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RESUMO

Considerando o grande avanco na area dos biomateriais, mais especificamente na engenharia
tecidual, juntamente com a possivel acdo antimicrobiana e anti-inflamatéria da quitosana, no
presente trabalho, esponjas a base de quitosana e de blendas poliméricas de
quitosana/policaprolactona (PCL) foram sintetizadas e caracterizadas, com o objetivo de analisar
sua bioatividade em ensaios biologicos, visando aplicacdo no tratamento de infec¢Bes orais. O
preparo das solucdes de quitosana e PCL foram feitos separadamente, com posterior mistura das
solucdes em diferentes proporcdes volume/volume (v/v) de quitosana e PCL: 100% quitosana
(quitosana pura), 75% de quitosana e 25% de PCL (75/25); 50% de quitosana e 50% de PCL
(50/50), para entdo aplicacdo da técnica de freeze-drying resultando na formagdo da estrutura
esponjosa. Para caracterizar as amostras, foram utilizados o aspecto visual, o Calorimetro
Exploratorio Diferencial (DSC), a Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) e o Potencial Zeta. As esponjas formadas apenas por quitosana pura apresentaram uma
maior densidade e flexibilidade do que as blendas. Os ensaios referentes a composicdo e
comportamento térmico, além de comprovarem a presenca da quitosana e do PCL na esponja,
indicaram uma boa estabilidade térmica, capacitando-as para uso nas temperaturas encontradas
na cavidade oral. Na analise do Potencial Zeta observou-se um comportamento catidnico das
amostras, caracteristico da quitosana, que futuramente beneficiard o contato com 0s varios

componentes presentes na cavidade oral que possuem carater aniénico.

Palavras-chave: quitosana, policaprolactona, biomateriais, infeccdes;
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1. Introducao

Atualmente é bem estabelecido que diversas doencas infecciosas que acometem a cavidade
oral apresentam na resposta do hospedeiro um importante componente da destrui¢do dos tecidos
orais (DEAS et al., 2003).

Dessa forma, a modulacdo da resposta inflamatdria aliada a eliminacdo da microbiota
patogénica, seja esta relacionada a doenca periodontal, cérie, infeccdes pulpares, candidose oral,
seria interessante como aliado a terapia convencional. Neste contexto, um grande avango na area
de engenharia tecidual com utilizacdo de scaffolds compostos por polimeros de origem sintética
ou natural tem sido observado nas Ultimas décadas, mais especificamente o uso de biopolimeros
nanoestruturados extraidos de diversas fontes e com as mais diversas aplicacfes na area médica
(COSTA et al., 2014).

Biopolimeros séo polimeros usados como biomateriais, ou seja, polimeros que podem ser
usados no corpo humano, seja por um curto periodo de tempo ou ao longo de toda a vida do
individuo, podendo atuar diretamente no reparo de tecidos, considerados materiais bioativos, ou
como material de sustentacdo, que ndo interagem diretamente com o corpo, formando uma
interface fibrosa entre o biomaterial e o tecido vivo, sendo consideradas bioinertes (RATNER e
BRYANT, 2004). Neste contexto, o biomaterial do presente estudo é formado pela unido da
quitosana a policaprolactona (PCL), matérias primas de origem e propriedades distintas, em

busca da combinac&o de suas caracteristicas e melhora das propriedades do biomaterial.

A quitosana é um polimero amplamente encontrado na natureza, que também pode ser
obtido a partir da desacetilacdo da quitina, um biopolimero que pode ser encontrado em
crusticeos, alguns insetos e moluscos, bem como na parede celular de fungos (AZEVEDO,
2007). S&o de fato copolimeros formados por meros de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina,
variando apenas a propor¢do encontrada na quitina e na quitosana (figura 1) (HELIO et al.,
2006).

Considerada um polimero ndo téxico, biodegradavel e biocompativel, este bioplolimero
apresenta inimeras vantagens que ampliam muito sua area de aplicagdes (SINGLA et al., 2001).

Assim, a quitosana pode ser utilizada na area de cosméticos, alimentos, industria farmacéutica,
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bem como na area médica e na odontologica. No que se refere as suas propriedades biologicas e
possivel aplicacdo na Odontologia, a quitosana possui propriedades fisico-quimicas e biologicas
interessantes para um possivel uso sobre microrganismos orais (YIEN ING et al., 2012;
ARANCIBIA et al., 2013). Isso porque esse polimero, além de ser ndo téxico e ser
biocompativel, pode apresentar atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria podendo ainda ser
empregado isoladamente ou como um sistema de liberacdo de drogas para as mais diversas
finalidades (JAYAKUMAR et al., 2007; UPADHYAYA et al., 2014).

Entretanto, apesar de suas excelentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que
favorecem o reparo tecidual, a producdo de scaffolds apenas a base de quitosana ndo é
interessante devido as suas propriedades mecanicas nao satisfatdrias, sendo assim geralmente é
associada a algum polimero sintético, entre os quais, a policaprolactona (PCL). O PCL tem uma
taxa de degradacao lenta e melhores propriedades mecanicas que a quitosana. Neste contexto, a
combinacdo das caracteristicas fisico-quimicas da quitosana e de PCL resultam na formacéo de
um biomaterial superior com compensacdo das deficiéncias individuais de cada polimero e

propriedades mutuamente complementares (WAN et al., 2009).

