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RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver e testar polimeros
biologicamente ativos baseados nos copolimeros macroporosos PCL-co-Eg com potencial
para utiliza¢ao na medicina. O elemento antimicrobiano na cadeia principal do copolimero
¢ o eugenol (Eg). O eugenol (2-alil-4-metoxifenol) ¢ amplamente utilizado na odontologia
devido as suas propriedades analgésicas e antissépticas. O eugenol ¢ dotado de
propriedades antimicrobianas devido a capacidade doadora do proton H™ do grupamento
fendlico hidroxila. Neste trabalho, copolimeros bioreabsorviveis com atividade
antimicrobiana baseados nos mondmeros eugenol (Eg) e caprolactona (CL) foram
preparados por polimerizacdo em massa a 25°C utilizando iodo (I;) como iniciador. A
microestrutura do copolimero obtido foi investigada por espectroscopia 'H-NMR e FTIR
bem como andlises térmicas. A razdo de reatividade de ambos os mondémeros foi
determinada pela aplicacdo de método ndo-linear minimo-quadrado proposto por Tidwell e
Mortiner. Os resultados obtidos (rgg=0,126 € rc1=2,132) confirmam que o par comondmero
polimeriza estatisticamente, independente do suprimento monomérico. Para obtermos mais
informacodes sobre os fatores que determinam a bioatividade dos copolimeros PCL-co-Eg,
foi realizada modelagem molecular. Os calculos quimicos tedricos indicam que a atividade
antimicrobiana dos copolimeros deve estar significativamente associada com a diferenca
de energia do orbital molecular (HOMO LUMAO). Os achados presentes sdo concordantes
com nossos estudos experimentais sobre a propriedade antimicrobiana dos copolimeros
PCL-co-Eg por técnicas in vitro. De acordo com a energia LUMO, as moléculas podem ser
classificadas como fortemente -eletrofilicas (Erumo>3,0eV) e levemente eletrofilicas
(ELumo<2,5). Em geral, moléculas fortemente eletrofilicas mostram uma atividade
biolodgica mais marcante, sugerindo que o sitio ativo na biomolécula deveria ser um forte
nucleofilico. A despeito do fato da atividade antimicrobiana do copolimero PCL-co-Eg ser
influenciada por outros fatores, a energia LUMO parece ser um parametro teorico
adequado para prever qualitativamente a atividade antimicrobiana desses copolimeros. A
energia dos orbitais HOMO-LUMO no copolimero ndao mostrou uma dependéncia
significativa em relacdo a concentracdo de eugenol no copolimero. A energia do orbital
LUMO ¢ inversamente proporcional a concentragao de eugenol no PCL-co-Eg. Esses
estudos confirmam os achados anteriores relatando propriedades antimicrobianas dos
copolimeros PCL-co-Eg para S. aureus e E. coli. Investigagdes futuras precisam ser
desenvolvidas quanto ao uso terapéutico do PCL-co-Eg em tratamentos periodontais. Os
copolimeros PCL-co-Eg mostram grande potencial a esse respeito, especialmente nos
casos em que ocorrem limitagdes como o desenvolvimento de resisténcia e toxicidade ao
uso continuo de antibidticos. Entretanto, mais investigacdes tedricas € experimentais sobre
os copolimeros PCL-co-Eg auxiliardo na elucidagdo de suas propriedades de
biodegradacdo e quanto a sua utilizacdo na area biomédica, antes que possam ser
desenvolvidos comercialmente como um antimicrobiano para as areas médica e
odontoldgica.



ABSTRACT

The main objective of this work was to develop and to test a novel biologically
active polymer based on macroporous PCL-co-Eugenol copolymers with potential for use
in medicine. The antimicrobial element in the copolymer main chain is the bioactive
compound eugenol (Eg). Eugenol (2-allyl-4-methoxyphenol) (Eg) has wide use as cement
in dentistry due to their analgesic and antiseptic properties. Eugenol is able to act as
antimicrobial due to their hydrogen donating capacity of the phenolic hydroxyl group. In
this work bioresorbable copolymers with antimicrobial properties based on Eugenol (Eg)

and caprolactone (CL) monomers were prepared by mass polymerization at 25 OC using
iodine (I2) as initiator. The microstructure of the copolymer obtained was elucidated by

means of IH-NMR and FTIR spectroscopy as well by thermal analyses. The reactivity
ratios of both monomers were determined by the application of the non-linear least-squares
method suggested by Tidwell and Mortiner. The obtained results (rEgZO.126 and

ro;=2.132) confirm that the comonomer pairs polymerizes statistically, independently of

the monomer feed. To obtain more information about the factors that determine the
bioactivity of the PCL-co-Eg copolymers, molecular orbital modeling was performed. The
theoretical quantum-chemistry calculations indicated that the antimicrobial activity of
copolymers might be significantly associated with the frontier molecular orbital energy gap
(LUMO-HOMO energy difference). The present findings are consistent with our
experimental studies about the antimicrobial property of PCL-Eg copolymers by in vitro
techniques. According to the LUMO energy, the molecules can be classified as hard
electrophiles (E[,UMO>3.0 eV) and soft electrophiles (E[,umM0<2.5 eV). In general, hard

electrophiles show a more important biological activity, suggesting that the active site of
the biomolecule could be a hard nucleophile. Despite the fact that the antimicrobial activity
of the PCL-co-Eg may be also influenced by other factors, LUMO energy seems to be an
adequate theoretical parameter to predict qualitatively the antimicrobial activity of these
copolymers. The energy of the HOMO-LUMO orbitals in the copolymer did not show a
significant dependence with the Eg composition in the PCL-co-Eg copolymer. The frontier
orbital LUMO energy is inversely proportional to the Eg composition in the PCL-co-Eg
copolymer. Our study confirms and supports the earlier findings regarding antimicrobial
properties of PCL-co-Eg copolymers against S. Aureus and E. Coli. Further investigations
need to be done to develop PCL-co-Eg copolymers into a useful therapeutic tool for
treatment of periodontits. PCL-co-Eg copolymers show great potential in this respect,
especially on the grounds of limitations such as development of resistance to side effects
and toxicity of currently used antibiotics. However, more theoretical and experimental
investigations about PCL-Eg copolymers will aid in the elucidation of its biodegradation
properties and clarification about some potential health hazards before they can be safely
evaluated and commercially developed as beneficial antimicrobial coating in medicine.
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1. OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

1.1 Proposicao da utilizacdo do copolimero PCL-co-Eg em odontologia

A crescente demanda por materiais que possam ser utilizados como enxertos para o
reparo Osseo tanto na medicina quanto na odontologia incentiva continuamente as
pesquisas na area de biomateriais.

Defeitos 0Osseos gerados por traumatismos, cistos e tumores ou doencas
periodontais ocasionam dificuldades tanto funcionais quanto estéticas, comprometendo a
saude fisica e emocional do paciente. Traumas podem acarretar em fraturas mandibulares
que impossibilitam a fala e a mastigacao, assim como cistos e tumores na regido maxilar
e/ou mandibular levam a perdas ¢sseas que podem culminar em deformagdes faciais.

A inflamag¢dao dos tecidos moles adjacentes aos elementos dentais (gengivite)
quando nao controlada e monitorada evolui para um quadro de comprometimento 6sseo
(periodontite) que pode ocasionar até mesmo em perda local ou generalizada dos

elementos dentais.

Figura 1.1: Aspecto clinico da gengivite (A) e periodontite evidenciando exposicao

radicular por perda dssea (B).

As chamadas doencas periodontais ja constituem a maior causa de perdas dentarias

em pacientes em idade adulta, segundo a Organizacdo Mundial de Satude. A reposi¢ao
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Ossea nesse caso evitaria a perda dentdria e criaria um suporte dsseo suficiente para casos
em que ¢ necessaria a utilizacdo de implantes para o suporte de proteses.

O copolimero poli (g-caprolactona)-co-eugenol visa conduzir a formacdo Ossea
fornecendo um arcabougo macroporoso que abrigue células osteoprogenitoras e
simultanecamente apresente caracteristicas antimicrobianas, garantindo o prognostico
favoravel do enxerto e biodegrabilidade suficiente para que seja substituido pelo tecido
0sseo neoformado, ndo necessitando de procedimento operatorio posterior para sua

retirada.

1.2 Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo caracterizar ¢ avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas e bioquimicas do copolimero PCL-co-Eugenol.

Através da investigacdo de suas propriedades antimicrobianas, de biodegradagdo e
citotoxicidade buscamos avaliar a viabilidade de sua utilizacdo na odontologia em casos
clinicos em que seja requerido reparo 6sseo nos quais o copolimero atuaria como um
arcabouco para a sustentacdo da neoformacdo do tecido dsseo. Os objetivos especificos
deste trabalho sdo:

A) Investigar a sintese e a caracterizagdo do copolimero poli (e-

caprolactona-co-eugenol).

B) Obter um copolimero de PCL bioativo quanto as suas propriedades
antimicrobianas.
O) Investigar o comportamento biocompativel do copolimero poli (e-

caprolactona-co-eugenol) obtido neste trabalho.

D) Analisar a biodegradabilidade do copolimero em condi¢des in vitro.

Em funcdo dos objetivos acima explicitados, uma revisdo de literatura no sentido de
abordar topicos que ressaltam a importancia deste trabalho para a area de biomateriais sera
abordada nos capitulos seguintes.

Neste sentido, no capitulo 2 ¢ abordada a fisiologia do tecido 6sseo bem como a
necessidade de desenvolver-se polimeros adequados para sua regeneragao.

Os capitulos 3 e 4 tratam do desenvolvimento de polimeros biodegradaveis,

especialmente as aplicagdes do polimero poli (e-caprolactona) na medicina. A necessidade
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de um polimero com propriedades antimicrobianas ¢ enfatizada nos capitulos
anteriormente citados.

O capitulo 5 aborda a utilizagdo de um principio bioativo natural na obtencdo de
copolimeros com atividade antimicrobiana.

Nos capitulos 6 e 7 apresenta-se o desenvolvimento deste trabalho a nivel
experimental e as discussdes decorrentes da interpretacdo dos principais resultados obtidos.

Procurou-se ao final de cada capitulo apresentar as consideracdes finais de modo a
favorecer o elo entre teoria e experimento, bem como as ligagdes entre estes topicos e a

literatura pertinente a area de biomateriais até este momento.
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2.INTRODUCAO

2.1 A fisiologia dssea

O tecido 6sseo ¢ constituido por uma por¢do organica (células Osseas e matriz
organica) e uma matriz inorganica. Sdo células Osseas os osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos e células osteoprogenitoras.

Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese da matriz coldgena (colageno e
proteoglicanas). O coldgeno ¢ a proteina mais abundante do organismo humano e tem
fundamental importancia na constituicdo da matriz extracelular do tecido conjuntivo. As
proteoglicanas sao macromoléculas formadas por associagdes entre proteinas (como por
exemplo, o coldgeno) e glicosaminoglicanas. As proteoglicanas e as glicosaminoglicanas
participam dos processos de migragdo e interagdo celular. A Figura 1 ilustra a estrutura da
proteoglicana constituida pelas glicosaminoglicanas sulfato de queratina e sulfato de

condroitina. '

—pulfato de queratina

- proteina central
regido de ligacdo

sulfato de condroitina
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Figura. 2.1: Estrutura da proteoglicana.
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Os osteoblastos sao encontrados nas regides periféricas e superficiais dos 0ssos
adultos. Apds a deposicdo da matriz 6ssea os osteoblastos que permanecem presos em seu

. . ~ . O] . 1,2
interior sdo denominados osteocitos (Figura 2).

4—— osteoblasto

canal de Havers

osteodcito

peridsteo

Figura 2.2: Corte histologico evidenciando osteoblastos, ostedcitos e periosteo no tecido

6sseo. >

A reabsor¢do do tecido dsseo ¢ funcdo dos osteoclastos (Figura 3). Algumas
organelas presentes nessas células (os lisossomos) liberam enzimas para o exterior
resultando em um ambiente propicio para a reabsorcdo da parte mineral pela acdo de
enzimas. As células osteoprogenitoras sdo encontradas na medula 6ssea e no peridsteo e

.. ’ . 1,2
originam outras c¢lulas da linhagem medular.
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Figura 2.3: Corte histologico evidenciando osteoclastos e ostedcitos no tecido dsseo. *

r

A matriz 6ssea inorganica ¢ constituida principalmente por calcio e fosforo
organizados em uma estrutura cristalina denominada hidroxiapatita [Ca;o(PO4)(OH;)].

(Figura 4).

Figura 2.4: Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV) de

particulas de hidroxiapatita. >

A deposicdo de HA se da ao longo das fibras de colageno e essa associagdo ¢é
responsavel pela dureza do tecido 6sseo.

No processo de remodelagem oOssea as células responsdveis pela reabsor¢do,
formag¢do e mineralizagdo do tecido d6sseo sdo os osteoclastos. Sdo células grandes,

multinucleares, formadas na medula 6ssea. Quando estimuladas aparecem na superficie do
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0sso0, secretando enzimas que reabsorvem a matriz O0ssea liberando célcio para a corrente
sanguinea. Apds a reabsor¢do os osteoclastos dao lugar aos osteoblastos para a formagao
de um novo osso. Os osteoblastos imersos na matriz do tecido 6sseo neoformado passam a
se chamar ostedcitos e levam nutri¢do ao osso. " *°

O tecido 6sseo ¢ subdividido em osso cortical e osso trabecular. O primeiro ¢
composto por sistema de Havers (Figura 6), um canal central envolto por lamelas
concéntricas de tecido 6sseo composta por coldgeno I mineralizado. Perpendicularmente
aos canais de Havers estdo os canais de Volkmann (Figura 6) por onde passam veias e
artérias transportando O, e nutrientes ou coletando CO; e residuos metabdlicos. L6

Por ser a proteina mais abundante no organismo humano e exercer diferentes
fungdes, o coladgeno (Figura 5) ¢ diferenciado em mais de 20 subtipos. O colageno I ¢ o

mais comum deles, esta presente nos tenddes, cartilagem fibrosa, tecido conjuntivo sob a

forma de fibras e feixes constituindo ossos, tendoes ¢ pele.
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Figura 2.5: Estrutura do colageno. ’
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Figura 2.6: Corte histologico evidenciando canais de Havers ¢ Volkmann. *

O osso trabecular constitui a por¢do interior do osso. Trabéculas formam um
mosaico com muitos osteoplastos nos quais se localizam os ostedcitos. No interior do osso
trabecular encontra-se a medula 6ssea exercendo a fun¢do de regulagdo mineral e sendo
subdividida em vermelha, amarela e branca. A medula vermelha produz células sanguineas
e osteoprogenitoras e apds certa idade fica confinada no interior dos ossos longos (fémur e
umero). Ja a medula amarela aparece no tecido 6sseo apos a adolescéncia e ¢ formada por

tecido adiposo. ’

Figura 2.7: Corte do osso mandibular humano evidenciando as porcdes trabecular (A) e

cortical (B). '
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~ 7 11-1
2.2 Remodelacao e reparo 0sseo 8

O osso ¢ um tecido extremamente ativo, sendo que no esqueleto em
desenvolvimento essa atividade ¢ primariamente voltada para o crescimento e a modelagao
Ossea, processos pelos quais o 0sso atinge sua forma e seu tamanho. No adulto, a atividade
metabolica envolve predominantemente a remodelagao.

A remodelagdo 0ssea ¢ definida como um processo de aposi¢ao no qual ha remogao
localizada do osso antigo (reabsor¢do) e substituicdo por osso recentemente formado. Esse
evento continua por toda a vida adulta do individuo, sendo responsavel pela renovagdo do
esqueleto e mantendo sua integridade anatomica e estrutural.

A remodelagao 6ssea € um processo fisioldgico constante no qual a formagao 6ssea
¢ correspondente a reabsor¢do, sendo regulada por diversos fatores, como mecanismos
regulatdrios intracelulares, influéncia hormonal, fatores locais e externos.

O processo de remodelacdo ocorre em pequenos conjuntos de células chamadas de
unidades multicelulares basicas de remodelacao 6ssea (BMU), sendo caracterizado pelo
acoplamento das fung¢des dos osteoclastos e osteoblastos. Cada unidade ¢ geografica e
cronologicamente separada de outros conjuntos, sugerindo que a ativagdo de seqiliéncia de
ocorréncias celulares responsaveis pela remodelacdo seja também controlada localmente
por fatores gerados no microambiente 0sseo.

O sinal que inicia a remodelag¢do 6ssea ndo estd completamente identificado, mas ¢
evidente que forcas mecanicas podem ser capazes de alterar a arquitetura ossea local. O
primeiro estdgio da remodelagdo envolve o recrutamento das células precursoras de
osteoclasto para osso. Essas, presentes em tecidos hematopoéticos, como na medula Ossea,
respondem a sinais fisicos e hormonais, e, concentrando sobre determinada regido da
superficie d0ssea que serd reabsorvida, fundem-se e transformam-se em osteoclastos
multinucleados.

Recentes evidéncias t€ém sugerido que o osteoclasto ¢ uma célula secretora que
produz fatores que podem estimular sua propria formagdo e atividade. Estudos
demonstraram que células osteoclasticas, formadas em cultura de células medulares de
pacientes com doenga de Paget, produzem IL-6 capaz de estimular a formacdo de
osteoclastos ¢ a reabsorcao dssea.

A diferenciagdo de células progenitoras em osteoclastos ocorre por meio de um

mecanismo que envolve a interagdo célula a célula com células osteoblésticas. Apos a

25



diferenciagdo , a superficie 0ssea ¢ preparada com a remog¢ao da camada de ostedide ndo-
mineralizado pelos osteoblastos de revestimento que produzem enzimas proteoliticas,
como as metaloproteinases, colagenases e gelatinases. Esse processo facilita o acesso dos
osteoclastos ao 0sso subjacente.

A osteoprotegerina (OPG), receptor ativador de fator de necrose tumoral (NF-
kB[RANK]), e a citocina RANK ligante (RANKL) tém sido identificadas como os
principais fatores envolvidos na génese de osteoclastos. A RANK localiza-se na superficie
de precursores de osteoclastos e de osteoclastos maduros, enquanto a RANKL ¢ uma
proteina pertencente a familia do TNF (fator de necrose tumoral). Seu principal papel ¢ a
inibicao da apoptose dos osteoclastos e a estimulacdo da diferenciacdo e ativacao dessas
células. A OPG pode atuar inibindo a RANKL por meio da ligagdo com RANK e também
diretamente, por meio de outros receptores presentes nos osteoclastos. Seus efeitos sdo
antagonicos aos da RANKL. Diversas citocinas € compostos, como 0s estrogenos,
influenciam a génese dos osteoclastos por meio da regulagdio da produgdo de
RANKL/OPG pelas células estromais e pelos osteoblastos. O proximo passo consiste no
reconhecimento das proteinas da matriz 6ssea extracelular por meio de proteinas de
membrana celular chamadas integrinas. A seguir s3o formadas a borda vilosa ¢ as zonas
claras, essas livres de organelas e ricas em filamentos de actina. Através das zonas claras
sdo formadas poderosas adesodes focais, responsaveis pela forte interagdo célula/substrato e
pelo isolamento do espago externo abaixo da célula (lacuna de reabsor¢ao), onde a borda
vilosa se espalha na superficie Ossea.

