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RESUMO

Introducé@o: A engenharia de tecidos permite combinar biomateriais, células,
fatores de crescimento e diferenciacdo com o objetivo de melhorar ou restaurar as
funcBes de tecidos ou 6rgdos. Dentre esses biomateriais, a quitosana € um possivel
candidato para aplicacdo no tratamento de doencas orais infecto-inflamatorias, por
ser um biopolimero biocompativel com acdo anti-inflamatéria e antimicrobiana.
Objetivo: Caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de esponjas a base de
guitosana e policaprolactona (PCL). Metodologia: As esponjas foram previamente
preparadas nas seguintes propor¢cdes (v/v): 100% quitosana (Q pura); 75% de
guitosana e 25% de PCL (75/25); 50% de quitosana e 50% de PCL (50/50), 25%
quitosana e 75% PCL (25/75) e posterior liofilizagdo. As amostras foram
caracterizadas através de microscopia eletronica de varredura (MEV), perfilometria,
angulo de contato, degradacdo em PBS e espectroscopia UV-VIS. Para avaliacéo
do efeito antimicrobiano foi realizado o teste do halo de inibicdo e de macrodiluicéo
para as cepas S. mutans (ATCCUA159) e S. sanguinis (ATCCBAA1455).
Resultados: As analises por MEV mostraram a interconectividade dos poros, bem
como o grau de porosidade das esponjas avaliadas, o qual aumentou conforme a
maior proporcdo de PCL. Na perfilometria, através do parametro Ra, foi observada
diferenca estatisticamente significante de todos os grupos em relacdo a esponja
25/75 (p < 0,05), que apresentou a maior rugosidade. As amostras apresentaram
carater altamente hidrofilico de modo que né&o foi possivel mensurar o angulo de
contato. As esponjas apresentaram degradacéo apos 28 dias de imersédo em PBS,
e atraves do UV-VIS, foi possivel detectar o espectro da quitosana, comprovando
a sua liberacédo. No ensaio de macrodiluicdo foi observada a reducédo da contagem
de UFCs para 0 S. mutans, nas propor¢oes de 75/25 e 50/50 e, para o S. sanguinis,
para todas as propor¢cdes em relacdo ao controle. Concluséo: A caracterizacéo
das esponjas a base de PCL e quitosana demonstrou a existéncia de porosidade,
rugosidade e hidrofilicidade, em especial da proporcdo (50/50), com acédo
antimicrobiana. Novos estudos para a incorporacdo de substancias bioativas ou
com potencial antimicrobiano e/ou anti-inflamatério devem ser realizados para o

desenvolvimento desses scaffolds e futura aplicagcdo em infec¢des orais.

Palavras-chave: Quitosana; Engenharia Tecidual; Materiais Biocompativeis.



ABSTRACT

Introduction: Tissue engineering allows combining biomaterials, cells, growth
factors, and differentiation with the goal of improving or even restoring tissue or
organ functions. Among these biomaterials, chitosan is a possible candidate for
application in the treatment of infectious-inflammatory oral diseases, because of its
biocompatibility, anti-inflammatory and antimicrobial properties. Objective: To
characterize and evaluate the antimicrobial activity of sponges based on chitosan
and polycaprolactone (PCL). Method: The sponges were previously prepared in the
following proportions (v / v): 100% chitosan (pure Q); 75% chitosan and 25% PCL
(75/25); 50% chitosan and 50% PCL (50/50), 25% chitosan and 75% PCL (25/75)
and subsequent lyophilization. The samples were characterized by scanning
electron microscopy (SEM), perfilometry, contact angle, degradation in PBS and
UV-VIS spectroscopy. Evaluation of antimicrobial effect was performed using halo
inhibition or macrodilution test for S. mutans (ATCCUA159) and S. sanguinis
(ATCCBAAL1455). Results: SEM analysis showed the interconnectivity of the pores,
as well as the degree of porosity, which increased the higher the proportion of PCL
in the sponges. In the perfilometry, through the Ra parameter, a significant
difference of all groups was observed in relation to 25/75 (p <0.05), which presented
the greatest roughness. The samples presented a highly hydrophilic character, so
the contact angle was not measured. The sponges presented degradation after 28
days of immersion in PBS, and the UV-VIS detected the chitosan spectrum proving
its release. In the macrodilution analysis, a reduction in the counts of CFUs was
observed for S. mutans in the proportions of 75/25 and 50/50, and for S. sanguinis
for all proportions in relation to the control. Conclusion: The characterization of PCL
and chitosan sponges showed porosity, roughness and hydrophilicity, especially the
proportion (50/50), with antimicrobial action. New studies for the incorporation of
bioactive substances or antimicrobial and/or anti-inflammatory potential should be
performed for the development of these scaffolds and future application in oral

infections.

Keywords: Chitosan; Tissue Engineering; Biocompatible Materials.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC = American Type Culture Collection
BHI = Brain Heart Infusion
CIM = Concentracao Inibitoria Minima

CBM = Concentracao Bactericida Minima

Fig. = figura
h = hora
kV = quilovolt

kDa = quilo Dalton

mL = mililitro

ML = microlitro

mm = milimetros

MM = micrémetros

nm = nandmetros

MEV = Microscopia eletrbnica de varredura
t = tempo

°C = graus Celsius

PCL = policaprolactona

PLLA = poli(acido L-latico)

PBS = solucéo salina de fosfato

UFC = unidades formadoras de colonias
UV-VIS = |uz ultra-violeta visivel

v/v = volume/volume

100 quitosana = 100% de quitosana
75/25 = 75% de quitosana e 25% de PCL
50/50 = 50% de quitosana e 50% de PCL
25/75 = 25% de quitosana e 75% de PCL
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1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos permite combinar biomateriais, células, fatores de
crescimento e diferenciagcdo com o objetivo de melhorar ou até mesmo restaurar as
funcBes de tecidos ou Orgdos. Neste contexto, tem crescido 0 interesse no
desenvolvimento de scaffolds para uso em Odontologia, os quais séao utilizados
como arcabouco para permitir que as células possam aderir, crescer e se organizar
em sua superficie. Desse modo, um scaffold ideal deve permitir a migracéo,
proliferacdo e organizacao celular tridimensional. Além disso, a biodegradabilidade
também é necessaria, uma vez que facilita a degradacéo desses arcabouc¢os para
gue ocorra a infiltracéao celular, vascularizacao, diferenciacéo e consequentemente
substituicdo dos scaffolds pelos tecidos apropriados. Diversos biomateriais tém
sido investigados visando estratégias regenerativas, incluindo-se: o colageno,
fibrina, celulose, policaprolactona (PCL) e a quitosana®.

