicdo B (3,6% zeina e 2,4% HPC) (Figura 25) apresentou melhor
homogeneidade que o filme A, mesmo sem incorporacdo do plastificante. Entretanto, apds
adicéo de 1,8% de PEG na composicdo do biofilme, observou-se melhora no aspecto do filme
e diminuicdo das estruturas granulares que podiam ser observadas somente com zeina e HPC
juntos. Com adicdo do biovidro, houve um leve aumento dos poros e rugosidades no filme, mas
sem a ocorréncia de separacdo de fases entre os polimeros e a particula, confirmando que o

filme B também € uma boa formulacao para o carreamento do biovidro.
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Figura 25: Micrografias dos filmes de composi¢édo B (3,6% zeina e 2,4% HPC) com acréscimo de PEG e
biovidro.
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5.6 Ensaio de liberacao e quantificacéo de calcio

A fim de se avaliar o perfil de liberacdo do biovidro em solucdo corporal simulada, bem
como a facilidade com qual cada propor¢do dos componentes da matriz biopolimérica permite
a liberagdo do ativo, foi realizado o ensaio de liberag&o na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da USP, em Ribeirdo Preto.

As amostras foram mantidas em suspensdo no fluido corporal simulado a 37°C e foram
coletadas aliquotas apds Oh até 24h, para posterior avaliacdo da quantidade de célcio liberada
na solugdo. Como mencionado anteriormente, quando o biovidro entra em contato com fluido
corporal, ocorre um processo de troca i6nica e os ions de célcio presentes na superficie do
biovidro sdo trocados por outros ions presentes no fluido do meio em que o material foi exposto,
como ions de sddio e fosfato adicionados em forma de sal (PEITL et al., 2001).

Como as duas formulacgdes de filmes, apresentaram boa interagédo entre os componentes da
matriz, bem como o ativo. Portanto, foram avaliados os filmes A-PEG-BV e o filme B-PEG-
BV com a finalidade de identificar se alguma proporcao favorece a liberagdo do ativo, uma vez
que os precursores apresentam diferentes caracteristicas de interacdo com agua.
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Figura 26: Gréfico com os resultados de concentracdo de Ca?* em solucéo, ao longo de 24h para os filmes
A-PEG-BV e B-PEG-BV.
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Nos minutos iniciais, foi possivel perceber (Figura 26) uma alta liberacéo de ions Ca para
ambos os filmes, conforme relatado também por Bingel et al. (2015) no ensaio de liberagdo de
biovidro em pH 5 e pH 7,3 que s&o similares ao pH da solucdo de SBF utilizada. No estudo,
Bingel et al. (2015) identificaram que 90% dos ions de Ca migraram para a solu¢do em 15
minutos. Os resultados do estudo citado, mostram que a liberacdo de ions Ca, ocorre
significativamente mais rapida em pH mais baixo, resultando em formacdo de apatita
significativamente mais répida.

Para ambos os filmes, nos minutos iniciais houve liberacdo bem acentuada de ions Ca, que
posteriormente reduziram a mais da metade da concentracdo inicial. Esse evento pode ser
explicado pelos resultados obtidos no estudo de Crovace (2016), que observou por FTIR a
formagao de uma fase amorfa de Ca-P em menos de 1h apds o inicio do contato entre o biovidro
e a SBF, que corresponde ao quarto estagio da formacdo de hidroxiapatita Bellon (2012).
Devido a migracéo dos ions de Ca disponiveis na solugédo, para a superficie do biovidro, para
formagéo de hidroxiapatita, o ion ficou menos disponivel em solucéo e, possivelmente, mais
concentrado na superficie do material, gerando Ca-P amorfo, hidroxiapatita calcica.

De acordo com o mecanismo proposto originalmente para degradacdo do biovidro e
formacéo de apatita (HENCH; ANDERSSON, 1993), a troca de cétions alcalinos do vidro por

prétons do meio circundante é o primeiro passo na dissolucéo do biovidro. Durante os estudos
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de dissoluc¢do aqui realizados (Figura 26), as concentragdes de ions de calcio na solugdo também
apareceram com altos valores em pontos muito precoces, sugerindo que os ions de célcio
também foram liberados rapidamente, como na referéncia citada. No entanto, como o calcio,
assim como os ions fosfato, sdo consumidos durante a possivel precipitacdo de apatita, €
possivel que a queda acentuada na concentracdo esteja relacionada a esse efeito e
consequentemente, ndo € possivel afirmar nada sobre os valores apds o consumo de célcio, a
exceto que é provavel que seja maior do que indicado pelas concentracfes detectadas na solugéo
a partir de 1h.