A ativagdo osteocléstica € o terceiro evento, provavelmente iniciado pelos fatores
liberados pelos osteoblastos e por meio também de contato célula a célula. Em seguida, em
fase de reabsor¢do, os osteoclastos ativados degradam tanto os componentes minerais
quanto os organicos, pela secrecdo de enzimas acidas e hidroliticas, liberando fragmentos
minerais Osseos € de coldgeno. Os osteoclastos sdao estimulados por calcitriol,
paratormonio (PTH), TNF, prostaglandina E,, além das IL-1, 11 e 6, e sdo inibidos por IL-
4 e 13. O que encerra essa fase pode ser um elevado nivel de cdlcio local ou substancias
liberadas pela propria matriz.

O osso ¢ uma fonte rica em fatores de crescimento, importantes na regulacao do
processo de remodelacdo Ossea. Os osteoclastos, além de sua fungdo osteolitica,
desempenham importante papel no desenvolvimento e crescimento 0sseos, ao liberar esses

fatores da matriz extracelular mineralizada. Tais fatores estimulam os osteoblastos a se

26



proliferarem e a sintetizar proteinas da matriz. Em seguida, ao completarem o ciclo da
reabsorcdo, secretam proteinas que servirdo de substrato para a fixagdo do osteoblasto.

Os osteoclastos sofrem apoptose, possivelmente induzida pelo fator de crescimento
transformante beta (TGF-beta), responsavel também pelo bloqueio da reabsor¢io Ossea e
pela atragdao dos osteoblastos. Ao contrario do TGF-beta, o PTH e a 1,25(OH),D5 inibem a
apoptose in vitro do osteoclasto.

Em préximo estagio, denominado fase de reversdo, células mononucleares da
linhagem mondcitos e macrofagos preparam a superficie para novos osteoblastos iniciarem
a formacdo 6ssea, produzindo uma glicoproteina a qual os osteoblastos podem aderir.
Caracterizando a fase seguinte, a formacao dssea resulta de complexa cascata de eventos
que envolvem a proliferacdo de células mesenquimais primitivas, diferenciacdo em células
precursoras osteoblasticas (pré-osteoblasto), maturagdo dos osteoblastos, formacdo de
matriz ¢ mineralizagao.

Os osteoblastos sdo células que sintetizam a parte organica da matriz 0ssea. Sao
capazes de concentrar fosfato de cdlcio, participando da mineralizagdo do osso. Os
produtos de secrecdo dessas células sdo: fosfatase alcalina, acido hialurénico, sulfato de
condroitina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina 6ssea, pro-colagenase, ativador de
plasminogénio e proteina morfogenética do osso (BMP), entre outras. Essas células
possuem receptores para diversos fatores, como PTH, glicocortcdides, hormdnio do
crescimento (GH), além de IL-1, TNF-alfa, prostaglandinas e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), além de receptores para hormonios sexuais. Dispdem-se nas
superficies Osseas, lado a lado, em arranjo que lembra um epitélio simples. Quando em
intensa atividade sintética, sdo cubdides e, em estado pouco ativo, tornam-se achatados. Os
osteoblastos convergem para o fundo da cavidade de reabsor¢do e formam espessa camada
de ostedide. As células gradualmente se achatam, tornando-se quiescentes. Uma vez
aprisionado pela matriz recém-sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado de ostedcito.

Os osteoblastos se proliferam mediados por fatores de crescimento liberados pelos
proprios osteoblastos e pelo osso durante o processo de reabsor¢do. Entre os mais
importantes estdo o TGF-beta e os fatores liberados pela matriz 6ssea, como o IGF-1 e II, o
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Pode ser que esses fatores auxiliem na formagdo Ossea, também impedindo a
apoptose osteoblastica.

Ao sintetizarem novo coldgeno e outras proteinas de matriz, preenchendo a

cavidade de reabsor¢dao com ostedide lamelar novo, a deposicdo mineral inicia-se
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subseqiientemente e prolonga-se durante varios dias, tempo suficiente para que o coldgeno
forme suas pontes de ligacdo. Apenas poucos osteoblastos permanecem presos a matriz em
mineralizagdo, transformando-se em ostedcitos, enquanto a maioria sofre apoptose. O fim
da atividade osteoblastica pode ser devido a inibi¢do por feedback negativo ou a indugao
da apoptose do osteoblasto pelo TNF liberado pelas células medulares vizinhas.

Entre os fatores de crescimento encontrados no osso, alguns sdo produzidos pelas
células osseas, como IGF,TGF,FGF,PDGF ¢ BMP. Outros, como IL-1 e TNF-alfa, sao
produzidos por tecidos relacionados. Os fatores de crescimento, portanto, exercem funcao
sobre as células 6sseas de forma autdcrina ou paracrina e ndo endégena. Sdo produzidos
por células Osseas, células adjacentes vasculares e hematopoéticas. A ligacdo desses
fatores, como as citocinas, aos receptores de membrana celular gera um sinal ao ntcleo,
que resulta na transcricdo de genes especificos. As IL-1 e 7, assim como o TNF-alfa
estimulam a reabsor¢do e inibem a formacdo Ossea, enquanto as IL-6 e 11 também
estimulam a reabsor¢do, mas também a formacao, e as IL-4, 13 e 18 inibem apenas a
reabsorcdo Ossea. Prostaglandinas, leucotrienos e 6xido nitrico (ON) sdo fundamentais na
resposta rdpida do osso a agdes mecdnicas e inflamatorias. As primeiras tém efeitos
bifasicos na reabsor¢ao e formagdo, mas o efeito predominante é estimulador. O ON inibe
os osteoclastos , enquanto os leucotrienos estimulam a reabsorcao 0ssea.

Sistematicamente, a fungdo das células Osseas ¢ alterada principalmente pelos
hormoénios reguladores do metabolismo de calcio: PTH, vitamina D e calcitocina. Outros
hormdnios também interferem no metabolismo dsseo, entre eles GH, glicocorticoides,
hormonios tireoidianos e sexuais.

Além das excelentes propriedades mecanicas, o osso revela um potencial Gnico para
reparagdo. O tecido 6sseo € capaz de reparar fraturas ou defeitos locais por meio do
processo de regeneragdo, com a formacao de novo tecido com a mesma organizagdao
estrutural do tecido anterior, sem a formacao de cicatriz.

Apds uma lesdo 0ssea, uma seqiiéncia de eventos dindmicos ocorre com o objetivo
de restaurar a forma e fun¢do do osso. Muitos desses mecanismos bioldgicos celulares
ainda nao foram completamente identificados, porém sabe-se que o processo ¢ ativado pela
liberagao de fatores de crescimento ¢ citocinas no local.

A reparacdo Ossea ¢ semelhante tanto para pequenas quanto para grandes injdrias,
para fraturas dsseas e para defeitos cirturgicos. Quando um osso ¢ lesado o peridsteo, vasos
na cortical, medula e tecidos circundantes sdo rompidos. Ocorre um sangramento oriundo

das margens do tecido 6sseo lesado e dos tecidos moles vizinhos, sendo formado um
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hematoma ou coagulo sanguineo dentro do canal medular, entre as extremidades da fratura
Ossea e o periosteo.

O coagulo que ocorre apds a fratura consiste em extravasamento de eritrocitos,
fibrina e plaquetas, que liberam PDGF, FGF e TGF-alfa, fatores quimiotaticos e
reguladores da atividade celular. Para que o reparo se inicie, o coagulo sanguineo e os
restos celulares e da matriz devem ser removidos pelos macréfagos. Simultaneamente a
formacgdo do coagulo, o tecido imediatamente adjacente a fratura se necrosa. Esse tecido
necrotico estimula intensas respostas inflamatorias, caracterizadas por vasodilatacdo e
exsudacao do plasma, leucdcitos e células mesenquimais.

Aproximadamente do terceiro ao quinto dia apos a fratura, o periosteo e o enddsteo
respondem com intensa prolifera¢do, formando um tecido conjuntivo muito rico em células
osteogénicas, o qual constitui um colar em torno da fratura e penetra entre as extremidades
Osseas rompidas, sendo denominado calo fibroso. Células endoteliais derivadas dos tecidos
circunjacentes migram, proliferam-se e formam novos capilares que penetram no
hematoma. O estimulo para essa nova formagdo vascular parece ser a hipoxia local. A
angiogénese ocorre em dire¢cdo a um gradiente quimico, que pode ser estabelecido pela
hipoxia e pela concentracdo de quimiotaticos, como PDGF e FGF.

Osteoblastos de dentro do calo sintetizam colageno e matriz, portanto, nesse anel ou
colar conjuntivo, bem como no conjuntivo que se localiza entre as extremidades Osseas
fraturadas, surge tecido Osseo imaturo, tanto pela ossificagdo endocondral de pequenos
pedagos de cartilagem que se formam, como também por ossificagdo intramembranosa.
Esse processo evolui de modo a aparecer, apds algum tempo, o calo 6sseo, o qual ¢
constituido de tecido 6sseo imaturo, que se formou de modo desordenado, caracterizado
por arranjo irregular dos osteodcitos e orientacdo irregular das fibras coldgenas.

Enquanto o processo de reparo continua, ocorre remodelacdo Ossea, o calo se torna
desnecessario, sendo reabsorvido, e as trabéculas sao formadas e orientadas ao longo de
linhas de esfor¢os e se tornam funcionais. A velocidade desse processo depende de alguns
fatores locais e sistémicos, entre eles o tipo de tecido 6sseo a ser reparado (cortical ou
esponjoso), presenca de infec¢do, hemorragias, imobilizacdo local, idade e alteragdes
nutricionais.

Em locais com excessiva mobilidade, pode ocorrer o desenvolvimento de
cartilagem, tecido que possui menos exigéncias metabolicas do que o osso. Quando o
tecido € imobilizado, o reparo ocorre por meio de formagdo Ossea primaria. Durante esse

processo dindmico, as células Osseas ndo atuam isoladamente. Elas sdo reguladas por
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interacoes sistémicas, realizadas pelo sistema endodcrino, por meio da liberagcdo de diversos
hormonios: PTH, calcitocina, insulina, GH, hormonios esterdides e da tireodide.

Localmente, certos fatores de crescimento foram identificados, como PDGF, IL-1,
FGF, TGF-alfa e beta, fator de crescimento epidérmico (EGF), entre outros. Os PDGF
induzem tanto fibroblastos quanto fibras musculares a se proliferarem. Também sao
quimiotaticos para leuctcitos e fibroblastos. A IL-1 estimula os fibroblastos a se
proliferarem e a produzirem coladgeno e controla o crescimento das células endoteliais. Os
FGF sdo da familia dos que estimulam o endotélio vascular, os fibroblastos e as fibras
musculares lisas e induzem a formagao de novos vasos. O TGF-alfa influencia o TGF-beta
quanto ao indice de proliferagdo de muitas células. O EGF ¢ mitogénico para células
mesenquimais (osteoblastos) e epiteliais.

Certos componentes da matriz extracelular regulam a proliferacdo e a quimiotaxia e
sdo chamadas moléculas de adesdo do substrato. Uma dessas moléculas, a fibronectina,
produzida por fibroblastos, macrofagos e células endoteliais exerce diversos efeitos no
processo de reparacdo. A fibronectina é adesiva e parece facilitar a migracdo de células
inflamatorias para dentro da ferida, juntamente com o gel de fibrina/fibronectina. Além
disso, estimula a liberagdo de FGF pelos macréfagos, sendo quimiotatica para essas células
e também para fibroblastos. Outras moléculas de adesdo incluem tenascina, laminina,
heparan-sulfato e colageno tipos IV, V e VI.

E fato bem conhecido na medicina e odontologia que as falhas 6sseas de grandes
dimensodes sdo dificeis de serem tratadas e que se deixadas ao seu livre curso, ndo
lograriam regenerar-se ou o fariam muito lentamente e de forma incompleta. Situagdes
dessa natureza beneficiam-se do uso de biomateriais para reconstrucdo, substituicdo ou
preenchimento dos defeitos, e as solu¢des mais previsiveis ainda ndo sdo obtidas com a
utilizacdo dos enxertos 6sseos. Esses enxertos tém inconvenientes como a morbidade
cirirgica da fonte doadora e a disponibilidade limitada de material (enxertos Osseos
autdégenos) além de apresentarem ainda riscos de transmissdo de infec¢do e de ativagdo
imunolégica do hospedeiro e a desvantagem dos altos custos dos bancos de ossos (enxertos
homogenos e heterogenos). Em vista disso, tém-se intensificado as pesquisas para o
desenvolvimento de materiais aloplasticos que apresentem caracteristicas adequadas de

biocompatibilidade e osseointegragao.
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2.3 Historico e caracterizacao de materiais aloplasticos para implantes

A utilizacdo de materiais sintéticos para a restauracao de uma fungdo bioldgica
desejada precede a Idade Contemporanea. Tem-se observado na historia da ciéncia relatos
interessantes sobre a utilizacdo de proteses primitivas cuja fungdo ndo corresponde a de um
biomaterial na integra, mas que cumprem no entanto fun¢ao estética. Cita-se, por exemplo,
Tycho Brahe, astronomo dinamarqués que ao duelar contra o matematico Manderup
Parsberg em 1566, perdeu o nariz. Passou a usar entdo uma protese metélica, liga de ouro e
prata. Tratava-se de uma prétese bastante primitiva simplesmente fixada por uma espécie
de resina que, conta a historia, Tycho sempre carregava consigo por ndo se tratar,
obviamente, de uma protese permanente. !

A crescente necessidade da utilizagdo de implantes se d4 em funcdo da demanda
tanto funcional quanto estética advinda dos pacientes, uma vez que ja ndo ¢ mais suficiente
a reposicao de elementos perdidos, cresce cada vez mais a demanda por materiais que
supram fungdes e devolvam a estética perdida da maneira a mais minuciosa possivel.

Na pratica odontologica esta cada vez mais distante da realidade dos pacientes a
simples extracdo dentdria, atualmente requer-se a reposicdo dos elementos dentarios
perdidos de tal maneira que a estética ndo seja comprometida e que a fungdo seja
restabelecida o mais permanentemente possivel, dai o desenvolvimento de proteses
implanto-suportadas. Para que esses implantes sejam realizados € necessario que o tecido
6sseo adjacente tenha volume e caracteristicas adequadas e seja reposto ou que tenha sua
neoformacao estimulada quando necessario.

Inicialmente, os materiais utilizados na realizagdo de implantes podem ser
classificados de acordo com sua origem ou através dos principios da fisiologia Ossea.
Quanto aos tipos de materiais utilizados, os implantes dividem-se em bioldgicos ou
sintéticos. Por sua vez, os implantes biologicos subdividem-se em autogenos, aldogenos e
xendgenos.

Em implantes autdégenos o material enxertado ¢ do proprio paciente. Apesar de ser
uma das melhores técnicas, tem como desvantagens a necessidade de uma segunda
interven¢do cirurgica e o fato de muitas vezes o tecido bioldgico ndo poder ser obtido em
quantidade suficiente. Como exemplos dos materiais bioldgicos, citamos a crista do iliaco,

costelas e a sinfise da mandibula. *>%
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Quando o material a ser enxertado advém de outro individuo da mesma espécie,
geralmente através de bancos de tecidos biologicos temos o implante aldgeno.
Recentemente um belo exemplo desta técnica foi apontado pela literatura médica,
destacando-se a reconstrucdo parcial do rosto de pacientes restaurando-se tanto a
biofuncionalidade quanto o convivio social. ** A Figura 8 ilustra este recente avanco
alcangado pela pratica médica com a face recém implantada da francesa Isabelle Dinoire
receptora do primeiro transplante de rosto do mundo. Neste caso, a paciente recebeu tecido
mole para preenchimento de parte da porcdo inferior da face, na regido que compreende

desde a base do nariz até a sinfise mandibular.

Figura 2.8: Paciente com parte da face transplantada segundo os principios do enxerto

. 2
alogeno.

A principal desvantagem do enxerto alégeno ¢é a rejeicao, requerendo
medicamentos que controlem a reagdo do sistema imunoldgico. Os imunossupressores
mais utilizados na pratica médica atualmente sdo a Ciclosporina (Sandimun Neoral®),
Prednisona( Meticorten®),Tacrolimus ( Prograf® ), Micofenolato Mofetil (Cellcept®),
Rapamune 4 (Sirolimus). *> As estruturas quimicas desses farmacos sdo apresentadas na

Figura 9.
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Figura 2.9: Estrutura quimica dos fArmacos utilizados no controle da rejeicao pds-implante
alogeno: ciclosporina (A), prednisona (B), tacrolimus (C), micofenolato mofetil
(D) e rapamune a (E)
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O sistema imunolodgico reconhece o implante como um corpo estranho ao
organismo e desencadeia, em rea¢do, uma resposta mediada por anticorpos.

Entre as células que normalmente sdo encontradas nos ganglios linfaticos destacam-
se os linfocitos e as células apresentadoras de antigenos, que reconhecem substancias
estranhas ao corpo. Essas células estimulam os linfocitos T4 ou auxiliadores a produzirem
inimeras substancias capazes de estimular outros linfocitos T e outras importantes células
de defesa. Essas substancias sdo as interleucinas e os interferons. Algumas interleucinas
estimulam os linfocitos B, que se transformam em plasmécitos, células produtoras de

anticorpos (ou imunoglobulinas), proteinas presentes no plasma sangiiineo.

Os anticorpos agem por diferentes mecanismos de acdo; ligando-se a superficie de
uma bactéria com capacidade propria de destrui-la, recobrindo bactérias encapsuladas e
por isso ndo fagocitadas por neutréfilos e macrofagos tornando-as susceptiveis a
fagocitose, recobrindo as mucosas, como as das vias aéreas e as do tubo digestivo, podem

. . . . 26
impedir que os agentes infecciosos as atravessem.

O risco de rejei¢ao pos-implante ¢ permanente, embora seja significativamente
maior nas primeiras semanas apos o ato cirurgico. O avango dos tratamentos
quimioterapicos levou a uma grande diminui¢do nos indices de rejei¢do direcionando o
tratamento pos-transplante para a melhora da satide em longo prazo e a sobrevida do 6rgao
transplantado, reduzindo ainda os efeitos colaterais das drogas imunossupressoras mais
toxicas.