Dentre estes biomateriais, a quitosana € um biopolimero natural,
extremamente versatil, podendo ser fabricada em diferentes apresenta¢cées como:
nanoparticulas, filmes, tubos, whiskers, membranas e esponjas. Além disso, a
natureza catibnica da quitosana permite a sua associacdo com um agente bioativo
negativo, favorece o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e adesédo celular,
assim como a retencdo e adsorcdo a mucosa oral (bioadesividade)?3. Esse
polimero apresenta ainda uma diversidade de aplicacbes, como sistema de
liberagdo de drogas, curativos, enxertos de pele e tecidos?.

A quitosana é derivada da quitina, que € um polissacarideo encontrado no
exoesqueleto de crustaceos e paredes celulares de fungos apos sofrer
desacetilacdo alcalina. Com isso, a distincdo entre quitosana e quitina é dada
através do numero de unidades de N-glucosamina e isso interfere na aplicabilidade
desses materiais, uma vez que a utilizacdo da quitina é limitada por ser
guimicamente inerte e insolluvel tanto em agua quanto em acido. Os parametros
relevantes com capacidade de interferir na solubilidade, assim como na degradacéo
da quitosana sdo: a massa molar, que pode variar entre 300 a 1000 kDa, e o grau
de desacetilacdo entre 30% e 95%°. Isso significa que, para uma maior
biodegradabilidade, a massa molar deve ser menor, uma vez que essas Sao

grandezas inversamente proporcionais®.
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Dentre as propriedades biolégicas da quitosana destaca-se a sua atividade
antimicrobiana intrinseca. Embora 0 mecanismo ndo esteja completamente
elucidado, é proposto que este seja pela associa¢do do seu grupo catidnico com
anions presentes na parede celular bacteriana, suprimindo a biossintese’. Outra
potencial atividade da quitosana descrita na literatura é seu efeito anti-inflamatério,
0 que a torna, juntamente com sua acgdo antimicrobiana, um potencial alvo para
prevencao e tratamento de infecgdes orais, entre estas, as doengas periodontais.
Neste contexto, o estudo de Pavez et al.8, associou os efeitos antimicrobiano e anti-
inflamatério do triclosan e da quitosana com a producdo de nanoparticulas a base
desses agentes e mostrou a capacidade dessas particulas em modular a resposta
inflamatéria em fibroblastos gengivais, 0 que seria interessante no tratamento da
inflamacgéo na doenca periodontal.

No que se refere a acdo antimicrobiana, Costa et al.® avaliaram a atividade
da solucao de quitosana em acido aceético contra bactérias anaerébicas: Prevotella
buccae, Tannarella forsythia, Aggregatibacter Actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia e confirmaram o efeito
bactericida rapido e eficiente contra estes microrganismos, atribuido possivelmente
a natureza catiénica da quitosana que permite a interacdo com a parede celular
bacteriana (carga anidnica), ocasionando a lise celular. Com isso, os autores
expdem a possibilidade de utilizar a quitosana como antimicrobiano natural,
principalmente contra bactérias anaerdbicas (principais patdogenos periodontais).
Neste sentido, dentro da periodontia, 0 uso da quitosana na forma de scaffold seria
interessante para sua acdo no ambiente subgengival onde se localiza a microbiota
anaerdbica, bem como para a acdo na reducdo do processo inflamatério e
cicatrizagado tecidual'®!!, Isso porque a periodontite € uma infeccéo polimicrobiana
de carater inflamatoério cronico e sua progresséao € resultante da interagdo entre o
biofilme disbidtico (em especial anaerdbios Gram-negativos) e uma exacerbada
resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro, que causa destruicéo do tecido!?13,

Recentemente um enfoque significativo tem sido dado a fabricacdo de
scaffolds poliméricos tridimensionais, os quais funcionam como um modelo que
orienta a formacdo de um novo tecido. Neste contexto, a fabricacdo e a
caracterizacao de esponjas a base de quitosana tém sido reportadas na literatura

por apresentarem propriedades capazes de serem utilizadas como scaffold®.
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Apesar de suas propriedades bioldgicas interessantes € possivel aprimorar
0S biomateriais compostos por quitosana com o intuito de aperfeicoar suas
aplicacdes!®. Neste sentido, ha a possibilidade deste biopolimero ser moldado em
uma estrutura porosa e associado a outros materiais como: alginato, hidroxiapatita,
acido hialurdnico, fosfato de calcio, poli(acido L-latico) (PLLA), fatores de
crescimento e ao policaprolactona (PCL) . O PCL é um polimero sintético, derivado
da sintese quimica do petréleo, que apresenta baixa temperatura de fusdo e
viscosidade, além de uma taxa de degradacéo lenta. Embora o PCL apresente
desvantagens, como auséncia de reconhecimento celular, hidrofobicidade,
contribuicdo de carga neutra, € um polimero sintético, biodegradavel,
biocompativel, ndo téxico e de facil processamento®®. Desse modo, a unido das
caracteristicas bioativas que a quitosana apresenta, as boas propriedades do PCL
em um mesmo material pode apresentar um grande potencial de aplicacdo na
engenharia de tecidos.

A potencial utilizagéo de scaffolds com a finalidade de neoformacéo tecidual
€ o foco da odontologia regenerativa, em que 0 objetivo é associar biomateriais,
incluindo a quitosana, a substancias que tenham capacidade de induzir células-
tronco-mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos ou odontoblastos
aumentando o potencial osteogénico, por exemplo, para a mineralizacdo da
dentina, nos casos de infec¢bes que envolvam o complexo dentino-pulpar, como a
carie e as infeccdes endodobnticas'®. Uma vantagem dos scaffolds de quitosana
para sua aplicacdo na engenharia de tecido 0sseo € a presenca de poros
interconectados, com possibilidade de formacéo 6ssea in vitro e in vivol’. Tsuchiya
et al.’® afirmam que, além deste potencial osteocondutor da quitosana, esta
também é capaz de carrear e regular a liberacéo de agentes bioativos, como fatores
de crescimento, uma vez que demonstraram uma maior formacdo Ossea em
modelo de calvaria de ratos que receberam a esponja de quitosana impregnada
com o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).