Ao comparar as duas composicdes de filmes, é possivel observar que no inicio do ensaio,
até cerca de 6 horas apds o contato dos filmes com a solucdo de fluido corporal simulado, 0s
filmes A-PEG-BV e B-PEG-BV apresentaram resultados semelhantes. 1sso pode ser explicado
pelo fato de que uma quantidade significativa de material estava disponivel em uma das faces
dos filmes, conforme ilustrado na Figura 27. Além disso, é importante ressaltar que a liberacao
de ions célcio pode ser influenciada por varios fatores, incluindo a porosidade, o tamanho e a
distribuicdo das particulas de biovidro na matriz polimérica, porém como ambos os filmes
foram obtidos a partir do mesmo processamento, entende-se que aqui nessa comparacao esse
efeito € minimizado. Porém, esses parametros também devem ser considerados na selecéo e

otimizacdo de materiais para aplicacdes em engenharia de tecidos 6sseos.
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Figura 27: fotografias da parte superior e inferior dos filmes de composicdo A-PEG-BV e B-PEG-BV.
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Apbs a liberacdo do calcio das particulas de biovidro mais superficiais, pela diferenca de
concentragdo de calcio, houve uma diferenciacdo significativa de liberag&o entre os filmes apos
24 horas, sugerindo que o material B-PEG-BV apresenta uma maior facilidade de liberacéo de
ions Ca. Isso pode estar relacionado a maior quantidade de HPC presente na composicao desse
filme, que promove uma maior solubiliza¢do do filme, permitindo a exposic¢éo das particulas
de biovidro e consequente liberacdo dos ions calcio.

E importante destacar que a liberagdo de ions calcio é crucial para a bioatividade do
material, pois permite a formacdo de uma camada de hidroxiapatita (HA) na superficie do
material, que é essencial para a sua integracdo com o tecido 0sseo. Além disso, a liberacéo
controlada de ions célcio pode contribuir para a regeneracéo 0ssea, uma vez que o calcio é um
mineral importante para a mineralizacéo do tecido dsseo.

Portanto, a maior facilidade de liberacdo de ions calcio observada no material B-PEG-BV
pode ser considerada uma vantagem em relacdo a outros materiais para aplicacbes em
engenharia de tecidos 6sseos. No entanto, se for desejada uma prolongacdo do perfil de
liberacdo do ion, dependendo da cinética de formacdo da hidroxiapatita, o filme A-PEG-BV

poderia ser mais interessante no uso de materiais para tratamento de periodontite. Porém, mais
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estudos séo necessarios para avaliar as propriedades mecénicas e a biocompatibilidade desses

materiais, além de muco adesao.

6. CONCLUSAO

Conforme o objetivo desse estudo, foi possivel obter filmes compositos homogéneos
contendo zeina, hidroxipropilcelulose, PEG 400 e biovidro que apresentassem aparente
flexibilidade e possibilidade de manuseio, indicando boas propriedades mecanicas em relacdo

aos filmes de zeina pura obtidos por evaporacédo de solvente.

Em conclusdo, o estudo investigou a liberacdo de ions célcio em filmes compostos por
biovidro e biopolimeros, com potencial aplicagdo em tratamento de periodontite. Os resultados
indicaram que a composicdo do filme e a distribuicdo das particulas de biovidro na matriz
polimérica facilitaram significativamente a liberacdo de ions célcio ao longo do tempo. Além
disso, foi observado que a presenca de HPC na composicao do filme contribuiu para uma maior

facilidade de solubilizacdo do filme e consequente liberacéo de ions célcio.

Também foi possivel perceber que o material ficou mais disperso e com morfologia mais
homogénea e sem presenca de fases semelhantes a poros, quando foi incorporado o biovidro ao

material.

Esses resultados sugerem que a selecdo cuidadosa dos materiais e a otimizacdo das suas
propriedades sdo fundamentais para o desenvolvimento de materiais bioativos para aplicacfes
em engenharia de tecidos 6sseos ou tratamento de doencas periodontais. A liberacdo controlada
de ions caélcio é crucial para a formacdo de uma camada de hidroxiapatita na superficie do

material, que é essencial para a sua integracdo com o tecido dsseo.

Portanto, os filmes compostos por biovidro e polimeros apresentam um potencial promissor
para tratamento de periodontite, e mais estudos sdo necessarios para avaliar a sua
biocompatibilidade, propriedades mecéanicas, muco adeséo e capacidade de regeneracdo 6ssea

além do efeito antimicrobiano.
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