Complicagdes a longo prazo e efeitos colaterais associados as drogas
imunossupressoras mais toxicas incluem a elevagao dos niveis de colesterol, pressdo alta e
insuficiéncia renal. >’ Esses medicamentos também estdo associados a problemas como o
diabetes e os efeitos colaterais no metabolismo, como faléncia renal em pacientes que
tiveram outros Orgdos transplantados, podendo levar a necessidade de um segundo
transplante. "%

O tratamento imunossupressor objetiva minimizar a rejeicdo e a inflamagao
prevenindo a rejei¢do aguda. Novas pesquisas concentram-se em permitir que as dosagens
de drogas mais toxicas possam ser reduzidas sem que aumentem os riscos da rejei¢ao
aguda, minimizando a ocorréncia de efeitos colaterais, inclusive insuficiéncia cardiaca e

renal. 3*3?
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Adicionalmente aos efeitos colaterais causados pela terapia medicamentosa,
existem as complicagdes associadas a transmissdo de doengas infecto-contagiosas devido
ao potencial antigénico do material a ser implantado.

No enxerto xendgeno, o material é oriundo de um organismo de espécie diferente,
como por exemplo, matriz organica de osso bovino e osso desproteinado, j& amplamente

comercializado no Brasil (Figura 10).
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Figura 2.10: Materiais empregados no enxerto xendgeno: matriz mineral de osso bovino

PRO-BONE® (A) e Gen-Ox (B), matriz organica de osso bovino (C).

A metalurgia é uma das ciéncias mais antigas da humanidade, sendo facil entender
a razdo do dominio do homem sobre o metal quando se consideram as cruzadas. As
proteses mais primitivas de que se tém noticia eram, na sua maioria, metalicas, fabricadas

normalmente a partir do ouro, um metal nobre e de fécil processamento. A primeira
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referéncia de restauragcdo craniana na neurocirurgia utilizando-se metal data do século
XVII, quando Fallopius implantou uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano. **

Apesar de alguns metais, como o titdnio e suas ligas, considerados biocompativeis,
serem utilizados na pratica odontologica, algumas caracteristicas dos metais limitam sua
aplicacdo como material implantavel. Alguns metais sdo susceptiveis a corrosdo € os
produtos gerados podem, muitas vezes, ser toxicos ao organismo humano. Os valores do
modulo de elasticidade sdo muito superiores aos do 0sso ndo permitido muitas vezes que
esse tecido receba estimulo mecdnico. A Tabela 1 mostra os valores do mddulo de

.. . .. 4-
elasticidade de alguns biomateriais ¢ do osso. **>°

Tabela 2.1: Modulos de elasticidade de materiais sintéticos e o tecido biologico®*
Moédulo de elasticidade (GPa)
Osso 13,6 a 35
Dentina 6,9 a48
Ligas de Aluminio 69
Titanio 105 a 120
Vidro bioativo 80

Em odontologia os metais sdo utilizados principalmente na confecg¢do de proteses e
podem ser instalados tanto internamente a raiz dental como revestindo a propria coroa dos
dentes. As ligas metélicas utilizadas para essas aplicagdes normalmente sdo compostas por
80% Ag, 19% Sne 1% Cu (Prata110y®, Dentsply).

Os pinos metalicos sdo comumente utilizados para prover suporte mecanico e
estabilidade as coroas protéticas a serem posteriormente instaladas. Esses pinos sao
cimentados no canal radicular previamente tratado e sdo de fundamental importancia em
casos clinicos em que a coroa dental encontra-se total ou parcialmente destruida. O preparo
do canal e a instalagdo do pino devem ser criteriosamente executados pelo profissional
para eliminar os riscos de que o proprio pino metalico provoque a fratura da raiz dental.
Esse tipo de iatrogenia acarreta em perda ndo s da protese como da raiz do elemento. A
dureza do pino metalico e seu alto mddulo de elasticidade exigem uma conduta cautelosa
do profissional na execugdo do processo e instalacdo do pino a fim de evitar os danos a raiz

dental remanescente.
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Outra aplicacao importante das ligas metalicas na odontologia ¢ a confecgdo de
coroas metalicas. Quando a coroa dentaria encontra-se total ou parcialmente destruida por
fratura ou ocorréncia de cérie pode ja ndo haver mais tecido para suportar uma restauragao
direta (executada em consultério pelo profissional através da inser¢do do material
restaurador). O primeiro material a ser utilizado para a confec¢ao de coroas protéticas foi o
metal devido a sua resisténcia mecanica capaz de suportar as cargas mastigatorias a que os
dentes estdo expostos. Uma coroa protética ¢ confeccionada em laboratério a partir de um
modelo obtido ap6s o preparo do elemento dental pelo cirurgido-dentista.

A crescente demanda por melhorias estéticas fez com que novos materiais fossem
desenvolvidos e otimizados para o uso em odontologia. Ainda no século XIX sao descritos
relatos de estudos a cerca de incrustagdes de porcelana a serem utilizadas com finalidade
estética. O método era baseado na trituracdo e adaptagdo da porcelana em dentes naturais
preparados, mas s6 houve a utilizagdo da porcelana como material restaurador
efetivamente nas tltimas décadas do século XX.

A porcelana apresenta hoje estética satisfatoria, compatibilidade com os tecidos
moles, condutibilidade térmica baixa e insolubilidade diante dos fluidos bucais. Por outro
lado, a contragdo do material, a friabilidade sob esfor¢os oclusais diretos, além do alto
custo, sdo desvantagens que acabam tornando a porcelana um material com algumas
limitacdes para a pratica odontologica.

Na década de 60, Bowen desenvolveu um composto formado pelo Bis-GMA
(Bisfenol-A metacrilato de glicidila), matriz organica com particulas de carga silanizadas
que apresentava alto peso molecular € menor contragao de polimerizagdo, embora ainda
exibisse alto risco de infiltragdo marginal.>’~* A partir da década de 80 houve o surgimento
das resinas fotopolimerizaveis , que representaram um avango entre OSs materiais
restauradores odontoldgicos. Além de garantirem um resultado estético satisfatorio essas
resinas possibilitam o controle do tempo de trabalho pelo profissional na medida em que a
reacdo de polimerizacdo ¢ desencadeada pela luz ultravioleta.

A matriz polimérica, que ¢ a parte quimicamente ativa com mondmeros que vao
estabelecer ligacdes cruzadas no momento da polimerizagdo conferindo resisténcia ao
material, ¢ comumente constituida pelo Bis-GMA (Bisfenol-A metacrilato de glicidila) ou
UDMA (dimetacrilato de uretano). Existem ainda diluentes como o TEG-DMA
(Dimetacrilato de trietileno gicol) ou EDMA (dimetacrilato de etileno glicol) que reduzem

a viscosidade, embora aumentem a contragdo de polimerizagdo do material apds a reagao
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de polimerizagao. Para garantir o prolongamento da vida 1til do material ¢ adicionado um
inibidor de polimerizacdo, normalmente a hidroquinona.

Sdo incorporadas a matriz polimérica particulas de carga (por¢do inorgénica)
melhorando as propriedades fisicas do material, possibilitando a diminui¢do da contragdo
na polimerizacao e aumentando a resisténcia ao desgaste mecanico. As cargas comumente
utilizadas sdo o quartzo, silica coloidal, vidro de fluorsilicato de aluminio, além de bario e
estroncio. A adicdo dessas cargas garante ainda radiopacidade ao material possibilitando a
avaliacdo clinica da resina utilizada através do monitoramento radiografico.

Para iniciar o processo de polimerizagdo a amina terciaria reage com o peroxido de
benzoila ou luz com comprimento de onda de 470nm e ativa a canforoquinona (iniciador)
reagindo mais eficazmente com as aminas terciarias. >~

A baixa resisténcia ao desgaste e o pouco brilho das resinas compostas em contraste
com a excessiva dureza, grande friabilidade e altissimo brilho das porcelanas, levaram os
pesquisadores, no inicio da década de 80, a estudos sobre um material que fosse um
intermediario entre ambos e apresentasse maiores semelhancas com o tecido dentario
original. *’*

Uma alternativa que tem garantido bons resultados tem sido os cerdmeros,
materiais modernos utilizados na odontologia formados por polimeros e carga ceramica,
que unem as vantagens das porcelanas odontologicas com a praticidade das resinas
compostas. Trata-se de um material com variedade de tonalidades e que conta com
propriedades mecanicas melhoradas em relacdo aquelas resinas compostas utilizadas nas
restauragdes dentarias por técnica direta. Os cerOmeros sao utilizados em coroas
cimentadas sobre pinos metalicos, revestindo coroas metalicas ou ainda na confeccdo de
coroas que dispensam a utilizagdo de outro material.

Nao s6 na pratica odontologica como também na pratica médica, outros materiais
foram projetados para serem implantados no organismo como uma alternativa as
limitacdes decorrentes da utilizacdo de metais em determinadas situacdes que requerem,
por exemplo, reabilitagdo estética.

Para um material substituir adequadamente o tecido 6sseo é necessario ainda que
apresente porosidade e que seja capaz de trocar ions com as adjacéncias, caracteristicas
essas presentes nas bioceramicas, que surgiram entdo como um biomaterial para uso em
processos que requeiram a restauragio Ossea. >

Em 1894 surge a primeira ceramica a ser utilizada como substituinte 6sseo, 0 gesso

(CaS04.2H,0). Por ser rapidamente absorvido pelo organismo e ter resisténcia mecanica
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muito baixa, foi substituido, em 1920, por ceramicas de fosfato tricalcico para a
regeneragdo de defeitos Osseos e formacao do novo tecido. 39-41

Com o passar do tempo surgiram diferentes materiais cerdmicos baseados no
fosfato de célcio, materiais esses cuja porosidade representa uma grande vantagem. Apesar
de, isoladamente, o aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecanica do material a
presenca de poros com dimensdes adequadas pode favorecer o crescimento do tecido
através do biomaterial aumentando a resisténcia in vivo. A existéncia de poros possibilita
que células oriundas do tecido adjacente migrem para o interior do material, resultando em
um entrelacamento que aumenta a resisténcia e a integracdo do implante no tecido
possibilitando melhores condigdes para a neoformacao tecidual.

A biocompatibilidade e similaridade quimica com o tecido Osseo propiciaram a
utilizagdo das cerdmicas baseadas na hidroxiapatita na medicina ortopédica e na pratica
odontologica. A hidroxiapatita constitui a por¢do mineral dos ossos e dentes do organismo,
apresenta célcio e fosforo em propor¢cdes muito similares aquelas encontradas no tecido
Osseo e exibe osteoconducao quando implantada.

O uso clinico da hidroxiapatita sintética ¢ bastante difundido, porém limitado
devido a sua lenta biodegradacio no organismo humano. ***

Em fraturas Osseas bastante circunscritas ou perdas dsseas muito reduzidas em
regides que ndo estejam submetidas a excessiva demanda funcional, o implante de
hidroxiapatita pode ser utilizado como substituto do tecido ¢sseo perdido. Em
contrapartida, quando ¢ desejavel a ocorréncia de neoformacdo éssea, a utilizagdo de
hidroxiapatita torna-se limitada pela sua lenta biodegrada¢dao em organismo bioldgico. O
implante de hidroxiapatita pode ser indicado, por exemplo, para fraturas na regido do corpo
da mandibula, no entanto ndo ¢ adequado para implantacdo no rebordo alveolar quando ¢
necessario que esteja disponivel um volume de tecido 0sseo para receber um implante
osseointegravel.

Na Idade Contemporanea inicia-se a utilizagdo de polimeros nas Ciéncias da Saude.
Isto ocorre em razdo destes sistemas complexos atingirem o auge com relagdo a sua
caracterizagao e sintese somente no século XX.

As tendéncias atuais apontam para a combinagdo de materiais aproveitando os
aspectos positivos e otimizando o prognostico dos implantes, tanto do ponto de vista
funcional quanto estético. Essas tendéncias incluem a combinacdo de nucleos metalicos, a
melhoria dos polimeros por depositos superficiais (como exemplo, cobertura com pelicula

de carbono), uso de matrizes semelhantes ao organismo (proteinas, ceramicas bioativas,
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ceramicas biodegradaveis) e materiais absorviveis como o polimero poli (acido latico).
Como exemplo dessa bem-sucedida combinacdo de materiais, temos a protese de bacia,
que substitui a articulagdo pélvica fraturada utilizando uma haste combinada a uma esfera
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metalica revestida por um material ceramico como mostra a Figura.

Cabega de fémur

Acetabulo de titanio

Revestimento
da cabega de
fémur
(Polietileno)

Figura 2.11: Representagdo esquematica de uma protese de fémur. *

A utilizagdo de materiais sintéticos na pratica clinica baseia-se em diferentes
principios da fisiologia ¢ssea. Tais principios envolvem a osteoindugdo, osteoconducio e
osteopromogao. 641,42

A osteoindugdo ¢ a propriedade das substancias de induzir células indiferenciadas a
diferenciarem-se em cé€lulas osteoprogenitoras e estas em osteoblastos com posterior
formag¢do de novo tecido Osseo. A matriz O0ssea possui fatores protéicos indutores de
diferenciagdo de novas células Osseas que foram designados BMP (proteina oOssea

morfogenética). Como exemplos dessa classe de materiais temos: 0sso autdégeno, matriz

organica de 0osso humano e bovino, fatores de crescimento, BMP.
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Quando se trata de ocorréncia de osteoconducdo o material sintético serve como
arcaboucgo para a proliferacdo e migragdo de células osteoprogenitoras e sua posterior
diferenciacdo em osteoblastos. No entanto, o material osteocondutor ndo promove a
formagao dssea quando implantado em tecido mole. As principais caracteristicas de um
bom material osteocondutor sao a biocompatibilidade e a propriedade de reabsor¢ao. Como
exemplo de materiais osteocondutores, podemos citar a hidroxiapatita natural obtida de
0sso bovino, hidroxiapatita sintética, sulfato de célcio, carbonato de célcio e vidro bioativo.

A osteopromogado baseia-se na utilizagdo de uma barreira fisica em forma de uma
membrana de um material biocompativel recobrindo a abertura do defeito dsseo e
separando-o do tecido mole que ¢ altamente proliferante. Esse tipo de membrana protege o
defeito da invasdo de células dos tecidos conjuntivo e epitelial adjacentes. O objetivo ¢ dar
tempo para que as células 6sseas ocupem o espaco do defeito e formem posteriormente o
novo tecido dsseo. Tais materiais podem ser reabsorviveis ou ndo. **'

Membranas biocompativeis, reabsorviveis ou ndo, sdo muito empregadas na

odontologia para estimular a regeneracdo 6ssea em defeitos Osseos na cavidade bucal e
também nas 4areas de traumatologia e ortopedia para tratamento de falhas dsseas. A
utilizagdo de membranas segue o principio da regeneragdo Ossea guiada, ou seja, a
aplicacdo de uma barreira em forma de membrana em defeitos Osseos possibilita a
osteopromo¢do. A membrana mantém a concentracdo dos fatores estimulantes da
osteogénese, protege a area do defeito contra a invasdo dos tecidos moles adjacentes
altamente proliferantes e delimita a osteogénese no contorno 6sseo desejado. Fatores como
constituicdo, morfologia, textura de superficie, tamanho de poros e duragao da integridade
funcional podem influenciar no sucesso da utilizacdo das membranas para a regeneracao
ossea.
A membrana ndo absorvivel de politetrafluoretileno é ainda a mais usada em
odontologia devido as suas excelentes propriedades mecanicas, biocompatibilidade,
facilidade de manipulacdo e oclusividade celular. Como se faz necessaria uma segunda
cirurgia para remové-la, pode haver indugdo de recessdo gengival em casos de cirurgias
periodontais. *°

Para eliminar a necessidade de um segundo procedimento cirargico, membranas
absorviveis foram desenvolvidas, como as de poli (acido latico), de poli (acido glicélico) e
de colageno bovino. O colageno parece apresentar baixa atividade antigénica e

biocompatibilidade superior a outros polimeros naturais. Para retardar a absor¢ao precoce

das barreiras de coldgeno no organismo, sao empregados agentes que provoquem a
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reticulagdo, tais como o glutaraldeido, formaldeido, resinas epoxidicas ou tratamento fisico
com irradiagio por raios gama ou por ultravioleta. *>*’

Ao contrario de alguns tecidos biologicos que se regeneram pela formagao de um
tecido fibroso, o dsseo conta com um alto poder de regeneracdo, principalmente por estar
sendo freqiientemente remodelado com osteoclastos reabsorvendo o tecido e osteoblastos
repondo uma nova matriz éssea.

J4 as lesdes Osseas muito extensas, por exemplo, lesdes de tibia e fémur, os defeitos
6sseos mandibulares ou na base do cranio ocasionados por volumosas massas tumorais nao
se regeneram por serem preenchidas rapidamente por tecido conjuntivo adjacente. Esse
tecido tem velocidade de proliferacdo e migracao celular maior que o tecido 6sseo e sua
matriz extracelular inibe a proliferacdio de células osteoprogenitoras. As células
osteoprogenitoras sdo as células tronco do tecido dsseo. Sdo células indiferenciadas que
dardo origem as células do tecido como osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos.

Quando ocorre a implantagdo de um material no organismo e obtém-se uma
resposta biologica especifica com adesdo entre os tecidos adjacentes e o material
implantado classifica-se o material como bioativo. °

Os biomateriais bioativos e os biodegradaveis surgem como uma necessidade do
desenvolvimento de materiais sintéticos que promovam a neoformagao ossea. Entretanto, ¢
fato bem conhecido da literatura que um problema significativo com relagdo ao implante
de biomateriais ¢ a infeccdo hospitalar. Este problema se agrava ainda mais quando o

material sintético esta em contato com a medula ossea.