Dessa forma, através da engenharia tecidual, podemos observar as
consequéncias de diversas infec¢des orais sob outras perspectivas, pois se torna
possivel combinar biomateriais, células, fatores de crescimento e de diferenciacéo
com o objetivo de melhorar ou até mesmo restaurar as funcdes de tecidos ou

orgaost.
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No presente estudo, foram desenvolvidas esponjas em diferentes
proporcdes de quitosana e PCL com o objetivo de caracteriza-las e avaliar sua
atividade antimicrobiana e o potencial dessas blendas poliméricas para utilizagdo
como scaffold no tratamento de infecgdes orais.
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CAPITULO 1
O manuscrito a seguir serd submetido a revista Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces.
Titulo: Caracterizacdo e atividade antimicrobiana de esponjas a base de
guitosana/policaprolactona para aplicacdo em Odontologia
Autores: Isis de Araljo Ferreira Muniz'; Carolina Lima de Almeida?; Eliton Souto
de Medeiros?; Ricardo Dias de Castro*; Sabrina Garcia de Aquino®.
Filiagdo: !Mestranda em Ciéncias Odontol6gicas — UFPB; 2Mestranda em Ciéncia
e Engenharia de Materiais — UFRN; 3Prof. Dr. De Engenharia de Materiais — UFPB;

4Prof. Dr. do Programa de Mestrado em Ciéncias Odontolégicas — UFPB.

RESUMO

Introdug&o: A engenharia de tecidos permite combinar biomateriais, células,
fatores de crescimento e diferenciacdo com o objetivo de melhorar ou até mesmo
restaurar as funcdes de tecidos ou 6rgdos. Dentre esses biomateriais a quitosana
€ um possivel candidato para aplicacdo no tratamento de doencas orais de carater
infecto-inflamatorio, por ser um biopolimero biocompativel com propriedades anti-
inflamatdria e antimicrobiana. Objetivo: Caracterizar e avaliar a atividade
antimicrobiana de esponjas a base de quitosana e policaprolactona (PCL).
Metodologia: As esponjas foram previamente preparadas nas seguintes
proporcdes (v/v): 100% quitosana (Q pura); 75% de quitosana e 25% de PCL
(75/25); 50% de quitosana e 50% de PCL (50/50), 25% quitosana e 75% PCL
(25/75) e posterior liofilizacdo. As amostras foram caracterizadas através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), perfilometria, angulo de contato,
degradacdo em PBS e espectroscopia UV-VIS. Para avaliacdo do efeito
antimicrobiano foi realizado o teste do halo de inibicdo ou de macrodiluicdo, para
as cepas S. mutans (ATCCUA159) e S. sanguinis (ATCCBAA1455). Resultados:
As andlises por MEV mostraram a interconectividade dos poros das esponjas
avaliadas, bem como o grau de porosidade, que aumentou quanto maior a
proporcdao de PCL. Na perfilometria, através do parametro Ra, foi observada
diferenca estatisticamente significante de todos os grupos em relagcéo a proporcéo
25/75 (p < 0,05), a qual apresentou a maior rugosidade. As amostras apresentaram

carater altamente hidrofilico de modo que néo foi possivel mensurar o angulo de
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contato. As esponjas apresentaram degradacdo apds 28 dias de imersao em PBS,
e através do UV-VIS foi possivel detectar o espectro da quitosana no PBS,
comprovando a sua liberagdo. Na avaliagdo da atividade antimicrobiana das
amostras através da macrodiluicao, foi observada a reducao da contagem de UFCs
para o S. mutans, nas proporc¢des de 75/25 e 50/50 e, para 0 S. sanguinis, para
todas as proporcdes em relagdo ao controle. Concluséo: A caracterizacdo das
esponjas a base de PCL e quitosana demonstrou porosidade, rugosidade e
hidrofilicidade, em especial da proporcéo (50/50), com acéo antimicrobiana. Novos
estudos para a incorporacdo de substancias bioativas ou com potencial
antimicrobiano e/ou anti-inflamatério devem ser realizados para o desenvolvimento

desses scaffolds e futura aplicagcdo em infec¢des orais.

Palavras-chave: Quitosana; Engenharia Tecidual; Materiais Biocompativeis.
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INTRODUCAO

A engenharia de tecidos permite combinar biomateriais, células, fatores de
crescimento e diferenciagcdo com o objetivo de melhorar ou até mesmo restaurar as
funcBes de tecidos ou Orgdos. Neste contexto, tem crescido o interesse no
desenvolvimento de scaffolds para uso em Odontologia, os quais séao utilizados
como arcabouco para permitir que as células possam aderir, crescer e se organizar
em sua superficie. Desse modo, um scaffold ideal deve permitir a migracéo,
proliferacdo e organizacao celular tridimensional. Além disso, a biodegradabilidade
também é necessaria, uma vez que facilita a degradacéo desses arcaboucgos para
gue ocorra a infiltracéo celular, vascularizagao, diferenciagéo e consequentemente
substituicdo dos scaffolds pelos tecidos apropriados. Diversos biomateriais tém
sido investigados visando estratégias regenerativas, incluindo-se: o colageno,
fibrina, celulose, policaprolactona (PCL) e a quitosana®.

A gquitosana € um biopolimero natural, extremamente versatil, podendo ser
fabricada em diferentes apresentacbes como: nanoparticulas, filmes, tubos,
whiskers, membranas e esponjas. Além disso, sua natureza catibnica permite a
associacdo a um agente bioativo negativo, favorece o crescimento, proliferacéo,
diferenciacao e adeséo celular, assim como a retencao e adsor¢do a mucosa oral
(bioadesividade)?2. Esse polimero apresenta ainda uma diversidade de aplicacdes,
como: sistema de liberacdo de drogas, curativos, enxertos de pele e tecidos®.

Apesar de suas propriedades biolégicas interessantes € possivel aprimorar
0s biomateriais compostos por quitosana com o intuito de aperfeicoar sua
utilizacdo®. Neste sentido, ha a possibilidade deste biopolimero ser moldado em
uma estrutura porosa e associado a outros materiais como: alginato, hidroxiapatita,
acido hialurénico, fosfato de calcio, poli(acido L-latico) (PLLA), fatores de
crescimento e ao policaprolactona (PCL) . O PCL é um polimero sintético, derivado
da sintese quimica do petréleo, que apresenta baixa temperatura de fuséo e
viscosidade, além de uma taxa de degradacéo lenta. Embora o PCL apresente
desvantagens, como auséncia de reconhecimento celular, hidrofobicidade,
contribuicio de carga neutra, é um polimero sintético, biodegradavel,
biocompativel, ndo téxico e de facil processamento®. Desse modo, a unido das

caracteristicas bioativas que a quitosana apresenta as boas propriedades do PCL
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em um mesmo material pode apresentar um grande potencial de aplicacdo na
engenharia de tecidos.

Através da engenharia tecidual, podemos observar as consequéncias de
diversas infec¢Bes orais sob outras perspectivas, pois se torna possivel combinar
biomateriais, células, fatores de crescimento e de diferenciacdo com o objetivo de
melhorar ou até mesmo restaurar as funcées de tecidos ou érgaos?.