CH,0H

HO 0 '

p  NH2 CH,OH

- -n

Figura 1 - Estrutura da unidade monomérica da quitosana (fonte: SANTOS, 2003)

O uso de polimeros biodegradaveis tem sido bastante estudado devido as suas inimeras
vantagens e, neste contexto, assim como a quitosana, temos a policaprolactona (PCL), que se
trata de um poliéster sintético biodegradavel (EVANA CASSIA, et al. 2015).



13

O PCL é um polimero semicristalino com grau de cristalinidade na ordem de 50%,
temperatura de transicdo vitrea em torno de —70 °C e temperatura de fusdo em torno de 60°C.
Em geral, a PCL apresenta a capacidade de formar blendas poliméricas com varios polimeros em
um vasto campo de composicdes, incentivando assim a formacdo de blendas mistas a partir da
mistura de quitosana e PCL, visando aproveitar as inUmeras vantagens da quitosana e o facil

acesso ao PCL, bem como sua caracteristica de ser biodegradavel (CASSIA et al., 2015).

Blendas poliméricas sdo misturas fisicas de dois ou mais polimeros, podendo haver ou ndo
reacao quimica entre 0s componentes e a interacdo entre as cadeias é predominantemente do tipo
secundaria (CANEVAROLO, 2002). A PCL possui propriedades reoldgicas e viscoelésticas
superiores a outros polimeros da mesma categoria, facilitando seu uso e abrindo espaco para
serem utilizados em diversas areas, como na odontologia. Eles podem ser obtidos por diversas
tecnologias e sdo relativamente mais baratos quando comparados com aqueles obtidos a partir de
outros poliésteres alifaticos (WOODRUFF, 2010).

Figura 2 - Estrutura da unidade monomérica da policaprolactona (fonte: MAZZARINO, 2013)

Esta associacdo entre polimeros naturais e sintéticos (por exemplo, entre a quitosana e o
PCL) com a formacéo de blendas poliméricas tem o objetivo de melhorar a biocompatibilidade
dos scaffolds, pois caracteristicas como degradacdo e imunogenicidade s8o comuns nos

polimeros naturais, como colageno e quitosana (CORRELO et al., 2009).

E importante mencionar que, dependendo da concentragdo da quitosana e da aplicagéo,
este versatil biomaterial pode ser produzido na forma de filme, gel ou em solucéo, bem como na
forma de nanoparticulas ou de nanofibras de arranjo cristalino, whiskers (SHUKLA et al., 2013;
UPADHYAYA etal., 2014).
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Existem relatos da eficacia antimicrobiana da quitosana sobre os periodontopatdgenos, ou
seja, sobre bactérias, fungos, protozoarios e virus que podem causar doencas nos tecidos
imediatamente proximos aos dentes (IKINCI et al., 2002; ARANCIBIA et al., 2013), bem como
na indugdo da proliferacdo celular nos tecidos orais (SILVA et al., 2013). Do ponto de vista de
aplicacdo para o reparo de tecidos orais, a apresentacdo do biopolimero a base de quitosana e
PCL (scaffold) na forma de esponja apresenta como grande vantagem uma maior superficie de
contato para a interacdo da droga ao tecido/célula-alvo favorecendo a cicatrizacdo e reparo
tecidual, bem como a preservacédo do efeito antimicrobiano. Dessa forma, o emprego de esponjas
a base de quitosana/PCL parece ser uma alternativa para tratamento de diferentes infeccdes orais

de carater inflamatorio.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Desenvolver e caracterizar esponjas a base de uma blenda polimérica composta por
diferentes proporcdes de quitosana/PCL para futura avaliacdo da sua bioatividade em ensaios

bioldgicos, visando a aplicacdo como scaffolds e no tratamento de infec¢des orais.

2.2. Objetivos especificos

Preparar esponjas que possuam estrutura vidvel para 0 manuseio durante as
caracterizacdes, bem como futuramente em sua aplicagdo na cavidade oral. Caracteriza-las de
acordo com seu comportamento térmico, comprovar que os metodos utilizados para o preparo
das esponjas foram eficazes referente a sua composicdo quimica, determinar seu carater idnico e

encontrar uma técnica de esterilizacdo que ndo comprometa a estrutura da esponja.
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3. Fundamentacao tedrica

3.1. Biomateriais

Biomaterial é qualquer material que possa ser usado como parte de um sistema que atue no
corpo humano, podendo ser de origem natural ou sintética, com o objetivo de substituir ou
reparar tecidos, 6rgdos ou fungdes do organismo e assim melhorar a vida do individuo
(GUASTALDI et al., 2010).

Os estudos na area dos biomateriais existem h& mais de um século, com a intencdo de
desenvolver materiais que possam substituir totalmente ou parcialmente os tecidos biol6gicos no
corpo humano acometidos por alguma patologia. Porém, os primeiros registros do uso de
biomateriais sdo datados de 4000 a.C., e associados frequentemente a infeccGes e reacOes
alérgicas, possivelmente devido a seu uso empirico (RATNER et al., 2004; SILVER et al.,
1989).

Para que o uso dos biomateriais seja possivel, é preciso que ele apresente propriedades
compativeis com o corpo humano, para assim estimular uma resposta adequada, sem agredir 0s
tecidos bioldgicos. Ha trés caracteristicas basicas para que um material seja entdo considerado
um biomaterial: ser biocompativel, ou seja, ndo gerar reacGes adversas como alergias ou
inflamacGes; permitir a migracdo, fixacdo, diferenciacdo e proliferacdo de célula no local do
enxerto; e, por fim, ser bioativo, também quando se faz necessario que o biomaterial seja capaz
de interagir intimamente com o tecido (GUASTALDI et al., 2010).