2.4 Infeccao hospitalar e os polimeros com atividade antimicrobiana

As infecgdes hospitalares sdo as mais freqiientes e importantes complicagdes a que
estdo sujeitos os pacientes receptores de proteses. ** A maioria das infec¢des ¢ de origem
endogena, ou seja, a contaminagdo ocorre na maioria das vezes no periodo intra-operatorio
tornando necessaria a utilizacdo de antibioticoterapia no periodo pos-implante. Esse
procedimento apresenta as desvantagens inerentes ao uso de antibidticos, principalmente se
for utilizada por tempo prolongado. O principal inconveniente ¢ o desenvolvimento de

e A . e, J 48.49
resisténcia bacteriana aos antibioticos utilizados. ™™
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Existem muitos trabalhos na literatura que utilizam revestimentos bioativos com
propriedades antimicrobianas. Neste caso, os materiais utilizados como revestimento, tais
como as bioceramicas, garantem propriedades antimicrobianas ao implante aliadas as
caracteristicas mecanicas do material utilizado. Como exemplo, podemos citar o
recobrimento de ligas metalicas com fosfato de calcio, ja utilizado clinicamente. >

Muitos compostos bioativos para o combate da infec¢do resultante do implante de
proteses foram desenvolvidos pela industria farmoquimica. Dentre aqueles de maior
significado clinico estdo antibidticos como a vancomicina, cefalosporina, ampicilina e o
metronidazol. **

A vancomicina ¢ um antibidtico glicopeptidico usado no tratamento das infecgdes
bacterianas; ndo produzido em ribossoma, mas sim por enzimas especificas. Nao ¢
absorvivel no intestino ¢ ¢ administrada via intravenosa, exceto no tratamento de infecgoes
do proprio intestino. A vancomicina ¢ eficaz contra bactérias Gram-positivas e ineficaz
contra Streptococcus. E um antibidtico usado como ultimo recurso em casos de multi-
resisténcia. O mecanismo de a¢do da vancomicina ¢ a inibicao da sintese da parede celular
da bactéria. Com parede celular deficiente as bactérias ndo resistem as pressdes osmoticas
e morrem. Nao haviam sido registrados casos de resisténcia a vancomicina até 2002. O
surgimento de resisténcia a vancomicina, um dos ultimos recursos para tratar
Staphylococcus multi-resistentes, indica que existem cepas de Staphyloccocus que sdo
resistentes a todos os antibidticos em uso atualmente.’’

As cefalosporinas formam um grupo de antibioticos beta-lactdmicos relacionados
com as penicilinas, usados no tratamento de infec¢des bacterianas. Como todos os
antibioticos beta-lactamicos (como as penicilinas), as cefalosporinas interferem na sintese
da parede celular de peptidoglicano via inibi¢do de enzimas envolvidas no processo de
transpeptidagdo. Ha resisténcia em algumas cepas devido a disseminagdo de plasmideos
que codificam o gene da proteina beta-lactamase, que destroi o antibidtico antes que possa
ter efeitos.

A primeira geracdo de cefalosporinas tais como a cefalotina, cefalexina, entre
outras ¢ efetiva contra algumas espécies de Staphylococcus e Streptococcus embora nio
sejam a primeira escolha. Também eficazes contra Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabilis. As cefalosporinas de segunda gerag@o sdo mais eficazes
contra bactérias Gram-negativas, mais resistentes a beta-lactamase. Podemos citar a

cefuroxima, cefamandol, entre outras.
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As cefalosporinas de terceira geragao, dentre elas a cefotaxima, sdo muito eficazes
contra Gram-negativas e em infec¢des hospitalares. As cefalosporinas de quarta geragdo
apresentam mesma atividade contra Gram-negativas, mas mais potentes para Gram-
positivas do que os de terceira gera¢dao. Neste caso, a cefipima e a cefpiroma sdo mais
resistentes a degradagdo por beta-lactamase (mais eficazes contra estirpes parcialmente
resistentes).”

A ampicilina ¢ uma penicilina semi-sintética, obtida a partir do &cido 6-
aminopenicilanico (6-APA), de elevado consumo na medicina. A rota atual de produgdo
conhecida como "rota quimica", utiliza solventes altamente toxicos e baixas temperaturas
e, portanto, estd restrita a paises com exigéncias ambientais limitadas (como China e
india). Outros paises apenas importam a ampicilina como principio ativo para
comercializacdo. Uma rota de produgdo por via enzimdtica estd em desenvolvimento
(utilizando a Penicilina G Acilase, PGA), conhecida como "rota verde", cujo objetivo ¢é
realizar a sintese em meio aquoso € em temperatura proxima a ambiente, permitindo que o
composto seja produzido em outros paises e com risco ambiental mais reduzido.>

A ampicilina foi a primeira penicilina semi-sintética que mostrou ag¢do contra
bacilos gram-negativos abrindo o campo de penicilinas de amplo espectro. Por ser
antibiodtico bacterida, apresenta mecanismo de acdo semelhante ao das outras penicilinas.
Entretanto, a ampicilina tem maior afinidade a proteina fixadora da penicilina 3, que ¢
responsavel pela formacdo de septos no momento da divisdo da célula bacteriana. Dessa
forma, age sobre o microorganismo sensivel em um prazo médio de 6 a 120 minutos.

A resisténcia dos microorganismos as penicilinas limita sua indicacdo na pratica
clinica. Os microorganismos tornam-se resistentes as penicilinas por inativagdo do
antibidtico por beta-lactamases bacterianas, através do rompimento do anel beta-lactamico
do nucleo das penicilinas, redu¢do na permeabilidade da membrana externa e,
conseqiientemente, uma menor capacidade do antibiotico atingir as proteinas ligantes
apropriadas ou alteracdo ou diferencgas estruturais nas proteinas ligantes a penicilina. A
resisténcia ao antibidtico pode ocorrer por um desses mecanismos ou combinagdo dos
mesmos.”

O metronidazol ¢ uma penicilina ativa quase exclusivamente para microrganismos
anaerdbicos. E menos ativo que a clindamicina para anaerdbios que ndo Bacteroides
fragilis. A acdo bactericida do metronidazol é devida ao fato de, ao penetrar na célula, ser
degradado por agdo de nitrorredutases, gerando compostos polares citotoxicos. Estes

determinam perda da estrutura helicoidal do DNA bacteriano, quebra de filamentos e
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comprometimento concomitante de sua fungdo, além de inibir a sintese de acidos
nucléicos. Com a ruptura da estrutura helicoidal do DNA, a célula bacteriana morre. O
metronidazol afeta todas as células independentemente de estarem se dividindo ou ndo. >*

O metronidazol estd indicado na profilaxia e tratamento das infec¢des causadas por
bactérias anaerobias como Bacteroides fragilis e outros bacterdides, Fusobacterium sp;
Clostridium sp; Eubacterium sp. Esta indicado, também, na prevengdo e tratamento das
infecgdes pos-cirurgicas, nas quais os anaerobios tenham sido identificados ou
suspeitados.”

A Figura 12 ilustra as estruturas quimicas dos principais antibidticos utilizados na

pratica clinica pos-implante de proteses sintéticas.
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Figura 2.12: Estrutura quimica da vancomicina (A), cefalosporina (B), ampicilina (C) e

metronidazol (D). 52,56-58

As infecgdes hospitalares podem levar a um processo de bacteremia transitoria, a

rejeicdo do material implantado e até mesmo ao O6bito, além de elevar o custo do

tratamento e o tempo de internagdo do paciente.
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Em relacao aos implantes odontolégicos, a ocorréncia de infecgao interfere ainda na
cicatrizacdo oOssea impossibilitando a ocorréncia de osseointegracdo e acarretando a
necessidade da realizagdo de uma nova cirurgia ou até mesmo na rejeicao definitiva do
implante. Entende-se por osseointegracdo o processo em que ocorre uma fixagdo clinica e
assintomatica de materiais aloplasticos que sio mantidos durante oclusio funcional. >

A principal desvantagem da antibioticoterapia ¢ o desenvolvimento de resisténcia
ao farmaco, além de ocorrer também a depressdo do sistema imunoldgico do paciente. Nas
ultimas trés décadas tem-se procurado a obtencdo de proteses intrinsecamente
antimicrobianas. Neste caso, compostos bioativos como a hidroxiapatita, podem ser
ligados covalentemente a protese ou simplesmente revesti-la formando um filme com
propriedades bioativas quanto a sua atividade antimicrobiana.

A inducdo do crescimento dsseo € o combate a infeccdo podem ser promovidos
utilizando-se sistemas latenciados, especialmente projetados para uma funcao especifica: a
liberagao de um hormonio de crescimento ou, o combate da infec¢cdo com a liberacao de
um antibidtico especifico.

Sistemas para a liberacdo controlada de farmacos tém sido desenvolvidos para
aumentar o crescimento 6sseo € a regeneracao no tratamento dos defeitos dsseos. Devido a
pobre circulacdo sanguinea nos locais com defeitos 0sseos, farmacos como antibioticos,
antimicrobianos e fatores de crescimento precisam suprir as regides afetadas.

Muitos transportadores tém sido desenvolvidos para encapsular farmacos, como
polimeros biodegradaveis (sintéticos ou naturais) e as ceramicas bioativas nas formas de
particulas, membranas e matriz porosa. ®

Os sistemas de libera¢ao controlada, freqlientemente descritos como “drug delivery
systems”, oferecem inUimeras vantagens quando comparados a outros de dosagem
convencional, tais como: ol

v" Maior eficacia terapéutica, com liberagdo progressiva e controlada do farmaco, a
partir da degradacdo da matriz;

v Diminuigdo significativa da toxicidade e¢ maior tempo de permanéncia na
circulagio;

v' Natureza e composi¢do dos veiculos variada e, ao contrario do que se poderia
esperar, ndo hd predominio de mecanismos de instabilidade e decomposi¢do do
farmaco (bio-inativagdo prematura);

v" Administragdo segura (sem reagdes inflamatorias locais) e conveniente (menor

numero de doses);
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v Direcionamento a alvos especificos, sem imobiliza¢do significativa das espécies
bioativas;

v" Tanto substéncias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas.

Observa-se na literatura que, de maneira geral, os principais farmacos utilizados no
combate a infec¢do sdo os antibidticos, entretanto a utilizagdo por tempo prolongado pode
levar a ocorréncia de resisténcia bacteriana ao fArmaco.

A utiliza¢do de antimicrobianos para prevenir a infec¢do do local cirrgico ¢ um
procedimento corriqueiro na pratica clinica tanto na preparagdo para o procedimento
operatdrio quanto no pés-cirargico. *’

O agente antimicrobiano deve estar presente nos tecidos manipulados quando ha
exposi¢cdo aos microrganismos, ou seja, durante o procedimento cirurgico sua concentragao
tecidual deve ser mantida embora alteracoes hemodinamicas locais levem-na a decair.
Embora raramente a contaminac¢do do sitio operatorio possa ocorrer apos o término do
procedimento, existe uma preocupagdo com o ambiente cirurgico e com a profilaxia
bacteriana.

Um antimicrobiano adequado deve exibir minima toxicidade, baixo custo, induzir
minima ou nenhuma resisténcia bacteriana, ter farmacocinética adequada e possuir
atividade contra a maior parte dos patogenos causadores de infecgdo.

Podem ser utilizados como agentes antimicrobianos para profilaxia cirargica a
cefuroxina para infecgdes com enterobactérias de alta freqiiéncia ou em caso de
necessidade de concentragdo no Sistema Nervoso Central e a cefalotina quando ha
necessidade de repeticdo intra-operatéria. H4 ainda algumas contra-indicagdes quanto a
alguns antimicrobianos, pois com a utilizagdo da vancomicina pode haver ocorréncia de
bactérias gram+ resistentes aos glicopeptideos e a cefoxitina deve ter uso restrito na
profilaxia cirurgica e o tempo de uso nao deve exceder 48 horas.

Algumas combinacdes de antimicrobianos sdo utilizadas como a clindamicina
associada a gentamicina, cuja infusdo rapida pode provocar bloqueio neuromuscular e
interferir na recuperacdo pos-anestésica. Este efeito, no entanto, ndo ocorre com infusao
lenta (20 a 30 minutos). A associacdo de ampicilina, gentamicina e metronidazol ¢
considerada por alguns como um esquema de 1? linha, embora perda em simplicidade e
praticidade quando comparada aos farmacos utilizados isoladamente.

A Tabela 2 mostra alguns parametros a serem utilizados com relacdo ao uso de

antibioticoterapia profilatica para o combate de infecgao.
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Tabela 2.2: Pardmetros para antibioticoterapia profilatica

Parametro Recomendacgao Comentério
Objetivo da|Prevencdo da infeccdo no sitio | Nao previne outras infecgdes. Eficacia
. cirargico limitada, ndo substitui outras medidas.
profilaxia
Inicio da | Aproximadamente 1 hora antes do | Profilaxia iniciada mais que 2 horas
. inicio da cirurgia ou na inducdo|antes ou 3 horas apds incisdo nao
profilaxia
anestésica. possui eficiéncia comprovada.
Profilaxia em trauma obedece a normas
diferentes.
Escolha do | Deve ser pouco toxico e ndo deve|As cefalosporinas de 1* e 2* geracao
.. . ser aquele utilizado para infec¢des |sdo, na maioria das situagdes, os que
antimicrobiano

hospitalares graves.

melhor se encaixam nesse contexto.

Dose inicial do

Deve ser a dose tradicional do

Para pacientes com peso > 80 kg a

. . antimicrobiano primeira dose poderd ser o dobro da
antimicrobiano
convencional.
Doses Devem ser realizadas em caso de|Repeticdo  intra-operatdéria  numa
. perda macica de sangue ou quando | freqliéncia maior do que em outras
adicionais  no

intra-operatorio

a duragdo do procedimento se

prolonga

situacbes de uso do mesmo

antimicrobiano é recomendada.

Duragao da

profilaxia

Na maioria das situagdes nao deve

exceder o periodo intra-operatorio.

Mesmo em situacdes de risco ou em
contaminagoes acidentais, o
prolongamento da profilaxia ndo estd
associado a um melhor resultado
clinico. Excecdo em procedimentos
selecionados, os quais ndo ha consenso
em literatura, como implante de protese

e cirurgia cardiaca.
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E fato conhecido na literatura que os sistemas poliméricos a serem utilizados em
processos de restauragdo Ossea devem possuir como caracteristicas fundamentais a
biodegradabilidade e a bioreabsorcao.

Entende-se por biodegradabilidade a degradacdo da macromolécula e dispersao do
solido in vivo, mas sem a eclimina¢do dos produtos e subprodutos pelo organismo.
Polimeros biodegraddveis podem ser atacados por elementos biologicos de forma que a
integridade do sistema seja afetada, resultando em fragmentos ou outros subprodutos de
degradacdo, que podem ser removidos do seu local de acdo, mas ndo necessariamente do
organismo. *

Materiais bioreabsorviveis degradam através da hidrolise de ligagdes éster ou
amidas com conseqiiente reducdo do peso molecular, sendo reabsorvidos in vivo e
eliminados metabolicamente pelo organismo. Bioreabsor¢do ¢ um conceito que reflete a
eliminagdo total do material e dos subprodutos de degradagdo (compostos de baixa massa

molar) sem efeitos colaterais residuais. ®
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2.5 Consideracoes finais

A necessidade crescente de substituir o tecido dsseo perdido ou lesionado do corpo
humano tornou o estudo dos biomateriais um amplo campo de pesquisa na atualidade. A
ocorréncia de perda dssea, seja por causas naturais ou acidentais, resulta muitas vezes na
necessidade de materiais que estimulem a neoformagdo do tecido perdido restaurando o
organismo tanto estrutural quanto estética e funcionalmente.

Para que esses materiais sejam aceitos para essa finalidade ¢ necessario que
apresentem uma série de caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
propriedades mecanicas compativeis com sua aplicagdo, atoxicidade a fim de garantir
longevidade necessaria ao implante e remodelagdo tecidual.

Os biomateriais sdo necessarios tanto na pratica médica como odontologica e a
ocorréncia de infecgdes tem se tornado um fator limitante para sua aplicagao.

A ocorréncia de infecgdes €, atualmente, a principal causa de rejei¢ao dos materiais
implantados no organismo bioldgico, além de comprometer a saude sistémica do paciente.

Na grande maioria dos casos clinicos, constata-se que a contamina¢do ocorre no
periodo intra-operatdrio sendo, portanto, de indiscutivel importancia a presenca de um
agente antimicrobiano no sitio cirurgico.

Polimeros ou copolimeros biodegradaveis que apresentem atividade antimicrobiana
tém sido merecedores de muitos estudos para aplicacio como materiais enxertaveis por
aliarem, as caracteristicas de biomateriais, a capacidade de prevenirem a ocorréncia de
infecgdes pos-cirurgicas.

Este trabalho baseia-se no estudo de um copolimero biodegradavel que apresente
simultaneamente propriedades antimicrobianas adequadas para implante em organismo

bioldgico prevenindo a ocorréncia de infecgdes.
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3. APLICACOES DE POLIMEROS BIODEGRADAVEIS EM
MEDICINA/ODONTOLOGIA

Inicialmente, o interesse por polimeros biodegradaveis estd baseado em sua
resisténcia a biodegradagdo e relativa inércia. Uma énfase especial tem sido dada a
obtencdo de polimeros baseados no amido. ' O amido é um polissacarideo com cerca de
1.400 residuos de glicose que funciona como substancia de reserva para muitas plantas. O
grio de amido ¢é uma mistura de dois polissacarideos: amilose e amilopectina. '

A amilose ¢ uma macromolécula constituida de 250 a 300 residuos de D-
glicopiranose, ligadas por pontes glicosidicas a-1,4, que conferem a molécula uma
estrutura helicoidal. A amilopectina ¢ uma macromolécula, menos hidrossoluvel que a
amilose, constituida de aproximadamente 1400 residuos de a-glicose ligadas por pontes
glicosidicas a-1,4, ocorrendo tambem ligacdes a-1,6. A amilopectina (Figura 1) constitui,
aproximadamente, 80% dos polissacarideos existentes no grao de amido.

O amido ¢ sintetizado em estruturas vegetais denominadas plastideos :
cromoplastos das folhas e amiloplastos de orgdos de reserva, a partir da polimerizagao da

. ; 12
glicose, resultante da fotossintese.
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Figura 3.1: Estrutura da amilopectina.
O amido ¢ encontrado na forma de grios nas sementes, caules, raizes de varias

plantas como trigo , mandioca , arroz , milho , feijao, batata e outras constituindo, portanto,

uma matéria-prima inesgotavel no meio ambiente. O amido ¢ encontrado abundantemente
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na natureza gracas ao cultivo extensivo e intensivo de cereais, ¢ renovavel, de baixo custo
e pode ser convertido quimica, fisica e biologicamente em compostos tteis a industria.

Em face ao contexto atual, uma nova tecnologia vem revolucionando o mercado de
descartaveis: ¢ o amido termoplastico, produzido a partir do amido. O amido, sob pressdo ¢
temperatura adequadas, € na presenga de um agente plastificante, pode ser gelatinizado, e
sob efeito de cisalhamento se transformar em um material fundido, denominado amido
termoplastico.

O estudo para o emprego do amido termopldstico na substituicdo do plastico
convencional (de origem petroquimica) destinado a algumas aplicagdes especificas vem
ganhando forca e recebendo consideravel atengdo no cenario dos recursos renovaveis. 3

Quando biodegradado ou incinerado o amido libera CO, para a atmosfera. Estas
caracteristicas do amido tém despertado um interesse acentuado pelo mercado de
polimeros convencionais através da sua incorporagdo em misturas poliméricas.