A potencial utilizacdo de scaffolds com esta finalidade de neoformacéo
tecidual € o foco da odontologia regenerativa, em que o objetivo é associar
biomateriais, incluindo a quitosana, a substancias que tenham capacidade de
induzir células-tronco mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos ou
odontoblastos aumentando o potencial osteogénico, por exemplo, para a
mineralizacdo da dentina, nos casos de infeccdes que envolvam o complexo
dentino-pulpar, como a carie e as infecgbes endodonticas. Dessa forma, esses
scaffolds podem ser capazes de atuar como agentes de capeamento pulpar direto”.

No presente estudo, foram desenvolvidas esponjas em diferentes
proporgdes de quitosana e PCL com o objetivo de caracteriza-las e avaliar sua
atividade antimicrobiana com o intuito de analisar o potencial dessas blendas

poliméricas para utilizacdo como scaffold no tratamento de infec¢des orais.
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MATERIAIS E METODOS

Para a fabricacdo das esponjas foram preparadas inicialmente as solugoes
de quitosana e PCL. Para obtencao da solugdo de quitosana em &acido acético a
1%, 0,250 g de quitosana (baixa massa molar: 106 g.mol*; grau de desacetilagéo
85% - Sigma Aldrich (St. Louis, MO) foram dissolvidos em 0,5 mL de acido acético
e 49,5 mL de &gua destilada sob agitacdo constante por 24 horas para total
solubilizac&o. A solucdo de PCL foi preparada na concentracao de 3,7 mg/mL de
PCL dissolvidos em 27 mL de acetona sob agitacdo em uma temperatura entre 40
e 55°C até a dissolucao total do polimero. Em seguida, foram adicionados, sob
agitacéo, 72 pL de Polisorbato 80 (tensoativo). A solugéo obtida foi entdo gotejada
em 53 mL de agua destilada, com taxa de gotejamento de 330 uL/min e mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente para a total evaporacdo da acetona e o
volume perdido nesse processo foi completado com agua destilada.

Posteriormente, foi realizado o ajuste do pH de cada solucéo para 6,5 e as
solugcbes de quitosana e PCL misturadas em diferentes proporcdes (v/v: 100:0;
75:25; 50:50; 25:75), congeladas a -80°C em placas de 48 pocos e entéo liofilizadas
(Liofilizador Terroni, modelo Enterprise Il) por 24 horas. Todas as amostras

utilizadas nos experimentos subsequentes foram fabricadas em Ganico momento.

|. Caracterizacéo das esponjas:
1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das esponjas foi analisada utilizando um microscoépio eletrénico
de varredura, modelo Leo 1430 Zeiss, operado a 10 kV. Previamente as analises,
as amostras foram metalizadas com duas camadas de ouro, com 90 segundos para
cada recobrimento, em um “Sputter Coater” da Emitech, modelo KSSOX, em
atmosfera de argbnio. Foram obtidas imagens da superficie e internamente a
seccao transversal de cada amostra, a qual foi realizada com bisturi lamina nimero
12. Nao foi obtida imagem da seccéo transversal da esponja 25/75, pois nao foi
possivel cortad-la. Além da distribuicdo, os didametros dos poros das diferentes
proporcdes de esponjas foram medidos através do software analisador de imagens
(Image J, National Institutes of Health, USA). Foram realizadas 100 medidas

aleatdrias para cada amostra. Foram obtidas também micrografias da superficie
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das amostras apds o periodo de 28 dias de imersdo em PBS com 0s mesmos

parametros descritos.

2. Perfilometria

A andlise da rugosidade foi realizada no aparelho de Perfilometria ptica sem
contato (CCl MP, Taylor Hobson, Inglaterra) conectado a uma unidade
computadorizada contendo o software Talysurf CCl (Taylor Hobson, Inglaterra)
para obtencdo dos dados. Foi utilizado um cutoff de 200 um, com uma lente 20x
e velocidade de escaneamento de 1x no modo xyz. Foram obtidas imagens da
superficie, assim como internamente a seccéo transversal de cada amostra, a qual

foi realizada com bisturi lamina 12, ap0s o congelamento com nitrogénio.

3. Angulo de contato

O angulo de contato (8), que corresponde a média dos angulos formados
entre a superficie da esponja e a tangente da superficie da gota nos lados direito e
esquerdo, foi medido através do gotejamento de 10 uL de agua deionizada por uma
pipeta sobre a superficie das amostras, as quais possuiam o mesmo volume de
250 pL. Foram obtidas fotografias continuas, através da padronizacdo com uma
camera digital (CANON EOS REBEL T3i, lente Vivitar 100 mm autofocus Macro, no
modo continuo, 1ISO 100, regulagem de obturador 1/125 e diafragma f22) em um
tripé, horizontalmente a superficie das amostras, nos seguintes momentos: antes
do gotejamento, imediatamente ao contato da gota com a amostra e apos a

absorcéo da gota, resultando em 3 fotos por amostra&.

4. Degradacédo em PBS

O perfil de degradacéo das esponjas de diferentes proporcdes de quitosana
e PCL foi avaliado in vitro em PBS. Para isto, as esponjas foram incubadas em
placas de 24 pocos na presenca de 1 mL de PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente

por 28 dias. Nos tempos de 24 h, 48h, 72h, 1 semana e 4 semanas, as amostras
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foram pesadas em balanca analitica, em que os pesos de cada tempo participaram

da equacao para o calculo da porcentagem de intumescimento de acordo com a

Mt—-Mi

seguinte formula: [%] = ( —

), em que Mt corresponde ao peso apds o tempo

de imerséo e Mi, ao peso Umido inicial® . Para a pesagem foram utilizados papéis
para apoiar as esponjas, sendo um para cada amostra, o qual era pesado antes de
receber a esponja, para nao interferir na pesagem. A perda de massa ou o grau de
intumescimento foi avaliado através dos sinais + ou -, a depender dos resultados

dos calculos.

5. Espectroscopia UV-VIS

A caracterizagdo da liberacdo da quitosana da esponja foi determinada pela
espectroscopia de luz ultra-violeta visivel, apos 28 dias de imersdo em PBS para a
avaliacdo da degradacé&o. Foi obtido o espectro da solucéao de quitosana e do PCL,
e posteriormente das aliquotas do PBS, diluidas em 20 mL de agua destilada de
cada proporcdo das esponjas: 100Q, 75/25, 50/50 e 25/75, os quais foram
determinados em um espectro entre 190 e 600 nm, utilizando-se o equipamento
SHIMADZU-UV-2550.