A grande evolucdo dessa area da Bioengenharia se deve ao trabalho multidisciplinar de
areas como Medicina, Biologia, Odontologia, Quimica e Engenharia. Esse grande
desenvolvimento, por sua vez, esta atrelado ao aumento da necessidade da utilizacdo desses
biomateriais, visto que o aumento da expectativa e qualidade de vida da populagdo induz que o

avancgo na medicina caminhe na mesma velocidade (CAMARGO et al., 2009).

Os biomaterias podem ser classificados em diversas categorias, sendo uma delas com
relacdo a sua origem: bioldgica ou sintética. Outras classificacbes de extrema importancia se

referem a resposta que o biomaterial induz no corpo humano, podendo ser materiais: bioinertes,
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bioabsorviveis, bioativos e biomiméticos. Os materiais bioinertes sdo aqueles que podem ser
usados no corpo humano, mas quando em contato com o tecido, criam uma camada de tecido
fibroso entre o material e o tecido, fazendo com que ndo haja uma interagcdo direta, servindo
apenas para sustentacdo ou alguma outra propriedade mecénica. Os bioativos, por sua vez,
possuem a capacidade de interagir intimamente com o tecido, o que é chamado de bioadesao, e
com isso atua como um reparador de tecidos, muitas vezes permitindo a migracdo e
diferenciacdo celular. Os biomateriais bioabsorviveis diz respeito apenas com relacdo a
degradacédo do material no interior do corpo, podendo ser absorvido pelo organismo ou degradar
na presenca de algum componente bioldgico e apds isso ser excretado do corpo. E por fim, os
biomiméticos, os quais estimulam respostas celulares a niveis moleculares (HENCH et al., 2002;
GUASTALDI et al., 2010).

Na area médica os biomateriais estdo avancando com grande velocidade, visto que a
necessidade e a ciéncia caminham lado a lado em busca de uma melhor qualidade de vida.
Porém, para que o uso de tais biomateriais seja possivel, € preciso que consideracfes éticas
sejam respeitadas e 0s riscos estudados, para garantir sempre a integridade fisica do ser vivo
(HELIO et al., 2006).

O uso de biomateriais sintéticos, que é o caso do uso da policaprolactona no presente
estudo, apresenta vantagens como a dispensa da coleta de materiais autdgenos (do proprio
individuo) ou o uso de materiais alogenos (mesma espécie, mas individuos diferentes), menor
tempo clinico de tratamento, ferida cirdrgica diminuida, ou seja, menor formacao de hematoma,
processos inflamatdrios e desconfortos, o facil acesso, e por fim, o fato de que materiais
sintéticos sdo produzidos sob condicBes controladas e sua composicdo quimica e propriedades
bem conhecidas (ROGERS et al., 2012; AITASALO et al., 2007).

Ja o uso de polimeros naturais, apresenta inimeras vantagens, além de facil acesso e
abundancia na natureza, bem como biocompatibilidade e biodegradabilidade. Nessa classe
existem os polissacarideos, geralmente derivados de crustaceos e que em sua maioria se
enquadra no grupo de materiais bioativos. Dentre os biomateriais de origem natural que se

destacam por suas propriedades esta a quitosana (AZEVEDO et al., 2007).



18

3.2. Quitosana

A quitosana € um polimero natural, biodegradavel, biocompativel e pode ser obtido a partir
da desacetilacdo da quitina, um polissacarideo. Suas propriedades estdo sendo estudadas para

aplicacdo na area médica e cosméticos ha quase setenta anos (HELIO et al., 2006).

A estrutura quimica da quitosana é constituida por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
flicopiranosa e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, que sdo unidas por ligagoes glicosidicas . O
que difere a estrutura entre quitosana e a quitina é apenas a propor¢ao em que é encontrada cada
unidade. Na quitosana predominam as unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, e na
quitina as de 2-acetamido-2-deoxi-D-flicopiranosa. A quitosana pode ser encontrada na parede
celular de alguns fungos, crustaceos ou ser obtida a partir da desacetilacdo da quitina. Sua
estrutura pode variar suas proporcdes de unidades e ainda sim ser considerada como quitosana.
Essa variacdo provém do grau de desacetilacdo, que pode gerar mais unidades de uma ao invés
da outra, logo, essas variagbes também influenciam nas suas propriedades fisico-quimicas.
Quanto maior for o grau de desacetilacdo, maior a possibilidade de degradacdo do polimero
(KUBOTA et al., 2000; SINGLA, 2001).

Existem outras diferencas, como em algumas propriedades, por exemplo a solubilidade,
sendo a quitina insolGvel em varios solventes e a quitosana solivel em solugdes aquosas diluidas
de acidos organicos e inorganicos, justamente devido a essa diferenca de propor¢des nas
unidades (ROBERTS, 1992; GOOSEN, 1996). Trata-se de um polimero semicristalino, que
apresenta na difracdo de raios-X célula unitaria ortorrombica, com parametros de rede a = 0,807
nm, b = 0,844 nm e ¢ = 1,034 nm. Nao possui henhuma molécula de agua e contém duas cadeias
antiparalelas (OGAWA, 1991; OGAWA, 1992).

Algumas propriedades da quitosana fazem com que esta possua facilidade em se ligar aos
lipideos, que sd@o moléculas de gordura carregadas negativamente, como se fossem uma
"esponja” de fato. Essa atragdo ocorre, pois a quitosana apresenta uma grande densidade de
cargas positivas, fazendo com que em ambientes acidos, ela absorva os lipideos e formem
esponjas de gordura que facilitam a digestdo, por exemplo. Devido a isso, a quitosana é

comumente indicada no auxilio do controle de excesso de gordura em dietas. Em correlagdo ao
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grau de desacetilagédo, sabe-se que dependendo do nivel ela pode reter gordura de 4 a 5 vezes o
seu proprio peso (MATHUR et al., 1990).