Recentemente as pesquisas tém se voltado para o estudo do uso do amido derivado
do milho em misturas com os polimeros biodegradaveis PCL (poli (caprolactona)), PHB
(poli (hidroxibutirato)) e PHBV (poli (hidroxibutirato-co-valerato)). Objetiva-se a
obtencdo de novos materiais que apresentem uma maior velocidade de degradacio, ou seja,
a obtencdo de materiais que apos o seu descarte minimize os danos ao ambiente. Além
disso, esses polimeros teriam um custo mais baixo, uma vez que o amido ¢ um material de
baixo custo (valor estimado de U$ 0,50/kg). **

A incorporacdo do amido em polimeros biodegraddveis provoca mudangas na
morfologia sendo constatado que as propriedades mecanicas sdo reduzidas
significativamente com o porcentual de amido incorporado. * No entanto, a incorporagdo
de cerca de 25% em massa de amido tem permitido a obten¢do de materiais com valores de
moédulo de elasticidade razoaveis para a utilizagdo como, por exemplo, plasticos
biodegradaveis ***

Os biomateriais poliméricos e seus compositos podem ser classificados em
bioestaveis, parcial ou totalmente biodegradaveis. Os primeiros causam uma resposta
tecidual minima, mantém suas propriedades durante anos e sdo praticamente inertes. Os
implantes totalmente absorviveis, por outro lado, sdo capazes de serem totalmente
eliminados pelo organismo apds sofrerem hidrolise.

Os polimeros parcialmente absorviveis sdo também hidroliticamente instdveis, mas
nao sdao metabolizados e eliminados pelo organismo nao dispensando uma segunda cirurgia

para retirada do implante ap0s cicatrizagdo do tecido. °
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Segundo a American Standard for Testing and Methods (ASTM-D-833), polimeros
biodegradaveis sdo polimeros degraddveis nos quais a degradagdo resulta primariamente da
acdo de microrganismos como, por exemplo, bactérias, fungos e algas de ocorréncia
natural. Frequentemente derivam desse processo CO,, componentes celulares microbianos,
entre outros. '

Com o avango das pesquisas apds a década de 60, os polimeros hidroliticamente
instdveis, ou biodegraddveis, passaram a despertar interesse das areas médica e
farmacéutica, permitindo aplicacdes no encapsulamento de drogas para liberagdo
controlada no organismo do paciente, implantacdo de pequenas partes do corpo como
cartilagens, pequenos enxertos de vasos sanguineos, substituicdo de valvulas cardiacas e
substitui¢do temporaria de tecidos aguardando a regeneracdo. A capacidade dos polimeros
biodegradaveis se adequarem a diferentes situacdes e a flexibilidade de se projetar
polimeros com caracteristicas Unicas garantiram uma diversidade de aplicacdes desses
materiais como biomateriais ha mais de 50 anos. **

Além de ser biocompativel, um sistema de liberacdo de drogas implantado no
organismo deve ter componentes quimicamente inertes, ndo carcinogénicos,
hipoalergénicos, mecanicamente estaveis e ndo devem causar resposta inflamatoria no
local da aplicacao. O direcionamento do farmaco a sitios-alvo especificos no organismo ¢
claramente identificavel e bastante estdvel por ndo ser reconhecido por macrofagos do
sistema de defesa. Os polimeros utilizados para implante podem ser biodegradéveis ou nao,
podendo ser classificados em matriciais (ou monoliticos) e reservatorios.

Nos sistemas biodegradaveis poliméricos matriciais o firmaco encontra-se disperso
na matriz ou adsorvido na sua superficie e ¢ liberado por difusdo pelos poros da matriz, por
degradacdo do polimero ou ambos. A taxa de liberagdo depende da escolha do polimero.
No caso de polimeros ndo-degradaveis a liberagao ocorre por difusdo lenta pela matriz.

Nos polimeros utilizados como reservatorios, o farmaco encontra-se em uma
cavidade central envolta por uma membrana polimérica que controla sua taxa de liberacao.
Esse sistema inclui membranas, capsulas, monocéapsulas, lipossomos e fibras ocas. Quando
sdo utilizados polimeros nao-biodegradaveis a liberagdo do farmaco ocorre também apenas
por difusdo pela membrana. '

Os sistemas controlados quimicamente usam a erosao dos polimeros que resulta na
absorcdo dos residuos pelo organismo. Quando existem ligacdes covalentes entre o
farmaco e o polimero pode haver libera¢do por quebra da ligagdo pela agcdo da agua ou de

enzimas.
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Os sistemas biodegradaveis requerem controle no que diz respeito a cinética de
degradacdo do polimero, que deve permanecer constante para que seja obtida liberagdo
controlada do farmaco in vivo. Variaveis como pH e temperatura podem promover
alteracdes na velocidade de degradacdo do implante.

Os principais fatores responsaveis por alteracdes no periodo de degradacao dos
polimeros biodegradaveis sio: °

e Estrutura quimica e composi¢ao do sistema
e Distribuicdo da massa molecular do polimero
e Presenca de mondmeros e oligdmeros
e Tamanho e forma da superficie do sistema
e Morfologia dos componentes do sistema (amorfo, semicristalino, cristalino)
e Local de implantacdo do sistema
e Mecanismo de hidrolise.
As Figuras 2 e 3 ilustram as diferentes formas farmacéuticas e mecanismos de

liberagdo de farmacos de matrizes poliméricas.

ativo distribuido
uniformemente
no interior

- T ativo
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(A)

Figura 3.2: Exemplos das diferentes formas farmacéuticas de liberagao controlada: (A)

esfera (sistema matricial) e (B) cépsula (sistema reservatorio).
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Figura 3.3: Mecanismos de liberagdo do principio bioativo por difusdo (A), erosdo (B) e

liberagdo pelo sistema reservatério (dissolugao ou difusio) (C).

O interesse por polimeros biodegraddveis tem crescido muito nos ultimos anos
mundialmente apesar do alto custo de produgdo desses polimeros em relagao aos polimeros
sintéticos convencionais A criagdo de polimeros passiveis de sofrerem degradagao natural
constitui uma alternativa ao processo de reciclagem.

O Brasil tem posicdo privilegiada como produtor de biopolimeros. O PHB obtido a
partir da sacarose ¢ um método de custo reduzido com matéria-prima abundante, sendo o
Brasil o unico pais que produz este biopolimero por fermentagdo do agticar da cana. O
pléstico produzido a partir do PHB pela planta-piloto ¢ exportado para Estados Unidos,
Alemanha e Japdo. "

Empresas de grande porte como a Du Pont, Bayer, Basf, 3M, Sony entre outras tém
investido nas pesquisas para a producdo de biopolimeros no Brasil e no exterior, muitas
vezes em parceria com universidades. ’

O Instituto Nacional de Propriedade Industrial aliado a Universidade Federal de
Minas Gerais patenteou a técnica de encapsulamento de insulina em microesferas de
polimeros biodegradaveis derivados dos acidos glicdlico e latico. Essa técnica constitui um
avan¢o no modo de aplicacdo do medicamento podendo ser administrado na forma de

e~ e ~ . . C 1. 12
aerossol em substituicdo as inje¢des subcutineas aplicadas em pacientes diabéticos. ~ O
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microencapsulamento da insulina resulta em estabilidade do hormonio e facilita a absor¢ao
pelo organismo, além de conforto na aplicagdo e eficiéncia do tratamento. As doses
aplicadas poderdao ser menores e o efeito mais satisfatorio, uma vez que os alvéolos
pulmonares sdo mais facilmente permeaveis que o tecido conjuntivo. Nao ha, no entanto,
empresa no pais que se interesse pela produgdo desse tipo de inovagdo tecnologica. '

Na 4area oftalmologica foram desenvolvidos implantes em forma de bastdo para
serem instalados na porgdo posterior do olho. '* Enquanto o material polimérico se degrada
no organismo, farmacos sdo liberados. Por enquanto, as pesquisas com o implante
oftalmologico se concentram nos medicamentos destinados ao tratamento das uveites.
Trata-se de uma inflamacao do trato uveal, composto pela iris, corpo ciliar e coroide
(membrana situada na frente da retina). Denominam-se uveites também as inflamagdes em
estruturas adjacentes, como a retina e o nervo optico. O tratamento convencional para essa
inflamacao consiste em colirios a base de corticoide. Entretanto, na maioria das vezes, essa
pratica ndo gera resultados, tornando-se necessaria a utilizagdo do medicamento por via
oral ou inje¢des intra-oculares. Além de dolorido, o tratamento quase nunca d& bons
resultados e € causa de cegueira em grande propor¢do da populagdo afetada. O tratamento
usando material polimérico biodegradavel representaria neste caso um avango em termos
de conforto e seguranca para o paciente. '

Os polimeros sintéticos tém sido reconhecidos e estudados na engenharia de tecidos
bioldgicos bem como para a obtengdo de compositos para utilizagdo em implantes e
reconstrugcdes dsseas, principalmente devido a sua biodegradabilidade e boa interagdo com
0 organismo biolédgico.

Tanto os polimeros naturais quanto os sintéticos tém sido utilizados em sistemas
poliméricos de liberagdo de drogas e ndo s6 permitem uma liberagdo lenta e gradual do
ingrediente ativo, como também podem possibilitar o direcionamento a alvos especificos
do organismo, como sitios de inflamag¢ao ou tumor.

A liberacdo controlada de farmacos ¢ conveniente ao paciente, seja do ponto de
vista de seu conforto e adesdo ao tratamento, seja do menor custo em hospitais, com menor
necessidade de internagdes, remocgdes cirurgicas de implantes e complicagcdes pos-
cirrgicas. No entanto, uma dificuldade seria interromper a acdo farmacoldgica do
medicamento, no caso de intoxicagdo ou alguma intolerancia, inclusive com risco de
acumulo do farmaco se ndo for acompanhada convenientemente a sua farmacocinética.

Os polimeros naturais, a base de proteinas, como as albuminas bovina ¢ humana, o

colageno e a gelatina tém uso restrito devido a atividade antigénica marcante e a maior

61



susceptibilidade a degradacao que acarreta em uma permanéncia prolongada de fragmentos
no organismo. ’

Dentre os polimeros biodegradaveis abordados pela literatura e mais utilizados na
area médica podemos citar o poli (4cido latico), polietilenoglicol, poli (hidroxibutirato) e

poli (e-caprolactona). A Figura 4 mostra a crescente utilizacdo desses polimeros como

biomateriais.
i (A)
] (B)
(7]
()
0
S
S
Q
o
>
o
3
o (©)
5
e
S
[
] (D)
T T T T T T T T T

1996 1998 2000 2002 2004 2006
ano

Figura 3.4: A evolucdo nas pesquisas sobre a aplicagdo dos polimeros biodegradaveis na

medicina. Fonte: Science Direct. PEG (A), PLA (B), PCL (C), PHB (D).
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Figura 3.5: Estrutura quimica do PHB (a), PCL (b), PEG (c)

O poli (acido latico) (PLA) ¢ um poliéster relativamente hidrofébico instavel em
presenca de umidade, biodegradavel a subprodutos atoxicos e produzido a partir de
recursos renovaveis. O PLA possui isdmeros L-D, o isdomero L (PLLA) ¢ biocompativel,
biologicamente inerte, tem longo tempo de biodegradacio e boas propriedades mecanicas.
Os produtos da degradagdao do PLLA (CO, e H,0O) sdo reabsorvidos pelo organismo
fazendo parte do metabolismo dos carboidratos. Trata-se de um polimero injetavel
amplamente utilizado em cirurgias dermatologicas por estimular a producao de colageno.
Tem sido utilizado em cirurgias de reconstru¢do de tecidos lesionados ou perdidos por
fortalecer o tecido remanescente e devolver forma a face do individuo. "'

Os polimeros derivados do acido latico e glicdlico t€ém recebido muita atencao nas
pesquisas a cerca de polimeros biodegradaveis alternativos, sendo que o 6rgdo norte-
americano Food and Drug Administration (FDA) ja aprovou estes polimeros para
utilizagdo como sistema de liberacdo de drogas, uma vez que existem diversos estudos
demonstrando sua baixa toxicidade.

Os polimeros derivados do 4cido latico proporcionam boas propriedades mecanicas,
baixa capacidade alergénica, baixa toxicidade, excelente biocompatibilidade e uma cinética
previsivel de biodegradagdo despertando ateng¢do de varios pesquisadores quanto as suas
possiveis aplicagdes em tecnologia farmacéutica. ©

Os polimeros derivados do PLA s3o obtidos por reacdo de condensagao através da
abertura do anel dos dimeros ciclicos (acido latico e/ou glicolico). A polimeriza¢do ocorre
por um periodo de 2 a 6 horas sob temperatura de 175°C utilizando como catalisador
principalmente o cloreto estanhoso. Durante o processo pode ser adicionado alcool
laurilico para o controle da massa molecular do polimero resultante.

A biodegradacao do poli(acido latico) ocorre por erosdo ou por clivagem da cadeia

polimérica por glicdlise liberando 4cido latico. A presenga do grupo metila (CHs) no
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polimero derivado do acido latico confere maior hidrofobicidade quando comparado ao
derivado do 4cido glicélico. ’

A utilizacdo de polimeros de 4cido latico na 4rea médica comecou nos EUA na
década de 60. Até entdo os polimeros ndo atraiam a aten¢ao dos pesquisadores devido ao
processo de biodegradacao em contato com agua. Por volta de 1966 pesquisadores norte-
americanos perceberam que a partir de moléculas de acido latico poderiam criar um
polimero ndo toxico, degradavel e facilmente metabolizado pelo organismo. A partir de
entdo, pinos metalicos usados em fraturas 6sseas comegaram a ser substituidos pelos pinos
obtidos a partir de 4cido latico. °

Os polimeros utilizados nas pesquisas com encapsulamento de insulina sao
derivados dos 4cidos latico e glicolico, tal como os utilizados na confec¢do de fios
biodegradaveis para sutura. Esses polimeros sdo também utilizados na area oftalmolédgica
na forma de um bastdo biodegradavel inserido na parte posterior do olho cuja confecgdo ¢
baseada na composi¢io do p6 contendo o farmaco e o polimero. '

O poli (hidroxibutirato) (PHB) (Figura 5) ¢ um polimero natural de uma classe dos
polimeros termoplasticos produzidos por sintese microbiana. Neste caso o microrganismo
utiliza o PHB como reserva para a obtencao de carbono e como fonte de energia para o
caso da auséncia de um ou ambos. Os polimeros dessa classe, poli (hidroxialcanoatos), em
condi¢des apropriadas de cultura bacteriana sdo acumulados na forma de granulos
intracelulares de PHB, gerando um polimero com propriedades semelhantes as dos
polimeros de origem petroquimica, com a vantagem de serem susceptiveis a biodegradacao
no ambiente por microrganismos nele existentes em curto espaco de tempo apds o descarte.
O tempo de degradagio médio do PHB ¢ de 6 a 12 meses. '°

O PHB tem sido produzido no Brasil a partir da sacarose presente no agucar. '~ Foi
desenvolvido um processo que facilita a obtengdo desse polimero a partir do bagaco de
cana hidrolisado, um residuo da cana da industria de alcool e agucar para ser utilizado na
fabricacdo de embalagens ambientalmente corretas.

As caracteristicas fisicas e mecanicas do PHB, tais como resisténcia a agua,
permeabilidade aos gases, estabilidade a radiagdo ultravioleta, sdo semelhantes as de
alguns polimeros sintéticos que t€ém o petroleo como matéria-prima, mas oferecem o
beneficio de se decompor muito mais rapidamente quando descartados do que os polimeros
convencionais. '®

O PHB pode ser utilizado como matéria prima num vasto campo de aplicagdes,

principalmente naqueles setores em que caracteristicas como pureza e biodegradabilidade
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sdo necessarias, a exemplo da area médico-farmacéutica. Por ser biocompativel e
facilmente absorvido pelo organismo humano, pode ser empregado na fabricagdo de fios
de sutura, proteses Osseas e capsulas que liberam gradualmente o firmaco na corrente
sanguinea. '’

O poli (etilenoglicol) (PEG) (Figura 5) ¢ um polimero biodegradavel amplamente
difundido na area farmacéutica, tem peso molecular adequado, baixa densidade relativa e ¢
soluvel em 4gua. O PEG ¢ muito utilizado na industria farmacéutica e em formulacdes
cosméticas.

Hidrogéis constituidos de PEG combinado a poli N-vinil-2-pirrolidona (PVP) e
agar sdo utilizados como membranas para uso topico, no tratamento de lesdes de pele. Sao
membranas reticuladas por radiacdo ionizante utilizadas como dispositivos médicos para
uso topico. A principal vantagem desta metodologia estd na capacidade da radiacdo
promover a reticulagdo em condi¢des razoavelmente brandas, sem qualquer aditivo, além
de promover a esteriliza¢do simultinea. '’

O PEG tem sido utilizado como modificador de proteinas. A enzima lipase da
Candida rugosa foi modificada com metoxi (polietileno glicol)-p-nitrofenil carbonato
(NPC-mPEG). A lipase modificada reteve em 98% a atividade hidrolitica, em comparagao
com a ndo modificada. A modificacdo de proteinas se da em funcdo da otimizagdo das
caracteristicas dessas proteinas para utilizagdo em biotecnologia e aplicagdes biomédicas.”

Para que materiais poliméricos possam ser utilizados como biomateriais ¢é
necessario que exibam  caracteristicas combinadas de  biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade e resisténcia mecanica adequada para implantacdo no
organismo biolédgico.

Recentemente uma intensa atividade em pesquisa e desenvolvimento de materiais
baseados no polimero poli (e-caprolactona) tem sido observada. A poli (g-caprolactona)
(PCL) ¢ um poliéster bioreabsorvivel com um enorme potencial para aplicagdes na
medicina ortopédica. Este polimero possui vantagens significativas quando comparado ao
poli (4cido latico) tais como seu baixo custo ¢ a possibilidade de sua sintese em escala
industrial. Muitos estudos atualmente estdo sendo dirigidos para a obtencao de compositos
de PCL para utilizacao na pratica clinica.

O projeto de sistemas biodegradaveis deve ser centrado ndo somente na obtencgao
do polimero, mas também na sua bioatividade quanto ao processo de restaura¢do ossea e
resisténcia ao ataque microbiano. E fato bem conhecido na literatura que o principal

desafio no caso dos implantes sintéticos ¢ a ocorréncia de infec¢do, que eleva o custo do
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tratamento devido a utilizagdo de antibidticos ou ao maior tempo de internagdo ou leva o
paciente ao obito.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem se voltado para o projeto de
copolimeros biodegradaveis com propriedades antimicrobianas que contribuam para a
pratica clinica, no sentido de eliminar o uso da antibioticoterapia, dado seu elevado custo e

efeitos colaterais associados que reduzem a qualidade de vida do paciente.