[l. Atividade antimicrobiana:
1. Teste do halo de inibicéo

A atividade antimicrobiana das esponjas sobre patdgenos orais foi avaliada
pelo método classico de difusdo em agar. Nesta etapa, foram utilizadas cepas de
referéncia: Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) - ATCC - BAA1455,
Streptococcus oralis (S. oralis) - ATCC - 10557 e Streptococcus sobrinus (S.
sobrinus) - ATCC - 6715. Assim, essas cepas bacterianas foram reativadas em
meio BHI suplementado com 5% de sacarose, por 24 horas em estufa 37°C em
microaerofilia, ajustadas e padronizadas em espectrofotbmetro, 530 nm, abs 0,08—
0,1, para um valor de 2,5x10° unidades formadoras de colénias/mL (UFC/mL). Ap6s
este periodo, 5 mL de cada in6culo foi vertido em cada placa de Petri (90x15mm)

correspondente por inundacao, sendo o excesso descartado.
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Posteriormente, as esponjas testes de acordo com as composi¢coes
previamente mencionadas, ap0s serem esterilizadas por luz ultravioleta por 15
minutos de cada lado, foram colocadas nas placas de &gar com o inGculo, as quais
foram mantidas por 24 horas a 37°C em microaerofilia. Os diametros dos halos de
inibicdo foram determinados com auxilio de um paquimetro, obtendo-se trés
medidas do maior diametro de cada amostra. Discos de papel de filtro de 5 mm de
diametro contendo solucgéo de digluconato de clorexidina a 0,12% foram utilizados
como controle. Este respectivo teste foi realizado em triplicata e os dados
apresentados a partir do calculo da média dos halos de inibicéo?°.

2. Macrodiluicdo

Para esse experimento, as esponjas foram esterilizadas previamente por
oxido de etileno. Em placas de 48 pocos, contendo as esponjas de diferentes
proporgdes, foram adicionados 800 pL de meio BHI suplementado com 5% de
sacarose em cada poco. As esponjas ficaram incubadas a temperatura ambiente
por 1 semana, periodo necessario para a degradacdo da amostra e consequente
liberacdo da quitosana, como observado no teste da degradacdo em PBS. As cepas
bacterianas S. sanguinis (ATCC - BAA1455) e S. mutans (UA159) foram entdo
reativadas em meio BHI suplementado a 5% de sacarose por 24 horas em estufa
a 37°C e em microaerofilia. Apds o tempo de incubacédo, adicionou-se em cada
poco 200 pL do in6éculo de cada suspensado bacteriana em triplicata contendo a
concentracdo final de 2,5x10% Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24-48h, em
microaerofilia. Apds este periodo a CIM foi determinada visualmente e uma aliquota
de 20 pL de cada subcultivo foi plagueada em meio BHI agar suplementado a 5%
de sacarose e incubada nas condicbes previamente descritas. Além disso, as
esponjas foram colocadas em eppendorf e agitadas em vortex, com a retirada de
20 pL do meio para plagueamento nas mesmas condicdes. ApOds o periodo de

incubacéo, foi realizada a contagem de UFC/mL1?,
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ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA), adotando-se o estudo como
bicaudal com nivel de significancia de 5%.

A andlise estatistica dos diametros dos poros avaliados em MEV foi realizada
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, para medidas ndo
paramétricas. Na Perfilometria foi realizado o One-way ANOVA para os dados de
Ra, seguido do pés-teste de Tukey para medidas paramétricas.

A andlise estatistica da macrodilui¢cdo, através do plagueamento do meio
contendo o indculo, foi realizada pelo One-way ANOVA, seguido do pés-teste de

Tukey para medidas paramétricas.
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RESULTADOS

l. Caracterizacao das esponjas:

1. Microscopia eletronica de varredura

Através das micrografias da MEV foi possivel observar, de forma qualitativa,
a superficie e a seccao transversal das amostras. A morfologia da superficie de
cada esponja diferiu significativamente de acordo com as diferentes propor¢oes de
quitosana e PCL (Figura 1). A medida que a proporcéo de PCL aumenta, maior € a
porosidade das esponjas, de tal modo que a proporgédo de 25/75 nao permitiu o

corte transversal. Além disso, observa-se que as células encontram-se abertas nas

imagens da seccéo transversal, conforme pode se observar na Figura 2.

Figura 1: Imagens da MEV da superficie em diferentes aumentos, respectivamente das
amostras (A) 100Q, (B) 75/25, (C) 50/50 e (D) 25/75.
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Figura 2: Imagens da MEV da secc¢ao transversal em diferentes aumentos, respectivamente
das amostras: (A) 100Q, (B) 75/25 e (C) 50/50.

A avaliacdo microscopica da morfologia das esponjas por MEV também foi
realizada apds o periodo de 28 dias de imersdo em PBS. Nesta analise constatou-
se que, apos este periodo de imersdo, as amostras perdem seu aspecto poroso

homogéneo na medida em que ocorre sua degradacédo com o tempo (Figura 3).
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100 pm

Figura 3: Imagens da MEV da superficie ap0s 28 dias imersdo em PBS, em diferentes
aumentos das amostras, respectivamente (A) 100Q, (B) 75/25, (C) 50/50 e (D) 25/75.
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Avaliacao do grau de porosidade das esponjas

A analise do grau de porosidade das esponjas contendo diferentes
proporcdes de quitosana e PCL foi avaliada a partir da mensuragao do diametro
dos poros?*?. Pode-se verificar que houve diferenca estatisticamente significante nas
proporcdes de 100Q e 75/25 em relagcdo a 50/50, mostrando que esta proporcéo

obteve os maiores valores de diametro dos poros (Figura 4).
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Figura 4 — Mensuracédo do diametro dos poros: valores de acordo com as diferentes
propor¢Ges de esponjas: p* < 0,0001; p** < 0,0001 versus 50/50. (Kruskal-Wallis
seguido do pos teste de Dunn, para medidas ndo parameétricas).

Além das médias, também foram avaliadas a frequéncia dos diametros dos
poros para cada amostrals. Para as esponjas de 100Q h& um maior nimero de
poros medindo entre 5,22 e 25,22 um. Na proporcdo de 75/25 ha uma maior
predominancia de poros medindo entre 12,10 e 32,10 um, enquanto as de 50/50

obtiveram a maior porcentagem para diametros entre 11,47 e 31,47um (Figura 5).
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Figura 5: Frequéncia dos diametros dos poros das esponjas contendo

diferentes proporcdes de quitosana/PCL: (A) 100Q, (B) 75/25 e (C) 50/50.
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2. Perfilometria

A avaliacdo do perfil morfoldgico (andlise perfilométrica) baseou-se no
parametro Ra, que corresponde as médias dos picos e vales da rugosidade
horizontal. Comparando-se os valores de Ra, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante das propor¢ées (100Q; 75/25 e 50/50) em relacéo a
25/75, tanto na superficie integra como seccionada. Essa diferenca também foi
verificada entre as propor¢des 100Q e 75/25, assim como entre as amostras 75/25
e 50/50 apenas para as amostras seccionadas, indicando uma maior rugosidade
para a esponja 25/75 (Figura 6A e 6B).