As propriedades bioldgicas da quitosana sdo de fato o real motivo de todo seu sucesso na
area medica, visto que esse biopolimero possui atividade antimicrobiana e anti-inflamatodria.
Alguns estudos mostram que essa atividade antimicrobiana provém dos seus grupos aminicos,
que, em contato com os fluidos fisioldgicos sdo protonados e ligam-se a grupos anidnicos dos
micro-organismos, aglutinando as células microbianas e inibindo seu crescimento (KUMAR,
2000; OLSEN et al., 1989).

A sua atividade antimicrobiana estd relacionada também as suas propriedades fisico-
quimicas, como por exemplo, em estudos feitos por Zheng e Zhu demonstrando que a atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas aumenta quanto maior a massa molecular do
polimero, e o contrario também é verdade, logo, quanto menor a massa molecular, maior o efeito
em bactérias Gram-negativas. O que de fato ocorre, é que a de maior massa molecular forma
peliculas ao redor da célula e essa barreira inibe a absorcdo de nutrientes, enquanto que as de
baixo peso molecular possuem tal atividade pois penetram mais facilmente na bactéria Gram-
negativa e isso desencadeia distirbios no metabolismo dos microrganismos. Portanto, sabe-se
que os efeitos da quitosana sdo distintos para os diferentes tipos de bactérias (ZHENG et al.,
2003).

Muitos estudos ainda sdo realizados para determinar as propriedades bioldgicas da
quitosana, mas ja se sabe que a mesma possui efeito analgésico, acelera a cicatrizacdo, é usada
no tratamento de osteoartrite e na reducdo de peso, possui efeito hipocolesterolémico e
hipolipidémico e pode ser usada de diferentes maneiras, como whiskers, esponjas (scaffolds),
membranas e esferas (OKAMOTO, 2003).

Uma propriedade biologica importante da quitosana, é seu efeito sobre a coagulacdo
sanguinea, com uma acdo hemostatica. Estudos anteriores mostraram que esses biopolimeros
reduzem o tempo de coagulacéo sanguinea para em média 3,7 minutos, em uma concentracdo de
0,1 mg/mL. Essa capacidade é atribuida ao seu poder de agregacdo proveniente da interacao
entre suas cargas positivas dos grupos aminicos livres, com as cargas negativas dos receptores
eritrocitos (OKAMOTO, 2003).
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3.3. Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético que possui a propriedade de ser
biocompativel, hidrofébico e é considerado um poliéster alifatico. Sua polimerizacdo €
proveniente da condensacdo de um grupo hidroxilico e um carboxilico dentro da mesma
molécula (AMASS et al., 1998).

Trata-se de um polimero semicristalino, que apresenta um pico de fusdo bem definido. Por
ser hidrofobico, sua estrutura final permanece inalteravel na presenca de agua, apresenta baixa
toxicidade, a massa molar varia de 5.000 a 80.000, apresenta baixo ponto de fusdo, por volta de
55°C, com temperatura de transic¢do vitrea negativa, por volta de -60°C. O polimero PCL possui
boa compatibilidade com outros polimeros, tornando-o uma boa opc¢éo para formacéo de blendas
poliméricas. Apresenta uma baixa viscosidade e uma densidade por volta de 1,13 g/cm3. Devido
a essas caracteristicas, o PCL pode ser usado como auxiliar no processamento de polimeros, pois
consegue reduzir a temperatura de transicao vitrea e modulo de elasticidade e com isso facilitar o
processo. A primeira sintese do PCL foi realizada em 1958, a partir da abertura do anel, presente
no mondmero e-caprolactona, pela adigdo de carbonato de potassio, sob temperatura de 150°C
por 5 horas (MOONEY, 1992; MARIANI, 2005; NATTA, 1958).

O PCL € um polimero relativamente facil de solubilizar, visto que o mesmo € solivel em
varios tipos de reagentes, como: cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno,
tolueno, acetona, acetonitrila, dentre outros. Porém, o PCL ¢é insoltvel em alcool, benzina e em
éter dietilico (SINHA, 2004).

A policaprolactona é extremamente versatil, podendo ser usada para aplicagdes na
engenharia tecidual, liberacdo controlada de farmacos, diretamente em tecidos epidérmicos,
muscular, 6sseo ou cartilaginoso, e ainda como recobrimento de canulas uretrais (SASMAZEL et
al., 2008).

O PCL como biomaterial é considerado um polimero bioabsorvivel, cuja degradacéo libera
acido carboxilico, havendo hidrdlise e clivagem de grupos ésteres. Essa degradacdo ocorre de
maneira lenta e pode ser dividida em trés etapas. A primeira consiste na degradacdo nédo
enzimatica, que resulta na possibilidade de ligacdo do éster a hidrolise. A segunda fase consiste

por uma diminuicdo da taxa de quebra de cadeiras e perda de massa molar, com formacéao de
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oligdbmeros de cadeira curta. Por Gltimo, na terceira etapa do processo, 0 PCL agora com baixo
peso molecular é fagocitado por macrofagos e metabolizado pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos

ou entdo eliminado como excrecdo (TOLLON, 2005).