66



3.1 Consideracoes finais:

Os cirurgioes ortopédicos estdo amplamente familiarizados com os dispositivos
metalicos para a fixagdo de fraturas, osteotomias e artroses. Entretanto, os implantes
metalicos ndo estdo isentos de complicagdes, decorrentes de fixacdo dssea. Eles deveriam
ser removidos apds a consolidagdo 6ssea, devido ao fendmeno de stress-shielding e podem
provocar dor devido a sua localizagdo subcutanea.

De acordo com a lei de Wolff (1892), a remodelacao dssea ocorre sobre estresse,
porém na presenca de fixacdo rigida, através de implante metéalico, este absorveria a
maioria da tensdo, ficando pequena parcela para o osso. Concomitante a tais fatos, poderia
ocorrer osteoporose abaixo do implante, com diminui¢do da resisténcia ossea; liberagao de
ions metalicos dos dispositivos de fixacdo, reagdao do tipo corpo estranho e migragdo tardia
dos parafusos metalicos.

O interesse pelo desenvolvimento de novos materiais utilizados em enxertos com
fungdo de restaurar, remodelar ou mesmo reforgar estruturas Osseas cresceu
significativamente nas Ultimas décadas. Atualmente o uso desses materiais ¢ bastante
comum em obturacdes, apods a curetagem de lesdes cavitarias de tumores 6sseos benignos e
malignos, em revisdes protéticas, principalmente do quadril em preenchimentos de falhas
de continuidade devido a fraturas cominutivas ou esmagamentos, pseudartroses e
osteomielites.

O emprego de enxerto de osso autégeno fresco, considerado por muitos médicos
como material de elei¢do, traz alguns problemas como limitacdo do material, lesdo ou
enfraquecimento de outras estruturas dsseas e riscos inerentes a esse tipo de intervengao.

Os bancos de ossos (0sso homdgeno) também apresentam problemas tais como
alteragdes das propriedades mecanicas, dificuldades técnicas de esterilizagdo e estocagem,
além, dos custos elevados que essas técnicas acarretam.

A auséncia de um substituto bioldgico que atenda perfeitamente as necessidades
clinicas levou diversos pesquisadores a procurarem biomateriais sintéticos, para eventuais
substituigdes Osseas. Materiais como gesso € cimento acrilico (polimetacrilato de metila)
vém sendo utilizados ao longo do tempo, mas apresentam inconvenientes mecanicos e
bioldgicos.

Materiais compdsitos e alguns polimeros reabsorviveis também vém sendo

estudados e testados. Atualmente, desenvolveram-se bioceramicas inertes reabsorviveis e
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bioativas como a hidroxiapatita sintética, fosfato tricalcico e os biovidros, respectivamente,
com caracteristicas vantajosas para o paciente.

Nas duas ultimas décadas, vem aumentando o interesse pelo desenvolvimento de
dispositivos de fixagdo totalmente degradaveis com propriedades mecanicas semelhantes
as do osso. Os polimeros sintéticos biodegradaveis t€ém sido usados como sutura ha mais
de 20 anos e suas propriedades fisicas e quimicas sdo bem conhecidas.

Viarios estudos experimentais com implantes biodegradaveis, em cirurgia
ortopédica, tém sido publicados nos ultimos anos e a efetividade de dispositivos
biodegradaveis utilizados na fixacao de fraturas tem sido comprovada pela pratica médica.

A busca de um copolimero biodegraddvel com propriedades antimicrobianas
contribuiria para a consolida¢do da fratura ao mesmo tempo em que reduziria o risco de

rejeicdo pelo organismo, melhorando significativamente o progndstico do implante.
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4. POLI (CAPROLACTONA) - GENERALIDADES

4.1 Constituicio quimica e métodos de sintese

Alguns biomateriais sdo projetados para degradarem no organismo de maneira
controlada por um periodo de implanta¢do pré-determinado, de acordo com uma fungao
particular. ' O polimero a ser utilizado como material implantavel, por exemplo, em
sistemas de liberacao controlada de farmacos ou que sejam utilizados como arcabougo para
sustentacdo de neoformacao tecidual ndo devem exibir biodegradabilidade acelerada.

A poli (e-caprolactona) (PCL) tem sido alvo de intensas pesquisas na area de
polimeros bioreabsorviveis devido a combinacdo de suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade. A Figura 1 mostra o crescente interesse por esse

polimero em func¢do das publicacdes de artigos cientificos ao longo de quase uma década.
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Figura 4.1: Artigos cientificos publicados sobre a PCL nos ultimos 10 anos. Fonte:
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Observa-se uma tendéncia de crescimento exponencial no nimero de publicagdes
cientificas (N°(P)) da PCL para propdsitos biomédicos em fun¢do do ano considerado (x)
cuja equagdo prevista ¢ dada por:

N° (P) = 43,731e™13%%

Vérios métodos de sintese do PCL tém sido propostos destacando-se a
polimerizacdo anioOnica, iniciacdo radicalar ou por abertura de anel. Entre os varios
métodos de polimerizagdo, a polimerizagdo por abertura de anel de lactonas ciclicas ¢ uma
importante alternativa, pois o processo ndo gera grupos que possam limitar a conversao do
mondmero em polimero. >

A recente introducdao de enzimas para a sintese do PCL em solventes organicos ¢
atrativa por desenvolver uma tecnologia sustentdvel e por seu potencial de sintetizar
materiais ndo disponiveis por métodos quimicos. A Novozyme-435, lipase B da Candida
antarctica , imobilizada em resina acrilica macroporosa, tem sido efetiva para catalisar a
polimerizacdo por abertura de anel do mondmero e-caprolactona. >~ Neste sentido, a
utilizacdo de liquidos i6nicos como solvente orgdnico para conversdo enzimadtica do
mondmero &-CL tem sido enfatizado pela literatura principalmente por ndo promoverem
uma desativacdo enzimatica como a que ocorre com alguns solventes, como por exemplo,
o metanol. A literatura aponta como liquidos i06nicos utilizados para a polimerizacao por
abertura de anel da g-caprolactona o PF¢ e BF4, que combinam o mesmo cétion com
diferentes anions. As reagdes experimentais foram conduzidas com lipase B C. antarctica
imobilizada (Novozym 435). Esses solventes ndo apresentaram um avango em relagdo as
caracteristicas dos polimeros obtidos com a utilizagdo do tolueno devido a limitada
miscibilidade do polimero obtido. * Entretanto, o poder carcinogénico do tolueno aliado a
sua baixa volatilidade contribui para a selecdo do método enzimdtico como uma boa
alternativa para a obten¢ao de PCL isento de residuos do solvente aromatico.

O crescimento da cadeia do poliéster em sistemas de iniciagdo enzimatica envolve
provavelmente a abertura do anel do mondmero por ataque nucleofilico da lipase,
rompendo a ligacdo C-O e a propagacdo da polimerizacdo acontece pela adicdo de
mondmero ao fim da cadeia polimérica ativa. **

Em geral, a polimerizagdo por abertura de anel da &-CL iniciada por complexos de
ferro sdo exemplos de polimerizagdo por mecanismo de coordenacdo-inser¢do. Estudos
indicam que o complexo L,'Fe tenha alta atividade catalitica para polimerizagio por
abertura de anel da e-CL. A produgdo do polimero foi aumentada proporcionalmente ao

aumento do tempo de polimerizagdo enquanto o peso molecular médio foi reduzido. Essa
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redu¢do no peso molecular médio pode indicar uma reacao de transesterificacdo inter ou
intramolecular durante o processo de polimerizagdo, embora o complexo de ferro deva
inibir a reagdo de polimerizagio. >

De maneira geral, as policaprolactonas sdo obtidas pela polimerizagdo via abertura
do anel da e-caprolactona na presencga de alcoois; variando-se o dlcool reagente, obtém-se
as caprolactonas diois, tridis ou polidis, normalmente usadas na producdo de poliuretanos
de alta resisténcia ou de poliuretanos termoplasticos (TPUs).® A reagdo de polimerizagdo

da poli(caprolactona) por abertura do anel da e-caprolactona ¢ ilustrada na Figura 2.
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Figura. 4.2: Reacdo de polimerizacao por abertura de anel do monomero &-caprolactona.

4.2 Principais utilizacdoes do PCL na medicina e odontologia

Recentemente o polimero PCL tem se destacado por suas aplicagdes como matriz
para o crescimento celular na engenharia de tecido dsseo, demonstrando possuir as
propriedades mecanicas necessarias para servir como um arcabougo em enxertos
aloplésticos, onde as propriedades mecanicas t€ém que ser mantidas até que o processo de
restauragdo do tecido biologico se complete. ’

A poli (e-caprolactona) ¢ um poliéster linear com carater hidrofébico como
resultado da presenca de cinco grupos metilénicos ndo-polares e um Unico grupo éster
relativamente polar em cada unidade que se repete. Tem alta permeabilidade, natureza

semicristalina, alta solubilidade, baixo ponto de fusdo e estabilidade ao calor. 8.9
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O PCL ¢ um polimero reabsorvivel que, devido a sua biocompatibilidade, ¢
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em seres humanos, sendo
atualmente utilizado como um material de sutura e em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos.

Um biomaterial polimérico a ser implantado no organismo humano muitas vezes
tem sido associado a um aditivo que absorve a raios X, uma vez que materiais poliméricos
ndo sdo radiopacos, o que dificulta o acompanhamento da interacdo entre o material e o
organismo biologico. Muitos dos aditivos utilizados para a obten¢do de polimeros
radiopacos s3o compostos minerais como sais de bario ou didxido de zinco, entretanto, as
propriedades do polimero podem ser afetadas pela incorporagao desses aditivos, além do
risco de ocorréncia de toxicidade sistémica a medida que ocorre a biodegradagdo. Outro
método para tornar o polimero biodegradavel radiopaco ¢ ligar covalentemente a cadeia
polimérica um agente que promova o radiocontraste, como o iodo.

Recentemente foi proposto um método para modificar quimicamente as cadeias
alifaticas do PCL, baseado na ativag¢do anidnica do polimero pela remog¢ao de um préton
do grupo metileno utilizando uma base ndo nucleofilica, como diisopropilamida de litio
(LDA). Utilizando-se o iodo como uma espécie eletrofilica obtém-se o copolimero I-PCL

pela substitui¢io do iodo na cadeia polimérica (Figura 3). ™
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Figura 4.3: Esquema de adicdo de radiocontraste a PCL
Foi observado que a radiopacidade obtida esteve relacionada ao contetido de iodo

no polimero. A adi¢do de iodo resultou ainda em uma grande degradac¢do hidrolitica devido

a baixa cristalinidade e baixa massa molar do PCL. A literatura indica, pela analise de
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difracdo de raios X, cristalinidade de 50% para o PCL enquanto a adi¢do de iodo como
radiocontraste reduziu para 42% a cristalinidade do polimero. "

A bioatividade da poli (g-caprolactona) pode ser examinada pela formagdo de
apatita em sua superficie quando imersa em SBF (Simulated Body Fluid), fenomeno este
denominado de mineralizaco. '' O fluido fisioldgico simulado, ou SBF ¢ uma solugio cuja
composi¢do quimica foi desenvolvida por Kokubo e outros na década de 90 para simular as

condigdes fisiologicas do organismo nos ensaios in vitro.'"> A Tabela 1 mostra a

composi¢ao quimica do SBF.

Tabela 4.1: Composigo da solugdo SBF (mg.L™)"

Na* K' Ca* Mg* Cl HCO, HPO, SO%,

PLASMA 1420 50 25 1,5 1030 27,0 1,0 0,5
SBF 1420 50 25 L5 1480 42 1,0 0,5

Foi proposto um processo alternativo no qual o polimero ¢ utilizado como
substrato, sendo alternada e repetidamente imerso em solucdo com ions calcio e ions
fosfato. A apatita formada por esse processo €, entretanto, diferente estruturalmente da
apatita 6ssea. Uma apatita similar a encontrada no osso pode ser obtida se depositada a
partir de SBF com concentra¢do i0nica aproximadamente igual a do plasma sanguineo
humano. ’ Assim, tem-se observado a formagio de uma fina camada de apatita na
superficie da poli (g-caprolactona) mantida em SBF por 24 horas apds o polimero ter sido
previamente tratado com NaOH,; em meio aquoso e dopado alternadamente com ions
calcio e fosfato. O composito resultante apatita-PCL exibiu osteocondutividade, boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade. ’

A superficie polimérica do PCL pode ser modificada com grupos funcionais que
induzam a nucleagdo da apatita a partir da imersao em SBF. Grupos funcionais como Si-
OH, Ti-OH, carboxila e carboxilato tém sido usados como grupos funcionais para
promover a mineralizag¢io a partir da deposicdo de apatita no polimero. '

O PCL também pode ser utilizado para a obtengdo de compositos a fim de obter
materiais que aliem propriedades biocompativeis e resisténcia mecanica. No sistema

hibrido PCL/silica o contetdo do polimero pode ser aumentado em até 80% sem redugdo
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do moédulo de elasticidade, mas com uma reducdo significativa da habilidade de
mineralizagdo. !

O polimero PCL tem sido utilizado para melhorar as propriedades mecanicas da
hidroxiapatita. Para se aliar as propriedades de osteocondutividade e bioatividade,
hidroxiapatita e PCL tém sido combinados para a obtencio do compoésito HA-PCL.

Tem-se observado na literatura que o PCL propicia a proliferacdo e diferenciagao
de fibroblastos e osteoblastos em cultura celular. '* A mais importante fungdo dos
osteoblastos ¢ a mineralizag¢do do tecido, que ¢ regulada por muitos fatores locais, entre os
quais as proteinas morfogenéticas do osso (BMP). As BMP tém a fun¢do de induzir a
diferenciagdo de células da linhagem osteoblastica e, portanto, aumentam o numero de
c¢lulas maduras e acentuam a funcdo de diferenciacdo dos osteoblastos. As BMP regulam
o crescimento e a diferenciacdo das linhagens celulares de condroblastos e osteoblastos “in
vitro”.

Arcabougos de PCL com fosfato de calcio provaram ser osteocondutores, bioativos
e atoxicos para células “in vitro”."* A observacdo de adesdo celular e colonizacdo do
arcabouco foram evidéncias de sua osteocondutividade. Ensaios “in vitro” sugerem que os
compdsitos PCL - fosfato de célcio sdo biocompativeis apresentando boa adesdo e
proliferacdo celular evidenciando osteocondutividade. '* A osteocondutividade, como ja
mencionado, ¢ a capacidade das células migrarem, aderirem e proliferarem-se dando

seqiiéncia a sintese da matriz 6ssea. '

4.3 Propriedades biodegradaveis da poli (e-caprolactona)

A biodegrabilidade deve ser um requisito para um material sintético que sera
utilizado no reparo dsseo, uma vez que a melhor maneira de se reparar um defeito 6sseo ¢
estimulando-se o proprio tecido ao auto-reparo. Para que ocorra uma substituicdo Ossea
ideal as propriedades mecénicas devem ser mantidas, ou seja, a degradagdao deve ocorrer
num ritmo no qual seja possivel que a regeneracdo Ossea possa formar um tecido com as
propriedades mecanicas mais proximas do tecido original. "'

A poli (e-caprolactona) ¢ um poliéster semicristalino alifatico dotado de uma
variedade de propriedades biocompativeis como atoxicidade e reabsor¢do apds periodo

apropriado de implantagio. > A taxa de biodegradagio da PCL pode variar
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consideravelmente de acordo com as condic¢des de sua sintese. O PCL e seus copolimeros
possuem excelentes propriedades quimicas e mecanicas que podem ser utilizadas para uma
variedade de aplicagdes biomédicas. ’

A principal peculiaridade deste polimero advém do seu mecanismo de
biodegradacao por hidrolise da ligagdao do éster e formacao de produtos de decomposi¢ao
que sdo intermediarios normais do metabolismo celular. Como ja foi citado anteriormente
a taxa de decomposi¢ao da PCL pode variar de acordo com a copolimerizagdo e com a sua
formulagdo.

Devido as suas baixas propriedades mecanicas, os compdsitos PCL - material
inorganico tém sido preparados para aplicagdes clinicas mais especificas. As caracteristicas
de biodegradagdo da PCL sdo ressaltadas quando este polimero estd associado em
compdsitos com cargas inorganicas, como ocorre com a silica hibrida. A PCL ¢, neste
caso, responsavel pela biodegrabilidade do sistema, portanto o controle da biodegradagao
dependera do contetido do polimero no sistema. Este controle, no entanto, implica na
determinag¢do de um compdsito PCL/silica bioativo e biodegradavel, ou seja, o controle do
conteudo do polimero ndo deve implicar em perda de bioatividade e propriedades
mecanicas que sejam significativas para a recuperagio do tecido biolégico. !

Considerando o composito PCL-Si, ¢ comprovado que a hidrofilicidade e a
biodegradabilidade podem ser atribuidas a fase silica e a fase polimérica, respectivamente.
Quando mantido em SBF este compdsito mostra a formagdo de uma camada de apatita de
baixa cristalinidade podendo-se produzir também camada de apatita semelhante ao osso.
Reafirma-se, portanto, a possibilidade de aplicar a PCL como substituto dsseo bioativo e
reabsorvivel. '°

De modo geral, os copolimeros do PCL possuem um tempo de reabsor¢do maior
que o poli(acido glicolico) (PGA). Tais copolimeros podem ser uteis para o projeto de
sistemas com tempo de reabsorcao modulados, uteis para longos ou curtos intervalos de
tempo para a regeneracao dssea.

Devido a combinacdo unica de biocompatibilidade, permeabilidade e
biodegrabilidade, os polimeros e copolimeros do PCL sdo aplicados na medicina
principalmente como sutura biodegradavel e proteses reabsorviveis. >'7!®

O PCL ¢ também utilizado na produ¢do de materiais microporosos € pinos para
reparos Osseos craniofaciais e maxilofaciais. Copolimeros em bloco de PCL-co-PGA
(monocryl®™) oferecem menor rigidez que o PGA puro para ser utilizado como material de

sutura (Figura 4). °
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Figura 4.4: Embalagem comercial do fio de sutura Monocryl' e sutura ap6s exodontia®®

Na odontologia a poli (g-caprolactona) ¢ base de um composto termoplastico
utilizado para obturacdo de canais radiculares no tratamento endoddntico oferecendo
estabilidade hidrolitica e grau de resisténcia ao corte superiores aos cones de guta percha
tradicionais.