Na anadlise da topografia superficial, foram observadas as medidas de Sa,
referente a média dos picos e vales da superficie. Nesta avaliacdo é possivel
observar uma tendéncia de esses valores serem maiores na amostra seccionada
do que na superficie da amostra integra (Figuras 7 e 8). Com isso, a analise da

perfilometria confirma a rugosidade da esponja.
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Figura 6A — Perfilometria: valores do Ra
de acordo com as diferentes proporgdes
de esponjas integras: p*= 0,010; p**=
0,0007; p***= 0,003 versus 25/75. (one-
way ANOVA, seguido de pdés-teste de
Tukey

Proporg¢do Quitosana/PCL

Figura 6B — Perfilometria: valores de Ra de
acordo com as diferentes proporgdes de
esponjas seccionadas: p* <0,0001; p**=
0,0058; p*** <0,0001 versus 25/75. p*=
0,0067 versus 75/25; p*= 0,0427 versus
50/50. (one-way ANOVA, seguido de pés-
teste de Tukey.
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Figura 7: Imagens da perfilometria mostrando o aspecto da superficie e o perfil morfolégico das
esponjas integras nas diferentes propor¢des de quitosana/PCL: (A) 100 Q; (B) 75/25; (C) 50/50
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Figura 8: Imagens da perfilometria mostrando o aspecto da superficie e o perfil morfolégico
da seccéo transversal das esponjas nas diferentes propor¢des de quitosana/PCL: (A) 100 Q;
(B) 75/25; (C) 50/50 e (D) 25/75.
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3. Angulo de contato

Na avaliacdo do angulo de contato, as amostras se apresentaram altamente
hidrofilicas de modo que néo foi possivel mensurar o angulo entre a gota de agua
e a superficie das esponjas, em todas as amostras avaliadas. A Figura 9 mostra as
imagens anteriores ao gotejamento, imediatamente apds o contato e posterior a
absorcao da gota pelas esponjas de diferentes proporgdes de quitosana/PCL: 100
quitosana, 75/25, 50/50 e 25/75.
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Figura 9: Avaliacdo do angulo de contato: Painel 1: 100Q; Painel 2: 75/25;
Painel 3: 50/50; Painel 4: 25/75. (a) Imagem antes do gotejamento; (b) 33
Imagem imediatamente ao contato; (c) Imagem apés absorgéo.




4. Degradacédo em PBS

A perda de massa ou o intumescimento das esponjas indicaram que, para
os tempos de imersao de 24h,48h, 72h e 1 semana, apenas a propor¢cao de 25/75
apresentou um comportamento de intumescimento, enquanto as demais sofreram
degradacédo. O mesmo nao foi observado para o tempo de 4 semanas, em que as
proporcdes de 100Q e 50/50 se mantiveram degradando e as de 75/25 e 25/75

intumesceram, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Grau de intumescimento das esponjas contendo diferentes proporcdes de
quitosana/PCL: 100 quitosana (100Q), 75/25, 50/50 e 25/75 de acordo com o periodo

de imersdo em PBS.
Tempo de imersao

Amostras t=24h t=48h t=72h t=1semana | t=4 semanas
100Q -3,9% -3,91% -13,64% -14,84% -24,18%
75/25 -13,1% | -20,09% -10,14% -15,48% +15,86%
50/50 -28,22% | -16,1% -23,96% -6,57% -6,18%
25/75 +52,08% | +75% +1,55% +58,33% +58,33%
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(A)

Absorbancia

5. Espectroscopia UV-VIS

Na espectroscopia UV-VIS foi encontrado, inicialmente, o comprimento de
onda em que ocorre a absorbéancia de cada constituinte: 195nm para a quitosana e
270nm para o PCL, utilizados como parametros na avaliagdo das aliquotas de PBS
em que as esponjas estavam imersas. Nessas amostras, foram encontrados
espectros correspondentes a quitosana para todas as propor¢ces avaliadas,
indicando que houve liberacdo desse componente no meio durante o periodo em

que ficaram imersas, como mostram os gréficos abaixo (Figura 10).

A
=

PCL 1 1 —— Quitosana -

Absorbancia
1

-_—
225 250 275 300 325 350 375 400 200 225 250 275
Comprimentn de onda (nm) At ek e -nda (nm)

(C) 25-75
—— 50-50
75-25
—100Q

Absorbancia

T T T T T
190 195 200 205 210 215 220
Comprimento de onda (nm)

Figura 10: Comprimento de onda do PCL (A); Comprimento de onda da quitosana (B);
gréfico referente aos espectros das amostras contendo diferentes propor¢gbes de
guitosana/PCL: 100Q, 75/25, 50/50 e 25/75 (C).
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6. Teste do halo de inibicao

A proporcéo de 25/75 foi excluida da avaliagdo antimicrobiana, uma vez que
os resultados da caracterizagéo, atraves do MEV e da perfilometria, mostraram um
excesso de porosidade, rugosidade, com consequente dificuldade de manipulagéo
da amostra, além de apresentar pequena quantidade de quitosana, o polimero que
apresenta bioatividade.

Através da formacdo do halo de inibicdo verificou-se atividade
antimicrobiana das amostras sobre a cepa de S. sobrinus, obtendo-se as seguintes
médias dos halos para cada proporcao de esponja: 9,75 mm para 100Q; 9,57 mm
paraa proporcéo 75/25 e 9,83 mm para as esponjas do grupo 50/50. Para o controle
positivo, observou-se a média de 21,6 mm do halo de inibigc&o.

Essa mesma atividade né&o foi observada para as cepas S. sanguinis e S.
oralis, pois ndo ocorreu a formacdo de halo de inibicio em nenhuma das
proporgdes de esponjas avaliadas. No entanto, observou-se formagéo de halo de
inibicdo nas placas do controle com a clorexidina (Figuras 11A e 11B).
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Figura 11: (A) Teste do halo de inibicdo com esponjas em diferentes proporcdes, com as cepas, S.
sobrinus, S. sanguinis e S. oralis, respectivamente. (B) Controle positivo (clorexidina) com as
respectivas cepas.
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7. Macrodiluicéo

A macrodiluicdo avaliou a inibicdo do crescimento no meio e a seguir na

propria esponja. Dentre 0s micro-organismos testados na analise do meio, observa-

se que houve diferenca estatisticamente significante para o S. mutans entre 75/25

e 50/50 em relacdo ao controle, indicando que estas proporgdes foram capazes de

reduzir as UFCs, e para o S. sanguinis todas as proporcdoes avaliadas

apresentaram reducao das UFC/mL comparado ao controle (Figura 12A e 12B).
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Figura 12A — Macrodiluicdo: valores de
UFC/mL para S. mutans de acordo com
as diferentes proporcdes de esponjas:
p*=0,0293; p**=0,0270 vs controle (one-
way ANOVA, seguido de pdés-teste de
Tukey).
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Figura 12B — Macrodiluicdo: valores de
UFC/mL para S. sanguinis de acordo
com as diferentes proporcbes de
esponjas: p*= 0,0388; p**= 0,0315; p***=
0,0330 vs controle. (one-way ANOVA,
seguido de poOs-teste de Tukey).