Os testes de degradacdo in vitro sdo muito importantes, pois fornecem informacdes
valiosas, porém sdo diferentes da realidade encontrada in vivo, pois no corpo humano o
biomaterial estara submetido a inimeras varidveis, como esfor¢os mecéanicos, mudanca de pH,
processos inflamatdrios, dentre muitos outros. Os testes in vitro tentam imitar essas condicGes e

com isso obter uma resposta a mais proxima possivel da encontrada in vivo (ELST, 1996).
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4. Metodologia

4.1. Materiais

Na sintese da solugdo de quitosana foi utilizada a quitosana de baixo peso molecular obtida
da Sigma, (Sigma-Aldrich), agua destilada (dH20) e &cido acético analitico 100% (Synth). Para a
sintese da solucdo de PCL foi utilizado a Acetona P.A. 99,5% (Synth), Tween 80 e (dH20). Ap6s
a realizacdo das misturas das solucGes foram utilizados: Hidréxido de Sédio (NaOH) em pérolas
analitico (P.A.) 97,0% (Synth), indicadores de pH da MColorpHast, meio Brain Heart Infusion
(BHI) estéril, Cloreto de tetrazolio (TCT) e o liofilizador L101, marca LIOTOP, fornecido pelo
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica de Alimentos. As vidrarias, seringas, chapas
magnéticas, agitadores magnéticos e espatulas foram fornecidos pelo Laboratorio de Materiais e
Biossistemas (LAMAB).

4.2. Consideracdes Eticas

Essa pesquisa foi desenvolvida de acordo com os preceitos determinados pela resolucao
466/2013 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salde e de acordo com aqueles

ditados pela resolugdo CFO 179/91 do Cédigo de Etica Profissional Odontoldgica.
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4.3. Preparo e caracterizacao das esponjas

4.3.1. Sintese das esponjas

Para a confeccdo das esponjas foram preparadas inicialmente as solucGes de PCL e de
quitosana, seguindo-se a mistura das duas solu¢des em diferentes proporcoes e posteriormente o

emprego da técnica de freeze-drying.

Solucdo de PCL.: A fase orgénica da solugdo de PCL foi preparada a partir de 0,140g de
PCL dissolvidos em 27ml de acetona sob agitagcdo, a uma temperatura entre 37°C e 45°C até a
dissolucao total do polimero. Em seguida, foram adicionados 72uL de Tween 80 sob agitacao por
15 minutos. A solucdo obtida foi entdo gotejada em 53mL de agua destilada, com taxa de
gotejamento de 330 pL/min (figura 3). A solucdo foi mantida sob agitacdo por 24h, a
temperatura ambiente, para a total evaporacdo da acetona e, por fim, o volume perdido nesse
processo foi completado com agua destilada, totalizando 80 mL de solucéo final. O ajuste do pH
da solucdo foi realizado a partir da adicdo de uma solucdo de Hidréxido de Sédio (NaOH),

previamente preparada e analisada com indicadores de pH.

Figura 3 — Gotejamento da solucéo de PCL e acetona em agua destilada (Dados da autora,
2018)
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Figura 4 — Solucdo de PCL apds 24h de agitacdo (Dados da autora, 2018)

Solucado de quitosana: para a obtencéo dessa solugéo foram utilizados 0,250g de quitosana
em uma solucdo de écido acético a 1% (49,5mL de agua destilada e 500uL de &cido acético) e
mantidos sob agitacdo constante por 24 horas para total solubilizagcdo da quitosana. Ao fim do
tempo estipulado, o pH foi corrigido da mesma maneira realizada na solugdo de PCL, fazendo
uso do NaOH.

Figura 5 - Solugéo de quitosana ap6s 24h de agitacao (Dados da autora, 2018)
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Preparacao das esponjas: para a obtencdo das esponjas, as solucdes de quitosana e PCL
foram misturadas em diferentes proporcdes (v/v), primeiramente com a obtencdo de 4 tipos de
amostras: 100% quitosana (Q Pura); 75% de quitosana e 25% de PCL (75/25); 50% de quitosana
e 50% de PCL (50/50) e 75% PCL e 25% quitosana (25/75), conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo das proporcdes para os diferentes tipos de amostra

Amostra  Volume (%) Volume (%) Volume Volume Volume
Quitosana PCL (ml) (mi) (ml)
Quitosana PCL TOTAL
Q. Pura 100 0 20 0 20
75/25 75 25 15 5 20
50/50 50 50 10 10 20
25/75 25 75 5 15 20

Figura 6 — Mistura em diferentes proporg¢des de quitosana e PCL (Dados da autora, 2018)

Em seguida, solugbes contendo as diferentes proporcbes de PCL e quitosana foram
adicionadas em placas de 48 pocos (figura 7a e 7b), sendo 24 pog¢os com o volume de 500uL de
solucdo e 24 pocos com 250uL para se testar a melhor espessura da esponja ap6s a liofilizacéo.
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Essas placas foram entdo congeladas rapidamente com o uso de nitrogénio liquido, com a

intencdo de assim manter a boa dispersividade e isso gerar uma esponja homogénea (figura 7c).

(b) (©)

Figura 7 - (a) adicao das misturas na placa de 48 pocos; (b) placa preenchida com diferentes

volumes, ainda em estado liquido; (c) placa preparada para congelamento rapido em nitrogénio
liquido (Dados da autora, 2018)

Apdbs o congelamento as placas foram levadas ao liofilizador sob pressdo de 142uHg e
temperatura de -50°C, para passar pelo processo de freeze-drying, por 24h, garantindo assim a

formacéo dos scaffolds.