Devido ao seu carater hidrofébico o PCL degrada mais lentamente permitindo a
liberagdo de farmacos que devem ser ativos ao longo do tempo. Estudos tém sido
realizados para encapsulamento de isoniazida, um agente microbiano, obtendo
microesferas e nanoesferas com baixa polidispersividade para aplicagdes em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos. '

Observa-se na literatura um aumento significativo de sistemas de liberagao
controlada de farmacos baseados no polimero PCL. Tais estudos apontam para um
aumento da eficacia terapéutica, reducdo da toxicidade e melhora do processo de
administracao ao paciente apresentando um avango terap€utico em questdes de seguranca e

comodidade.

4.4 Utilizacdo da poli (e-caprolactona) conjugada com agentes

antimicrobianos

A maior causa do fracasso de implante de materiais sintéticos no organismo
humano ¢ a rejei¢ao provocada pelo desenvolvimento de infecgdes sistémicas que podem

comprometer a saude geral do paciente e levar ao 6bito.
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Nao foi observada na literatura uma quantidade de trabalhos sobre PCL bioativo
quanto a atividade antimicrobiana. 2%

O desenvolvimento de um PCL bioativo com relagdo as suas propriedades
antimicrobianas pode contribuir significativamente para o desenvolvimento de proteses
implantaveis. Neste sentido, o PCL poderia atuar como um sistema de liberagdo controlada
de um agente bioativo com propriedades antimicrobianas, prevenindo a proliferagdo
bacteriana local.

Um principio ativo natural que nos chama a aten¢do do ponto de vista da quimica

farmacéutica ¢ o eugenol. O eugenol possui a estrutura quimica de um fenol, um

antisséptico classico cujo uso na pratica clinica remonta ha pelo menos 1 século.
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4.5 Consideracoes finais

As publicagdes cientificas da tltima década evidenciam um interesse crescente pelo
polimero poli(e-caprolactona). A poli (e-caprolactona) surgiu recentemente como um
polimero adequado para uso na engenharia de tecidos bioldgicos pela combinacdo de sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecanicas satisfatorias para
utilizacdo como arcabougo em enxertos 0Sscos.

A biodegradacdo da PCL por hidrolise resulta em subprodutos que sao
intermediarios normais do metabolismo celular, por isso pode ser utilizada em aplicagdes
biomédicas como suturas biodegradaveis, proteses reabsorviveis e sistemas de liberacao
controlada de fairmacos. O carater hidrofobico leva a uma degradacdo lenta, ideal para o
projeto de sistemas de liberagao controlada de compostos que devem permanecer bioativos
por longos periodos, além de favorecer a osseointegracao.

Alguns compositos baseados no polimero PCL sdo apontados na literatura com o
intuito de otimizar as propriedades mecanicas e biocompativeis associando o polimero
biodegradavel com silica, hidroxiapatita ou fosfato de calcio.

A associagdo das caracteristicas fisico-quimicas proprias da poli(e-caprolactona)
com agentes antimicrobianos incorporados poderia maximizar seu uso em aplicacdes
biomédicas solucionando problemas relacionados a ocorréncia de infecgdes. Neste trabalho
procuramos associar as ja conhecidas propriedades biocompativeis do PCL e as vantagens
de seu uso em implantes bioldgicos a um agente microbiano, a fim de apresentar uma
alternativa para tratamentos de lesdes ou defeitos do tecido dsseo. O agente antimicrobiano
selecionado neste trabalho foi o fitoterapico eugenol. Uma discussdo sobre a origem ¢ as

propriedades bioativas deste composto € assunto do proximo capitulo.

80



4.6 Referéncias

[1]SAAD, B.; NEUENSCHWANDER, P.; UHLSCHMID, G.K.; SUTER, U.W. New
versatile, elastomeric, degradable polymeric materials for medicine. Int. J. Biol.
Macromol., v. 25, p. 293-301, 1999.

[2]HE, F.; LL,S.; GARREAU, H.; VERT ,M.; ZHUO, R. Enzyme-catalyzed polymerization
and degradation of copolyesters of e-caprolactone and y-butyrolactone. Polym, v.46, p.
12682-12688, 2005.

[3IMARCILLA, R.; GEUS, M.; MECERREYS, D. ; DUXBURY, C.J.; KONING, C.E;
HEISE, A. Enzymatic polyester synthesis in ionic liquids . Eur. Polym. J., v.42, p.
1215-1221, 2006.

[4]PEREZ, Y.; HIERRO, I.; SIERRA, 1.; GOMEZ-SAL, P.; FAJARDO, M.; OTERO, A.
Polymerization of e-caprolactone using bulky alkoxo-titanium complexes and
structural analysis of [Ti(OBorneoxo),Cly(thf),]. J. Organ. Chem., v.691, p.3053-
3059, 2006.

[SJCHEN, M.Z.; SUN, H.M.; LI, W.F.; WANG, Z.G.; SHEN, Q.; ZHANG, Y. Synthesis,
structure of functionalized N-heterocyclic carbene complexes of Fe(Il) and their
catalytic activity for ring-opening polymerization of e-caprolactone. J. Organ. Chem.,
v.691, p.2489-2494, 2006.

[6]Glossario de termos basicos em ciéncia dos polimeros, [UPAC International Union of
Pure an Applied Chemistry, 1996, http://www.iq.ufrgs.br/solid/glossario.doc. Acesso
em novembro de 2005.

[7IO0YANE,A.; UCHIDA,M.; CHOONG,C.; TRIFFITT,J.; JONES,J.; ITO,A. Simple
surface modification of poly(e-caprolactone) for apatite deposition from simulated
body fluid. Biomaterials, article in press, setembro 2004.

[S]DE QUEIROZ, A. A. A.; FRANCA, E. J.; ABRAHAM, G. A.; ROMAN, J. S. Ring-
opening polymerization of e-caprolactone by iodine charge-transfer complex. J.
Polym. Sci. B: Polym. Phys. v.40 p. 714, 2002.

[9]Polimeros  biodegradables  com  aplicaciones en  suturas  quirurgicas
bibliotecnica.upc.es/PFC/arxius/migrats/34111-4.pdf

[IOINOTTELET, B.; COUDANE, J.; VERT, M. Synthesis of an X-ray opaque
biodegradable copolyester by chemical modification of poly (e-caprolactone).

Biomaterials, v.27, p.4948-4954, 2006.

81



[11]JRHEE,S.H. Bone-like apatite-forming ability and mechanical properties of poly(e-
caprolactone)/silica hybrid as a function of poly(e-caprolactone) content. Biomaterials,
v.25, p.1167-1175, 2004.

[12]JKOKUBO, T.; KUSHITANI, H.; SAKKA, S.; KITSUGI, T.; YAMAMURO, Y.
Solutions able to reproduce in vivo surface structure changes in bioactive glass-
ceramic:A-W?, J. Biom. Mat. Research v.24, p.721-734, 1990.

[13]KIM, H.W.; KNOWLES,J.C.; KIM, H.E. Hydroxyapatite poly (e-caprolactone)
composite coatings on hydroxyapatite porous bone scaffold for drug delivery.
Biomaterials, v.25 p. 1279-1287, 2004.

[14]RALB.; TEOH,S.H.; HO,K.H.; HUTMACHER,D.W., CAO,T.; CHEN, F.;YACOB,K.
The effect of rhBMP-2 on canine osteoblasts seeded onto 3D bioactive
polycaprolactone scaffolds. Biomaterials, v.25 p.5499-5506, 2004.

[15]RHEE,S.H,, CHOLJ.Y., KIM,H.M. Preparation of a bioactive and degradable poly(e-
caprolactone)/silica hybrid through a sol-gel method. Biomaterials, v.23 p.4915-4921,
2002.

[16]KLOSS, J.R.; DE TONI, F.; SILVA, M.R.X.; AKCELRUD, L.; OLIVEIRA, A.F.C;
ZAWADZKI, S.F. Avaliacio da morfologia de poliuretanos a base de PCL,
disponivel em www.sbq.org.br/ranteriores/23/resumos/1426. Acesso em novembro de
2005.

[I7]CYRAS, V.P. Relacion estructura, propriedades y procesiamento del material
compuesto biodegradabile obtenido a partir de policaprolactona/almidon y fibra
sisal, Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de Materiales, Universidad
nacional de Mar Del Plata, tese de doutorado em Ciencia dos Materiais, junho/2001,
disponivel em www.materiales-sam.org.br. Acesso em novembro de 2005.

[I8]BAMONTE, E.; OLAZAR, L. La era de los polimeros, disponible em
www.cnba.uba.ar/acad/quimica/act 5/10%20polimeros.pdf. Acesso em novembro de
2005.

[19]Endocenter, material médico e hospitalar, disponivel em
http://www.endocenterpe.com.br/ethicon.html. Acesso em fevereiro de 2006.

[20]Ridge augmentation with a folded acellular dermal matrix allograft : a case report ,
disponivel em  http://www.thejcdp.com/issue007/fowler/05fowler.htm. Acesso em
novembro de 2005.

82



[21]OLIVEIRA, A.F.; DURAN, N. Encapsulacao de isoniazida em micro e nanoesferas
de poli(e-caprolactona), disponivel em www.prp.unicamp.br/pibic/xcongresso/
pdfN/131.pdf - Resultado Adicional. Acesso em novebro de 2005.

[22]D. S. Jones, J. Djokic, S. P. Gorman The resistance of polyvinylpyrrolidone—lodine—
poly(&-caprolactone) blends to adherence of Escherichia coli
Biomaterials,v.26(14),p.2013-2020,2005.

[23]D. S. Jones, J. Djokic, C. P. McCoy, S. P. Gorman Poly(#-caprolactone) and poly(e-
caprolactone)-polyvinylpyrrolidone-iodine  blends as  ureteral  biomaterials:
characterisation of  mechanical and surface properties, degradation and
resistance to encrustation in vitro Biomaterials,v.23(23), p.4449-4458, 2002.

[24]H. Lboutounne, J.Chaulet, C. Ploton, F. Falson , F. Pirot Sustained ex vivo skin
antiseptic activity of chlorhexidine in poly(e-caprolactone) nanocapsule encapsulated
form and as a digluconate J. Control. Release, v. 82 (2-3), p. 319-334, 2002.

[25]G. L. Y. Woo, M. W. Mittelman J. P. Santerre Synthesis and characterization of a
novel biodegradable antimicrobial polymer, Biomaterials, v. 21 (12), p. 1235-1246,
2000.

83



5. EUGENOL : OBTENCAO E APLICACOES

5.1 Historico sobre a utilizacao do eugenol

As especiarias tiveram um papel importante na historia. Pelo seu valor, ja foram
moeda de troca; hoje sdo reconhecidas pelas suas propriedades curativas. A palavra
"especiaria" deriva do latim species, que significa "frutos da terra". Mesmo tendo sido um
condimento essencialmente alimentar, hoje também sdo conhecidas as suas aplicagdes
terapéuticas. .

O cravo-da-india (Canyophillus aromaticus) é uma planta originaria das Ilhas
Molucas (ou Malucas, do malaico Maluku) e foi uma das primeiras especiarias a ser
comercializada.

As ilhas Molucas sdo um arquipélago de ilhas vulcanicas que fazem parte da
Indonésia, localizado entre os Celebes ¢ a Nova Guiné (Figura 1). E limitado ao sul pelo
Mar de Arafura, a oeste pelos Mares de Bauda e das Molucas, ao norte pelo Mar das
Filipinas e a noroeste pelo Mar das Celebes. Estas ilhas eram conhecidas no século XVI

como Ilhas das Especiarias e uma delas foi invadida em 1511 por Afonso de Albuquerque.
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Figura 5.1: Localizagdo geografica das Ilhas Molucas. '
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O cravo-da-india foi uma das especiarias mais valorizadas no mercado do inicio do
século XVI, sendo um quilograma de cravo equivalente a 7 gramas de ouro. O cravo
(Figura 2) ¢ o botao floral seco, contendo cerca de 15% de 6leo essencial cujo principal
componente ¢ o eugenol, dai seu odor caracteristico.

No século XVI, quando chegaram as Ilhas Molucas, os portugueses imediatamente
dominaram as plantagdes, destruindo aquelas que n3o podiam vigiar de perto. Esse
monopdlio fez com que o prego do cravo-da-india no mercado ficasse muito alto.

Os holandeses que sucederam aos portugueses agiram da mesma forma e ganharam
o monopolio ao destruir todos os craveiros-da-india, exceto aqueles que cresciam em uma
ilha de sua propriedade denominada Aubon. Finalmente, a Franga rompeu o monopdlio e,
no comego do século XIX, a planta ja era cultivada em grandes plantagdes em muitas
regides tropicais. No Brasil, o cravo-da-india ¢ cultivado principalmente no nordeste, com
destaque para a Bahia.

O oleo do cravo-da-india ¢ usado hd muito tempo no Ocidente devido as suas
propriedades anestésicas e antibacterianas locais, que provém do seu o6leo volatil: o

eugenol.

Figura 5.2: Cravo-da-india comercializado (A) e botdes floriferos do cravo (B). *

O eugenol (Eg) (4-alil-2-metoxifenol) € um composto fenolico cuja concentragdo
no oleo essencial do cravo chega a 95%. Esse oleo volatil € obtido através da destilacao
por arraste de vapor dos botdes floriferos e pedunculos florais do cravo da familia das

mirtaceas. >
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O eugenol ¢ um composto fenolico que tem como isémero o isoeugenol, no qual a
dupla ligagdo migra para uma posicdo conjugada com o anel benzénico (Figura 3). Os
produtos dessa reagdo tém aplicacdes farmacéuticas e cosméticas em uma variedade de

.~ . A . 4
composicdes florais para fragrancias.

HO~__ = / HO ‘“\ HO = =
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Figura 5.3: Isdmeros do eugenol.

A obtengdo de isdmeros do eugenol ¢ geralmente conduzida em meio homogéneo
usando KOH em solugdes alcoodlicas a altas temperaturas, NaOH, KF, compostos contendo
Mg, Ni, Co, Cu, Zn combinados a Al, Fe, Cr, V, La. Alguns métodos podem ser utilizados
para sintese de isdmeros do eugenol, tais como: precipitagdo seqiiencial, co-precipitagdo,
adicdo reversa e adigdo instantdnea. A sintese por co-precipitagdo mostrou melhor
conversdo e formagdo apenas de isdmeros CiS ¢ trans com maior propor¢do em volume

trans/cis. A Figura 4 ilustra a isomerizago do eugenol na presenga de MgAl*
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Figura 5.4: Condugdo da reagdo de isomerizagao do eugenol.

86



Eugenol e isoeugenol pertencem a familia do fenol e exibem atividade
antimicrobiana e antioxidante. Por terem ocorréncia natural levam vantagem em relagdo
aos antioxidantes sintéticos no tocante a toxicidade, que embora existente ¢ menos lesiva
aos tecidos do que os produtos sintéticos. O eugenol e seus isomeros sdo conhecidos por
inibirem radicais livres mediadores da peroxidagdo lipidica através de seus radicais
fenoblicos.

Uma das propriedades atribuidas ao eugenol ¢ o alivio da dor de origem dentéaria.
Trata-se de um bloqueador da condugdo nervosa que, em baixas concentragdes, ¢ capaz de
reduzir a transmissdo sindptica neuromuscular. Varios estudos concluiram que o eugenol
inibe a ciclooxigenase, inibindo a sintese das prostaglandinas e favorecendo o efeito
analgésico e anestésico. °

Baixas concentragdes de eugenol inibem a atividade nervosa de modo reversivel,
atuando como um anestésico local. No entanto, a exposicdo a altas concentra¢des (107 a
107 mol/L ) de eugenol bloqueia irreversivelmente a condugio nervosa indicando um
efeito neurotoxico. °

Tendo o 6leo essencial de cravo propriedades analgésicas e antissépticas, pode ser
utilizado para anestesiar a dor de origem dentaria apenas temporariamente, pois ndo age
sobre a carie podendo causar necrose se utilizado isoladamente. Portanto, o eugenol ¢
medida paliativa para anestesiar a dor de dente por algumas horas. Deve ser evitado seu
uso interno por ser irritante para as mucosas € deve ser evitado também em feridas
expostas por ser alergénico.’

Trabalhos na literatura apontam que o eugenol também tem propriedades
antissépticas, de estimulante cardiaco, circulatorio, digestivo, respiratério e anti-
espamodico.’

Diluido em o6leo vegetal a concentragdo de até 1% (até 12 gotas do 6leo essencial
para 30mL de oleo vegetal) pode ser usado como o6leo de massagem para dores
musculares, artrites e reumatismo.

O ¢leo essencial de cravo pode ser usado juntamente com outros oleos essenciais
para inalag@o no caso de gripes e resfriados sendo indicada a proporc¢ao de 3 gotas de 6leo
de cravo, 2 de eucalipto e 1 gota de alfazema para um litro de 4gua. °

O eugenol ¢é utilizado na odontologia em reagio com o Oxido de Zinco, em varios
procedimentos dentérios, tais como:

v Forramento (protegido do complexo dentina-polpa) em restauragdes profundas

v Curativo auxiliar da recuperacdo da polpa inflamada
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v Restauragdes provisorias

\

Obturacgao de canais radiculares

v' Agente de cimentagio temporaria ou permanente de incrustagdes, coroas ou protese
fixa.

v' Cimentos cirurgicos

v" Pasta para moldagem de protese total

v" Curativos em alvéolos

Figura 5.5: Embalagem comercial do pd de 6xido de zinco e eugenol

A mistura de 6xido de zinco e eugenol (Figura 5) proporciona facil manipulagao,
inser¢do e remogao, apresentando boa resisténcia a compressio. E também o curativo ideal
nas hiperemias pulpares e pulpites devido as suas qualidades analgésicas e antissépticas.
Associado a guta percha, material termopléstico composto predominantemente por uma
resina vegetal, ¢ utilizado para obturacdo dos canais radiculares (Figura 6). ®

A hiperemia pulpar ¢ uma inflamagdo reversivel que representa a reagdo a um

agente agressor.Quando ndo ha a remog¢do do agente causal, a inflama¢ao evolui para um

quadro irreversivel, a pulpite, que requer a remog¢ao da polpa (pulpectomia).
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Figura 5.6: Cones de guta percha, de diferentes diametros, para obturagdo dos canais

radiculares.

Os cimentos baseados no 6xido de zinco e eugenol sdo os seladores de canal
radicular mais comumente utilizados.

O eugenol ¢ fracamente ionizavel e sua reagao com o 6xido de zinco ¢ uma classica
reacdo acido-base resultando na formagao do sal e eugenolato de zinco. ?