Para a andlise da inibicdo do crescimento dos in6culos nas esponjas foi

observado que houve diminuicdo das UFC/mL para o S. mutans em todas as

proporcdes avaliadas, sendo verificada na de 100Q a maior inibicdo. Para o S.

sanguinis, houve reducéo para as proporcdes de 100Q e 75/25, com excecao da

propor¢cao 50/50, a qual apresentou crescimento exacerbado na esponja, apesar

de no meio ter ocorrido redugéao (Figura 13).
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Figura 13: Gréafico da UFC/mL dos controles dos micro-organismos S. mutans

e S. sanguinis e das diferentes proporcdes 100Q, 75/25 e 50/50.
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DISCUSSAO

O presente estudo realizou a caracterizagdo de esponjas de diferentes
propor¢des de quitosana/PCL e, através do MEV, perfilometria e &ngulo de contato,
demonstrou aspectos como porosidade, rugosidade, hidrofilicidade e perfil de
liberacdo suficientes para sua utilizagdo como scaffold.

A MEV (Figuras 1 e 2) demonstra uma relagdo entre o aumento na
guantidade de poros e o aumento da proporcéo de PCL nas amostras. Além disso,
a incorporagdo de PCL induziu também o aumento da dimensdo desses poros,
como observado na propor¢ao de 50/50, a qual obteve a maior média de diametro
(Figura 4). Este aumento da porosidade com a adigdo de PCL deve ser avaliado
com cautela, uma vez que é preciso ter uma quantidade de quitosana na amostra
gue apresente bioatividade, ao mesmo tempo em que a quantidade de poros
também seja suficiente para melhorar as propriedades do scaffold, mas néo
aumente sua fragilidade e dificulte sua manipulacdo (situacdo observada na
esponja de 25/75).

Também foi possivel observar a morfologia da superficie mais densa na
amostra 100Q, como mencionado também no estudo de lkeda et al.*?, o qual
avaliou esponjas de quitosana nas concentracdes de 1, 2 ou 4% em peso como
scaffolds e observou uma tendéncia de diminuicdo dos poros com o aumento da
concentracao de quitosana e uma predisposicdo a drastica reducéo da porosidade
no acréscimo de até 10% em peso devido a elevada viscosidade da solucao.

Xing et al.'* caracterizaram esponjas de quitosana micro-nano-fibrosas com
e sem solvente ternario (THF) para adsorcdo de corantes e obtiveram como
resultado uma estrutura em camadas lamelares nas amostras compostas apenas
por quitosana, verificando-se que a introducdo de THF induziu a desorganizacao
da estrutura, impedindo a formacédo de camadas continuas. Esse mesmo padréao
lamelar na esponja de quitosana pura, mas de baixa massa molar, foi observado
em nosso estudo, onde a adicdo de PCL reduziu as camadas lamelares e induziu
a formacao de uma maior quantidade de poros mais definidos.

Neste sentido, a adicdo de PCL a esponja é vantajosa considerando que,
para o material ser considerado um scaffold, este deve apresentar como
caracteristica marcante a interconectividade dos poros para que seja possivel a

infiltracdo celular, assim como a troca de nutrientes e gases'?. Além disso, é
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necessario também que ocorra adeséao celular as esponjas, para que seja possivel
uma futura aplicagcdo deste biomaterial na engenharia tecidual, o que deve ser
avaliado em estudos futuros.

Na avaliagdo da rugosidade das esponjas observou-se uma predisposicao
de os valores de Sa aumentarem de acordo com o acréscimo de PCL nas amostras,
com o0s maiores valores de Ra encontrados nas amostras de superficies
seccionadas (Figuras 6, 7 e 8) indicando que a porgcao interna das esponjas
apresenta maior rugosidade comparada a superficie. Ha indicios de que o aumento
da rugosidade, visualizada com a presenca de picos e vales, esteja relacionado a
porosidade observada através do MEV, assim como a presenca de PCL nas
amostras. Valores de referéncia desses parametros em esponjas de quitosana/PCL
nao foram encontrados na literatura, o que inviabiliza a comparacéao dos achados
encontrados no presente estudo.

A hidrofilicidade € um aspecto relevante para um biomaterial com aplicacéao
na engenharia tecidual, pois interfere na adesao celular, proliferacéo, assim como
na interacéo com os tecidos*. O parametro utilizado para avaliar essa caracteristica
€ a medida do angulo de contato, o qual € inversamente proporcional a
hidrofilicidade. A auséncia de angulo de contado foi observada em todas as
proporcdes de esponjas avaliadas, refletindo o carater altamente hidrofilico das
amostras, caracteristica que amplia sua interacdo com os tecidos, em futura
aplicacdo como scaffold (Figura 9). Essa hidrofilicidade elevada pode ser atribuida
tanto a quantidade de poros, observada no MEV, como também a presenca de
grupos aminos hidrofilicos da quitosana, conforme demonstrado por Li et al.'®,
Neste estudo, nanofibras de dupla camada de quitosana/PCL foram sintetizadas
para aplicagcdes em curativos multifuncionais. Observou-se nessas fibras um alto
valor de angulo de contato para a primeira camada composta de PCL, refletindo
seu carater hidrofébico e baixo valor para a quitosana e confirmando seu
comportamento hidrofilico devido a presenca de grupos aminos, os quais lhe
conferem essa caracteristica.

Além disso, Yodkhum, Phaechamud?® desenvolveram esponjas hidrofébicas
de quitosana modificadas por monoestearato de aluminio para liberacdo controlada
de drogas. Com isso, avaliaram a velocidade da penetracdo da dgua em funcéo do
tempo e perceberam que o carater hidrofilico ou hidrofébico dos materiais

influenciava nesse movimento. A estrutura porosa ocasionou o decréscimo do
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angulo de contato, embora na esponja de quitosana hidrofilica a penetracdo da
agua tenha sido mais rapida quando comparada ao sistema hidrofébico com
monoestearato de aluminio. Isso demonstra que a porosidade pode estar associada
a reducdo do angulo de contato e a hidrofilicidade tanto a reducdo como a
velocidade em ela ocorre.