Figura 8 — Placas de 48 pocos, com diferentes propor¢des da mistura (Q/PCL) e volume, apds o
processo de freeze-drying (Dados da autora, 2018)
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4.3.2. Caracterizacao das esponjas

A caracterizacdo das amostras visou identificar alteracbes morfolégicas promovidas pelas
diferentes proporcdes de quitosana e PCL encontrada nas esponjas e assim identificar as
melhores composi¢cdes visando sua futura utilizacdo em testes bioldgicos. Para isso foram
utilizados o Calorimetro Exploratorio Diferencial (DSC), a Espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e o Potencial Zeta.

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC): amostras das esponjas produzidas nas
diferentes proporcBes de quitosana/PCL foram analisadas por calorimetria exploratdria
diferencial em um equipamento da Shimadzu DSC60, utilizando-se atmosfera inerte de
nitrogénio, sob vazdo de 50 mL/min. O programa de temperatura utilizado consiste no
aquecimento da amostra, com aproximadamente 6 mg, partindo da temperatura ambiente até
250°C, sob taxa de 10°C/min. Cadinhos de aluminio foram utilizados para o teste. Para a
obtencédo de dados como temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de cristalizacdo (Tc) e

temperatura de fusdo (Tm) foram utilizados o software TAG0.

Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR): Foram
pesadas 1,5mg de cada amostra (Q Pura, 75/25, 50/50 e 25/75 (Q/PCL)), moida e entdo passada
no almofariz de agata juntamente com 150mg de brometo de potassio (KBr). As pastilhas para
realizacdo do ensaio foram feitas sobre pressdo e vacuo, durante 15 minutos. Previamente ao
ensaio de cada amostra, foi realizado o background no equipamento com uma pastilha de KBr.
Os parametros utilizados foram iguais para todos os tipos, sendo uma varredura de 400 a 4000

cmt, com resolugdo 4.0. O equipamento utilizado foi o IRAffinity-1 Shimadzu.

Potencial Zeta: a analise de potencial zeta foi realizada no equipamento ZETASIZER
Series, no qual cada amostra foi diluida numa proporcdo de 1/100 em dH20, utilizando cubeta de
poliestireno e repetindo o ensaio trés vezes em cada amostra. Todas as analises foram realizadas

a temperatura ambiente.
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4.3.3. Esterilizacao das esponjas

O processo de sintese das esponjas ndo é realizado com as solugdes esterilizadas e em
ambiente completamente estéril, por isso foi preciso incorporar um método de esterilizacéo
padrdo para todas as amostras visando sua posterior utilizacdo in vitro em cultura de células. Foi

escolhido entdo, o método de esterilizacdo por luz ultra-violeta (UV).

O teste consistiu em colocar uma amostra de cada esponja contendo diferentes propor¢oes de
quitosana/PCL em uma placa de petri em capela de fluxo laminar sob exposicdo da luz UV
durantel5 minutos para cada lado da amostra. Apds esse processo, as esponjas foram inseridas
em uma placa de 24 pogos e adicionados 500ul do meio de cultura BHI estéril em cada poco,
seguindo-se 0 armazenamento em estufa a 37°C por 24h em microaerofilia. Apds esse periodo,
foram inseridos 2501 de TCT (Cloreto de tetrazdlio) nos pogos correspondentes para verificacao
de algum possivel crescimento microbiano evidenciado pela alteracdo de cor do TCT na
presenca de respiracdo celular, ou seja, de micro-organismos viaveis, como demonstrado na
figura 9. A placa foi mantida na estufa a 37°C em microareofilia, overnight, para diluigcdo e

posteriormente o plagueamento.

Com Sem Controle Controle

e s iy domeio do meio
rcl rcl ¢/ TCT s/TCT
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Figura 9 — Esquema da disposic¢éo da placa de 24 pocos
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A diluicdo ocorreu em uma placa de 96 pocos, com 90uL de soro fisiologico esteril em 4
pocos adjacentes, representando as diluicdes 10, 102, 10 e 10* para cada tipo de amostra. Em
seguida realizou-se a diluicdo seriada com a adi¢do de 10uL do meio de cultura/TCT em contato
com as esponjas da placa de 24 pocos utilizada anteriormente, referente a cada tipo de amostra.
Em seguida foi retirado 10pL do primeiro poc¢o e colocado no segundo e assim sucessivamente
até o quarto e ultimo poco, do qual € retirado 10uL e descartado. O procedimento é

esquematizado na figura 10.
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Figura 10 — Esquema referente ao processo de diluicao

Ap6s a diluicdo seriada, foi realizado o plagueamento para verificar o crescimento de
colénias em meio solido, retirando-se 20uL de cada pogo e plaqueando em trés partes da placa
de petri, esgotando com uma alga estéril. Apos isso, as placas foram mantidas na estufa 37°C por

48h, em microaerofilia (figura 11).



Figura 11 — Exemplo da placa de petri para o plaqueamento dos trés tipos de amostra para

cada diluicéo (Dados da autora, 2018)
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5. Resultados e Discussoes

Primeiramente foi observado o aspecto visual das esponjas, mais precisamente com relagéo
a sua porosidade aparente. H4 uma grande diferenca de densidade entre as amostras, sendo a
esponja de quitosana pura a mais densa, enquanto a esponja a 25/75 (Q/PCL) apresentou-se
menos densa, enquanto o PCL isoladamente ndo formou esponja apos a liofilizagdo. Com isso
pdde-se observar que a quitosana por si s6 é passivel da formacdo de esponja e o PCL ndo, e

portanto, quanto maior a concentragdo de PCL na mistura, menos flexivel sera a esponja.