O cimento de 6xido de zinco e eugenol consiste em granulos de 6xido de zinco em
uma matriz de eugenolato de zinco com unidades ligadas por forcas de Van der Waals e
interagdes entre as particulas, tratando-se de um cimento mecanicamente fragil. Quando
em contato com o meio aquoso (a saliva, por exemplo) ocorre a hidrolise do eugenolato de
zinco resultando na liberagio de eugenol e hidréxido de zinco. ®

A liberagdo do eugenol ndo ¢ essencialmente afetada pela propor¢do péd/liquido do
cimento, mas sim pela espessura da dentina remanescente entre a camara pulpar e a
cavidade que recebeu o cimento. A difusdao do eugenol da dentina ¢ dependente ainda da
quantidade de cdlcio presente e na ligagdo entre o eugenol e a matriz organica da dentina,
principalmente o coldgeno. Estudos t€ém revelado que as concentragdes de eugenol que se
difundem pela dentina nio possuem toxicidade. °

Muitas pesquisas nos ultimos anos tém revelado que o eugenol pode reduzir o risco
de canceres especificos. Derivados fitoquimicos de frutas e vegetais referidos como

. . 1 . ..
agentes preventivos incluem o eugenol. ' Tais compostos mostraram suprimir a
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proliferacdo de células cancerigenas além de inibir fatores de crescimento, induzir
apoptose, inibir angiogénese, suprimir a expressao de proteinas anti-apoptdticas e inibi¢ao
da ciclo-oxigenase 2. °

Estes agentes quimiopreventivos t€ém recentemente sido estudados em medicina
alternativa para reverter a resisténcia quimica e radiologica em pacientes submetidos a
tratamentos contra o cancer tendo potencial para serem usados como adjuntos na terapia
desta doenca. Apesar de sua corrente utilizagdo, o eugenol pode acarretar, quando
utilizado em altas concentracdes, em diferentes tipos de toxicidade, como danos diretos aos
tecidos, dermatites, reagdes alérgicas e disfungdes hepaticas. A severidade do dano ¢
proporcional ao tempo de exposicao, dose e concentracao do fenol. O eugenol puro ou em
concentragdes superiores a 10*mol/L inibe a migragio celular ¢ modifica a sintese das
prostaglandinas afetando a respira¢do celular, atividade mitocondrial e alteracdo da

atividade enzimatica da membrana celular. °

5.2 Atividade antimicrobiana do eugenol

E fato bem conhecido na literatura que os oleos essenciais obtidos de materiais
vegetais (flores, botdes, sementes, galhos, cascas, ervas, madeiras, frutas e raizes) possuem
atividade antibacteriana. O eugenol ¢ um composto fendlico que tem mostrado atividade
bactericida na medida em que inibe a respiragdo e divisdo celular. Neste caso, a parede
celular bacteriana ¢ desnaturada pela presenga do proton que causa a lise bacteriana. °

O eugenol ¢ tido como o componente dos dleos essenciais que melhor reduz a
atividade bacteriana, inibindo dessa forma o crescimento de Staphylococcus sp.,
Micrococcus sp. , Bacillus sp. , Enterobacter sp. por mais de 30 dias.*"!

Um possivel mecanismo da atividade antimicrobiana do copolimero PCl-co-Eg ¢

ilustrado na Figura 7.
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Figura 5.7: Mecanismos da atividade antimicrobiana do eugenol (A) e ioniza¢do do

copolimero PCL-co-Eg com liberacao do proton (B).
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Nos ultimos anos o governo brasileiro tem aumentado o interesse por produtos
bioativos de origem natural, devido as duvidas em relacdo a seguranca dos produtos
sintéticos. Atualmente sdo conhecidos mais de 300 dleos essenciais dos quais a maior parte
¢ utilizada em escala comercial nas dareas de cosméticos, perfumes, fitoterapia,
condimentos e nutricdo devido as suas propriedades antibacteriana, antimicotica,
antiparasitaria, antiséptico, inseticida, entre outras.

O eugenol é um o6leo volatil da Mirtacea arborea Canyiophyllus aromaticus cujas
propriedades antibacterianas, antimicrobianas, inibicdo inflamatoria, anestésica,
antioxidante ja estdo consolidadas pela literatura. '

Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos representam
um desafio no desenvolvimento de materiais implantaveis, ¢ notéria a necessidade de se
encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no
combate a esses microorganismos.

O Brasil ¢ atualmente um grande exportador de eugenol. No entanto, o pais ndo
utiliza este principio bioativo em quimica fina para a producdo de materiais destinados a
area médica.

E fato reconhecido que as plantas medicinais sdo a base para o desenvolvimento de
fitomedicamentos ou obtencdo de produtos com elevado potencial de mercado e valor
agregado.

Atualmente, avangos na area de biotecnologia tém permitido a bioprospeccao de
genes ¢ de novas moléculas que aumentaram o interesse da industria farmacéutica pela
nossa flora medicinal.

Estima-se que 2/3 da diversidade bioldgica mundial esteja nas zonas tropicais,
sendo representada no Brasil por aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores.
O processo de colonizagdo trouxe ao pais muitas espécies utilizadas pelos europeus e
africanos que somados ao conhecimento tradicional de nossas populacdes indigenas
tornaram o Brasil um pais privilegiado quanto a utilizacdo de plantas medicinais.

A exploracdo do eugenol para a sintese de polimeros bioativos com relagao as suas
propriedades antimicrobianas e biodegradaveis representam um desafio inicial para este

grupo de pesquisa: a producdo de fitopolimeros bioativos.
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5.3 Consideracoes finais

A busca por produtos bioativos naturais para substituicdo de produtos sintéticos nas
areas médica e farmacoldgica ¢ uma tendéncia da ciéncia atual. No Brasil, a riqueza em
plantas medicinais ¢ vantajosa nesse aspecto tornando vidvel no futuro a producgdo de
produtos bioativos naturais em escala comercial ¢ minimizando os efeitos indesejados
inerentes ao uso de produtos sintéticos no organismo.

O eugenol ¢ um importante e reconhecido agente antimicrobiano extraido do cravo-
da-india que possui propriedades de analgesia e qualidades antibacterianas. Por tratar-se de
um composto fenolico, a liberagdo de protons de sua estrutura desnatura a parede celular
bacteriana causando a morte do microrganismo.

Na odontologia o eugenol ¢ amplamente utilizado na pratica clinica em
restauragdes provisorias, curativos, obturagdes dos canais radiculares e agente de
cimentacdo. Em baixas concentragdes atua de forma reversivel na percepcao da sensagao
de dor e ndo apresenta risco de toxicidade ao organismo humano.

Suas caracteristicas antimicrobianas o tornam um importante farmaco de escolha
para ser associado a polimeros para sistemas de libera¢do controlada, podendo ser utilizado
em reparos Osseos minimizando o risco de ocorréncia de infeccdes em materiais
implantados.

Neste trabalho, propomos a utilizacdo do eugenol como principio bioativo em
associacdo a poli(e-caprolactona) a fim de reduzir a ocorréncia de infec¢do apds a
implantacdo do material no organismo bioldgico levando em consideracdo as propriedades
antimicrobianas do composto fendlico, bastante reconhecidas e ja sedimentadas na pratica

odontologica.
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6. EXPERIMENTAL

6.1 Sintese do copolimero PCL-co-Eg.

O copolimero poli (e-caprolactona-co-eugenol) (PCL-co-Eg) foi sintetizado através
da polimerizacdo induzida por reacdo de complexo de transferéncia de carga (CTC)
conforme trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa anteriormente. ' O mondmero &-
caprolactona (Aldrich Co) foi adicionado ao reator de polimerizagdo na concentracdo de
10-20 mM. Eugenol (Néon Co) foi adicionado ao sistema contendo a e-caprolactona no
intervalo de concentracdes de 1mM a 3mM. Apods homogeneizagdo, iodo ressublimado
(Quimesp Ltda) foi adicionado ao sistema reacional no intervalo de concentragdes de 0,20-
0,60 mM. A reacdo de polimerizagdo foi conduzida isotermicamente por 8 horas em
atmosfera ambiente sendo interrompida pela adicdo de etanol para precipitagdo do
copolimero resultante, PCL-co-Eg.

O 1odo residual foi removido do copolimero apds tratamento com solugdo de
tiossulfato de sddio (Na,S,03, Merck) 1M e agitacdo constante por 24 horas a temperatura

ambiente (25°C) O iodo livre (I,) reage com a solugdo de Na,S,0; segundo a reagio: >
Na28203 + Iz - > 2 Nal + NaZS4O6

O copolimero PCL-co-Eg foi entdo lavado com agua destilada e deionizada para
remocdo do Nal e Na,S4O¢, desidratado em etanol e seco sob viacuo a temperatura
ambiente até atingir peso constante.

O copolimero resultante foi caracterizado por técnicas fisico-quimicas e
bioquimicas. As técnicas fisico-quimicas envolveram a espectroscopia eletronica UV/Vis,
microscopia eletronica de varredura (MEV), a ressonancia magnética nuclear de protons
("H-RMN), analise térmica (calorimetria exploratoria diferencial - DSC) e a cromatografia

de permeacao em gel (GPC).
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Figura. 6.1: Espectrofotometro UV/Vis Cary 50 utilizado na caracterizagdo do sistema

e-CL:I, e Eg-1,

A composicao de Eg no copolimero foi estudada por ressonancia magnética nuclear
de protons (‘H-RMN, Bruker 200 MHz). O solvente utilizado para as amostras foi o
cloroférmio deuterado.

O copolimero obtido foi caracterizado quanto a distribui¢ao de peso molecular por
cromatografia de permeag¢dao em gel em HPLC da Waters modelo 510. Na andlise por
GPC, o solvente THF foi utilizado como eluente (fluxo 1,0 mL.min™', pressdo 550 psi). A
curva de calibracdo foi determinada com polietileno glicol (PEG) de pesos moleculares
194, 960, 4250, 18.600, 64.700 e 450.000 g.mol”', respectivamente. >~ O sistema analitico
consistiu de um cromatografo HPLC-510 da Waters equipado com detector 2414 (indice
de refracdo). Foram utilizadas colunas de Plgel acopladas em série (10* A +10° A + 10% A,
tamanho da particula =5pum). O volume de injecdo da amostra foi de 20uL. A aquisi¢do e
tratamento dos dados cromatograficos foram efetuados com software SW da Waters
Breeze 3.3. A empresa Petroquimica Unido /SP gentilmente realizou as andlises por
GPC.?

As caracteristicas térmicas do copolimero foram estudadas através da andlise
térmica (Metler TA 4000).

A microestrutura do copolimero com relacdo a morfologia dos pos obtidos foi
estudada através da microscopia eletronica de varredura (MEV, JEOL)

Os principios fundamentais envolvidos em cada técnica de caracterizagdo fisico-

quimica sdo discutidos a seguir.
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6.2 Caracterizacao Fisico-Quimica

6.2.1 Cromatografia de Permeaciao em gel

A cromatografia é uma técnica da quimica analitica utilizada para a separagao de
misturas e substancias baseada no principio da adsorcao seletiva. Esta técnica foi
descoberta em 1906 pelo botanico Mikahail Tswett, mas passou a ser amplamente utilizada
apos a década de 30.° A descoberta da técnica se deu quando Tswett obteve clorofilas
(pigmentos encontrados em plantas) adicionando um extrato de folhas verdes em éter de
petréleo sobre uma coluna com carbonato de calcio em p6é em um tubo de vidro vertical.
Os componentes individuais da mistura migraram para baixo enquanto a solugdo percolou
pela coluna, esses componentes migraram em diferentes taxas de velocidade resultando
numa marcagio em gradientes horizontais de cores ao longo da coluna. °

A cromatografia tornou-se entdo um método de separagdo fisico no qual os
componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma estacionaria e outra
movel. A cromatografia ocorre como resultado de processos repetidos de adsorg¢ao e
desor¢do durante o0 movimento dos componentes da amostra ao longo da fase estacionaria,
e a separagdo ¢ devida a diferenca de constantes de distribuicdo de cada um dos
componentes da amostra. A distingdo entre os principais métodos cromatograficos ¢ feita
em termos das propriedades da fase movel.

Na cromatografia de permeacdo em gel (GPC) a separagdo de diferentes
moléculas em solucdo ¢ realizada com base na diferenca do seu tamanho efetivo ou
volume hidro-dindmico (Figura 2). A separagdo ocorre com a inje¢ao da solugdo em fluxo
continuo de solvente que passa por géis altamente porosos. O fendmeno ocorre porque as
moléculas com pesos moleculares menores entrardo nos poros menores mais facilmente,
enquanto as maiores precisardo de menor tempo de elui¢do para percorrer a coluna. Essa

técnica ¢ utilizada principalmente para a determinagio do peso molecular do polimero. ’
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Figura 6.2: Fundamento da técnica de GPC. ®

A técnica GPC tem sido utilizada como uma técnica relativamente rapida e
segura para determinar a distribuicio de massa molar (MWD) de polimeros. No
equipamento de GPC, em geral, os padrdes sdo escolhidos tendo em vista o polimero a ser
analisado. Foi observado por Grubisic et al. que a separagdo por cromatografia era devida
ao volume hidrodindmico das macromoléculas ¢ demonstrou-se a existéncia de uma
correlacdo linear entre o volume de eluicdo de diferentes polimeros e o logaritmo do
volume hidrodindmico viscosimétrico M[n], onde M é massa molar e [n] ¢ a viscosidade
intrinseca, independente da composi¢io quimica ou arquitetura do polimero em estudo. °

A determinacdo do peso molecular do copolimero PCL-co-Eg foi efetuada em

um equipamento GPC da Waters modelo 510, conforme ilustra a Figura. 3.
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Figura 6.3: Equipamento para cromatografia de permeacdo em gel (GPC) Waters, modelo
510 utilizado neste trabalho. O equipamento pertence a Petroquimica Unido/

SP.

6.2.2 Ressonincia Magnética Nuclear de Prétons (‘H-RMN) '*'?

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ reconhecidamente a
técnica mais importante para a investigacdo a nivel molecular, permitindo obter
informacdo estrutural e dindmica para qualquer estado da matéria. Em particular ¢ um
método decisivo na determinacdo de estruturas tridimensionais de moléculas no estado
liquido. A RMN ocupa, igualmente, um lugar de destaque no campo da analise qualitativa
e quantitativa e sua aplicacdo estende-se desde a analise de componentes em produtos
alimenticios até a analise de fluidos biologicos e metabolitos em tecidos e 6rgdos de seres
vivos, de modo ndo invasivo e ndo destrutivo. A caracterizagdo espacial do sinal de RMN
da dgua (juntamente com o desenvolvimento acelerado das capacidades de computacao)
permitiu, também, um grande desenvolvimento da imagem por ressonancia magnética,
hoje uma das técnicas fundamentais em medicina e noutras areas.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € o estudo de transi¢des entre os niveis de
energia do nucleo quando colocado em um campo magnético. O nucleo do atomo ¢
constituido de prétons e néutrons O principio da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) se baseia no fato de que nicleos com numero impar de protons, néutrons
ou ambos terdo um spin nuclear intrinseco, isto é; tem momento angular. A Tabela 1

apresenta alguns dos is6topos que possuem espectro de RMN.
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Tabela 6.1: Nuimero quantico de spin para alguns nicleos atdomicos.

Numero de Numero de Numero Quantico de
Exemplos
Proétons Néutrons Spin
Par Par 0 ¢, °0, s
impar Par 1/2 'H, PF,°'p
’ ’ Mg 33¢y,
Impar Impar 372 o
Par fmpar 1/2 Bc
Par Impar 3/2 1271
Par [mpar 5/2 el
Impar fmpar 1 °H, “N

Quando elementos com nimero quantico de spin, como o hidrogénio, sdo expostos
a um campo magnético estatico, forte e homogéneo, os nicleos dos 4&tomos se comportam
como magnetos e seus Spins se alinham na dire¢do do campo aplicado (Figura 4).

Rigorosamente, nlicleos ndo apresentam spin, mas sim momento angular (excegao
feita somente ao nucleo do is6topo 1 do hidrogénio, que é constituido de um tinico préton).
Embora o spin possa ser considerado um momento angular, por terem ambos as mesmas
unidades e serem tratados por um formalismo matematico e fisico semelhante, nem sempre
0 oposto ocorre. O spin ¢ intrinseco, ao passo que objetos compostos tém momento angular
extrinseco. Contudo, motivos historicos levaram a esse abuso de linguagem, tolerado em
textos nao rigorosos. Um motivo a mais de complicagdo ¢ o fato de que a moderna fisica
de particulas e campos considera que certas particulas, antes pensadas como elementares
(e, portanto possuindo spin), sejam compostas (proton e néutron compostos de quarks).
Assim, fica um tanto impreciso o limite entre os casos onde se deva usar o termo spin e 0s

casos onde se deva usar o termo momento angular.
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CAMPO MAGNETICO FORTE
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Figura 6.4: O efeito de um campo magnético externo sobre o nticleo do hidrogénio.

O alinhamento dos spins dos nucleos pode ser perturbado por um pulso curto de
ondas de radio (RF) que serve para tirar os spins do nucleo de sua orientagdo paralela ao
campo magnético e para fornecer a energia necessaria para movimentos do tipo giroscopio
dos spins dos nucleos, denominados de precessdo. Quando o pulso de RF ¢ retirado, o
nucleo tende a voltar para sua situagao original e, assim fazendo, libera energia em forma
de ondas de radio. A freqiliéncia dessas ondas de radio ¢ distinta para diferentes espécies de
atomos, assim como para um dado 4atomo em diferentes meios quimicos ou fisicos.
Portanto, os nucleos ressonantes tornam-se transmissores de ondas de radio com
freqii€ncias caracteristicas e revelam sua presenca no polimero pelos seus sinais RF.

Uma carga girando como a de um nucleo 'H; gera um campo magnético que tem
um momento magnético a ele associado. Tal nucleo pode ser considerado como a barra de
um ima. Quando um campo magnético externo (H,) ¢ aplicado, o nucleo tenta alinhar seu
momento magnético ao longo da direcdo do campo. O nliimero quantico de spin do nucleo
¢ designado por I, havendo 2I + I orienta¢des e correspondentes niveis de energia possiveis
para um nticleo magnético relativo ao campo externo.

Um préton de 'H; tem um numero quintico de spin de %; tendo portanto 2
orientagdes possiveis, paralelo e antiparalelo ao campo magnético externo. Na auséncia de
um campo magnético, cada proton tem a mesma energia nuclear de spin e os spins sdo

orientados em diregdes cadticas. Na presenga de um campo magnético, os spins do proton
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sao alinhados paralelos ou antiparalelos ao campo ¢ a diferencga de energia entre estas duas

orientagdes (AE) € proporcional a intensidade do campo m