Uma esponja mais densa indica uma maior quantidade do elemento que de fato possui as
propriedades antimicrobriana e anti-iflamatéria tdo discutida nesse trabalho, porém, com a
diminuicdo de sua quantidade e aumento da quantidade de PCL, por ter uma amostra menos
densa, a esponja passa a ter uma maior superficie de contato e portanto, uma possivel futura
melhor interacdo com os tecidos, que € uma caracteristica desejada em um material bioativo,
também discutido no inicio do presente trabalho. Porém, a porosidade aumentada, na amostra do
tipo 25/75 (Q/PCL) ndo apresentou estrutura suficiente para seu manuseio e possivel uso nos
futuros testes bioldgicos. Portanto, optou-se pela continuidade das analises apenas com as
amostras de quitosana pura, 75/25 e 50/50 (Q/PCL), pois possuem boa concentracdo de
quitosana e apresentam uma resisténcia mecanica que possibilita o trabalho com as mesmas. Essa
diferenca na estrutura pode ser observada na figura 8, tendo em vista a area ocupada pela

amostra dentro de cada poco.

5.1. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A técnica de DSC mede em funcdo da temperatura, reaces endotérmicas ou exotérmicas,
que caracterizardo propriedades fisicas de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo. Os
resultados obtidos a partir das analises realizadas por essa técnica, no geral, mostram a presenca
da quitosana e do PCL, pois apresentaram eventos caracteristicos dos dois componentes. Os

gréaficos obtidos sdo apresentados adiante.
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Figura 12 — Grafico comparativo das trés amostras na analise de DSC (Dados da autora, 2018)

A figura 12 corresponde as curvas obtidas nos ensaios para as amostras de quitosana pura,
75/25 e 50/50 (Q/PCL), apresentam na curva preta, referente a quitosana pura, dois eventos
principais. O primeiro pico acontece por volta de 88°C do tipo endotérmico, e € referente ao
processo de desidratacdo, cuja area depende do historico de secagem da amostra. O segundo
pico, do tipo exotérmico, inicia-se por volta de 250°C e diz respeito ao processo de
decomposicdo, que continuard além do range de temperatura utilizado no ensaio. Os dois picos
estdo de acordo com o que € encontrado na literatura, onde sdo descritos dois eventos, sendo um
endotérmico e outro exotérmico, para as amostras de quitosana, quando realizadas sob atmosfera
de nitrogénio e com taxa de 10°C/min. Com esse resultado, comprova-se a boa estabilidade

térmica da quitosana, indicando assim seu uso ideal em temperaturas encontradas na cavidade
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oral, visto que o objetivo futuro € o uso das esponjas na periodontia (SREENIVASAN, K.,
1996).

Analisando a curva vermelha, referente a amostra do tipo 75/25 (Q/PCL), observa-se um
pico endotérmico em torno de 55°C, que de acordo com a literatura, indica a fusdo do PCL,
portanto, essa analise é um indicativo de que o PCL foi de fato incorporado a quitosana,
realmente formando uma blenda polimérica. Mais adiante no gréfico volta-se a ver a presenca
dos dois eventos caracteristicos da quitosana, a desidratacdo, por volta de 88°C, e o inicio da
decomposicéo, por volta de 250°C (CAMPOS et al., 2010).

Na curva azul, obtida no ensaio da amostra 50/50 (Q/PCL), € possivel observar o mesmo
comportamento encontrado na amostra 75/25 (Q/PCL), porém, uma reducao no tamanho do pico
endotérmico por volta de 88°C, devido a menor concentracdo de quitosana presente nessa
amostra, enquanto que o pico endotérmico referente a fusdo do PCL aparece agora com maior

nitidez.

5.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de absor¢cdo no infravermelho foi realizado com a intencdo de comprovar a
presenca da quitosana na amostra de quitosana pura, bem como a presenca de quitosana e PCL
nas amostras 75/25 e 50/50 (Q/PCL). Além da confirmacdo com a literatura, foi realizada a

analise também de uma amostra de PCL puro, para facilitar a comparacéo dos graficos obtidos.

No gréfico referente a quitosana pura (figura 13), observa-se e comprova-se a presenca das
bandas em 3500cm™® e 1650cm™ relacionadas a presenca da ligagdo O-H e N-H,
respectivamente, bem como em 1380cm™ a deformac&o angular simétrica de CHs, caracteristicas
da estrutura da quitosana (BRUGNEROTTO, et al., 2001).
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Figura 13 - Grafico de FTIR referente a amostra de quitosana pura (Dados da autora, 2018)

Ja no gréfico obtido no ensaio realizado com amostra pura de PCL (figura 14), observa-se
as bandas em 1735cm™ e 2980cm™, relacionadas a presenca das ligagies C=0O e C-H,
respectivamente, caracteristicas da estrutura da PCL. Essas duas analises comprovam gue nao
houveram mudancas na composi¢cdo quimica dos polimeros puros provenientes da sintese da
solucdo, e possibilitam a comparagdo com os resultados obtidos para os outros dois tipos de
amostra, visto que elas precisam apresentar bandas caracteristicas dos dois componentes e assim

confirmar que foi possivel formar uma blenda.
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Figura 14 - Gréfico de FTIR referente a amostra de PCL puro (Dados da autora, 2018)

Para confirmacdo dos componentes presentes nas blendas (figuras 15 e 16), observa-se a
presenca das bandas nos comprimentos de onda referentes aos pontos caracteristicos dos dois
polimeros, ou seja, as amostras contendo a mistura de polimeros apresentam bandas
caracteristicas da quitosana e ao mesmo tempo do PCL, indicando assim a unido bem-sucedida

da blenda, sem alterar a estrutura do polimero puro.
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Figura 15 - Grafico de FTIR referente a amostra 75/25 (Q/PCL) (Dados da autora, 2018)
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Figura 16 - Grafico de FTIR referente a amostra 50/50 (Q/PCL) (Dados da autora, 2018)
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Figura 17 - Grafico de FTIR comparativo entre as 4 amostras (Dados da autora, 2018)

5.3. Potencial Zeta

A andlise no potencial Zeta foi realizada com dois objetivos principais: determinar o
tamanho de particula antes do processo de freeze-drying e o comportamento iénico das amostras.

A andlise referente ao tamanho de particula foi realizada com a intencdo de relacionar a estrutura
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obtida na formacdo da esponja e futuramente com sua atividade antimicrobiana e anti-

inflamatdria com o tamanho da particula utilizada.

Os resultados obtidos para quitosana pura foram de que a média de tamanho de particula
encontra-se por volta de 522 nm, como pode ser visto na figura 18. Esse comportamento varia
com a presenca do PCL, visto que a andlise indicou uma mudanca significativa no tamanho de
particula encontrado, que foi por volta de 371 nm na amostra 75/25 (Q/PCL) e 382 nm na
amostra 50/50 (Q/PCL) (figura 19 e 20).
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Figura 18 — Analise do tamanho de particula da amostra de quitosana pura (Dados da autora,

2018)
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Figura 19 — Analise do tamanho de particula da amostra 75/25 (Q/PCL) (Dados da autora,
2018)
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Figura 20 — Analise do tamanho de particula da amostra 50/50 (Q/PCL) (Dados da autora,
2018)

O segundo objetivo, como escrito anteriormente, foi o de definir se as amostras possuiam
carater anibnico ou catiénico. Os resultados obtidos mostraram que todas as amostras
apresentaram carater cationico, pois o potencial encontrado foi positivo (figuras 21, 22 e 23).
Esse resultado é extremamente interessante, visto que a cavidade oral apresenta varios
componentes, dentre eles, glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e carboxilicos, que
possuem carater aniénico, ou seja, as adsorcdes das esponjas produzidas serdo facilitadas através
da atracdo entre ions de cargas opostas (FREIRES, 2010; SOUZA e TERENCE, 2011).
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Figura 21 - Grafico de potencial zeta para a amostra de quitosana pura (Dados da autora,
2018)
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Figura 22 - Grafico de potencial zeta para a amostra 75/25 (Q/PCL) (Dados da autora, 2018)
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Figura 23 - Grafico de potencial zeta para a amostra 50/50 (Q/PCL) (Dados da autora, 2018)

Também, a partir do programa ZetaSizer, foi possivel obter os valores exatos do potencial
encontrado em cada amostra, que foram de: 29,5 mV para quitosana pura, 13,2 mV na amostra
75/25 (Q/PCL) e 33,5 mV na amostra de 50/50 (Q/PCL). Esses valores informam que as
amostras de quitosana pura e 75/25 (Q/PCL) ndo apresentam boa estabilidade, ou seja, estdo

muito proximas ao ponto isoelétrico (ponto zero), onde as particulas tendem a se aglomerar,



41

enquanto que a amostra 50/50 (Q/PCL), cujo potencial é superior a 30 mV, é possivel afirmar

que esta possui boa estabilidade, consequentemente uma boa dispersividade das particulas.

5.4. Esterilizagdo

Por fim, o teste de esterilizacdo das esponjas por UV, descrito no item 4.3.3., ndo indicou
crescimento de microrganismos nos meios analisados, pois ndo houve alteracdo de cor na
presenca do TCT (figura 24). Portanto, foi confirmado como um método eficiente, visando os

testes futuros para o presente trabalho, que incluem testes in vitro e posteriormente testes in vivo.

(a) (b)
Figura 24 — Placa antes do TCT (a); Placa ap6s a adicao do TCT (b) (Dados da autora, 2018)
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6. Conclusoes

A partir do presente estudo pode-se concluir que a producdo das esponjas a base de
quitosana e da blenda quitosana/PCL foram realizadas com sucesso. Observou-se que as
esponjas compostas apenas por quitosana sdo mais flexiveis do que as constituidas pela blenda,
ou seja, quao maior for a proporcdo de PCL na esponja, maior a quantidade de poros e a
flexibilidade, visto que o PCL ndo forma esponja quando puro, havendo assim o descarte das
amostras do tipo 25/75 (Q/PCL), que apresentaram-se inapropriadas para 0 manuseio. Os ensaios
de composicdo e comportamento térmico comprovaram a presenca da quitosana e do PCL na
esponja, a partir da presenca de bandas de absorcéo caracteristicas dos componentes via FTIR, e
indicaram uma boa estabilidade térmica a partir das analises por DSC. A anéalise do Potencial
Zeta apresentou carater catibnico das amostras, caracteristico da quitosana, resultado
interessante, visto que a cavidade oral apresenta varios componentes que possuem carater
anionico, bem como a indicacdo de que a amostra 50/50 (Q/PCL) é a que possui maior
estabilidade. O teste de esterilidade comprovou que é possivel esterilizar a esponja por UV. Por
fim, analisando todas as caracterizacdes realizadas, € possivel comprovar a viabilidade da
esponja de quitosana e das blendas 75/25 e 50/50 (Q/PCL) para futura aplicacdo em infeccGes

orais.
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