A andlise da degradacao permite avaliar se a quitosana presente na amostra
€ liberada no meio. Esta foi calculada como porcentagem de intumescimento
baseada nos pesos das esponjas de acordo com o tempo de imersdo no PBS
(Tabela 1). A utilizacdo desse calculo é descrita na literatura para os materiais
poliméricos, uma vez que o intumescimento € uma propriedade dos materiais
porosos e hidrofilicos!”8, O peso inicial foi obtido através do peso Umido, imergindo
rapidamente a amostra em PBS, pois 0 peso seco nao foi detectado na balanca
analitica. Esse fato indica que ha para todas as esponjas um intumescimento
rapido. Além do intumescimento inicial, foi verificado também o ganho de peso para
a proporcao de 25/75 em todos os tempos avaliados, além das amostras 75/25 e
25/75 apresentarem esse mesmo comportamento no periodo final de 4 semanas.

Dessa forma, além da porosidade aumentada através da incorporacéo do
PCL nas esponjas, que determina a elevada capacidade de intumescer, a quitosana
apresenta alta hidrofilicidade, aumentando sua a capacidade de absorver agua,
além da molhabilidade por solventes polares como o PBS. Estes sao, portanto,
aspectos importantes para o fluxo de nutrientes cruciais na proliferacao celular
necessaria para aplicacdo na engenharia de tecidos®. Isso justifica o
intumescimento apresentado na proporcao de 25/75 para todos os tempos (esponja
gue possui a maior porosidade). Esta observacdo também confirma a auséncia de
angulo de contato, o qual demonstra o carater altamente poroso e hidrofilico das
esponjas avaliadas. As demais proporcfes apresentaram perda de peso com o0
tempo, sugerindo uma possivel degradacéo, avaliada através do UV-VIS.

Ja o espectro do PBS em que as amostras ficaram imersas (avaliado no UV-
VIS) foi semelhante ao comprimento de onda em que ocorre a absorbancia da
guitosana (Figura 10). Isso demonstra que ocorreu a liberacdo deste polimero no
meio no tempo avaliado de 28 dias. O perfil de liberacdo observado nesse estudo
condiz com o encontrado por Banerjee et al.4, que afirmam que o pico caracteristico
da quitosana de 200nm é devido a porcao glucosamina, embora seja divergente ao

encontrar um pico extra proximo a 300nm (explicado pela oxidacao ocasionada pela
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exposicao a radiacéo ultra-violeta, formando cromoforos como carbonila e grupos
amino), o qual néo foi encontrado em nossa analise.

A atividade antimicrobiana da quitosana é bem relatada na literatura,
sobretudo na forma de nanoparticulas em solugdo®®?%21, Lj et al.’®, através do
método do halo de inibi¢cdo por esgotamento para as cepas Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa conseguiram essa atividade com a
incorporacao da mupirocina, um antibacteriano, na primeira camada da fibra, assim
como na segunda camada contendo quitosana.

De forma semelhante, esponjas de quitosana com e sem adicdo de
tetraciclina ou extrato de aloe vera para curativos foram testadas contra S. aureus,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e E. coli por difusdo em agar. Como
resultado, foram observados menores halos de inibicdo nas amostras compostas
apenas por quitosana em comparacdo as demais contendo tetraciclina, um
antibacteriano bem estabelecido, o qual contribuiu significativamente para a
potencializacdo da atividade antimicrobiana'®. Do mesmo modo, em nosso estudo,
observou-se uma pequena inibicdo apenas para a cepa S. sobrinus usando
metodologia semelhante por inundacao (Figura 11).

Entretanto, no teste de macrodiluicdo realizado apds incubacao das
esponjas por sete dias observou-se uma melhor acdo antimicrobiana, com forte
inibicdo do crescimento de S. mutans e S. sanguinis. Isso significa que, para que
ocorra atividade antimicrobiana da quitosana, esta deve ser liberada no meio
através da degradacédo temporal da esponja (conforme visualizado no teste de
degradacédo em PBS). A menor inibicdo dos micro-organismos no teste do halo de
inibicdo provavelmente se deve ao fato de a quitosana encontrar-se aprisionada na
estrutura da esponja. Nesta condicao, o uso destas esponjas seria favoravel como
um dispositivo de liberacédo da quitosana e outra droga que venha a ser incorporada
para melhorar sua bioatividade.

Neste contexto, € importante ressaltar que alguns fatores afetam na eficacia
da acdo bactericida da quitosana, como: a espécie de micro-organismo, a
concentracgéo e a hidrofilicidade da quitosana, o peso molecular, pH e a temperatura
do meio, bem com sua forma de apresentacédo??. Pode-se, dessa forma, inferir que
alguma dessas condicbes tenha influenciado a atividade das esponjas,
possivelmente a concentracdo da quitosana e a forma de apresentacdo, uma vez

gue esse polimero em solucdo apresenta maior eficacia na inibicdo do crescimento

43



bacteriano, quando comparado ao seu estado solido (como fibras, filmes,
membranas e esponjas) que apresentam uma menor superficie de contato com o
meio.

Diante disso, embora a literatura relate o efeito antimicrobiano da quitosana,
observa-se nos estudos a insercdo de algum agente antibacteriano para
potencializar esse efeito desejado nos biomateriais. Portanto, apesar de a esponja
a base de PCL e quitosana apresentar caracteristicas morfoldgicas interessantes
para seu uso como scaffold, se faz necesséria a incorporacdo de uma substancia
com acao antimicrobiana e/ou anti-inflamatoria, bem como a realizagédo de maiores
testes in vitro e in vivo confirmando estas atividades, visando sua futura aplicacéo

na odontologia, como material capeador.
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CONCLUSAO

A caracterizacdo das esponjas contendo diferentes proporc¢des de quitosana
e PCL demonstrou aspectos como: porosidade, conectividade entre os poros,
rugosidade, hidrofilicidade e perfil de liberacao de quitosana satisfatérios para a sua
utilizacdo como scaffold. Dentre as esponjas avaliadas, a propor¢cdo de 50/50
apresentou melhor distribuicdo da porosidade, maior diametro dos poros, altos
valores de rugosidade, maior degradacao no periodo de uma semana. Uma melhor
acdo antimicrobiana foi observada no teste de macrodiluicdo realizado apds
incubacao prévia das esponjas para liberacdo da quitosana da blenda polimérica,
sugerindo sua efetividade como dispositivo de liberagdo da quitosana. Novos
estudos com intuito de incorporar fatores com potencial antimicrobiano e/ou anti-
inflamatorio sdo necessarios para o aprimoramento desses scaffolds visando futura

aplicacdo no tratamento e regeneracao tecidual em infec¢bes orais.
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CONSIDERACOES GERAIS

A caracterizagcdo das esponjas de quitosana/PCL, através do MEV,
perfilometria e &angulo de contato, demonstrou aspectos como porosidade,
rugosidade, hidrofilicidade e perfil de liberacdo suficientes para a sua utilizagéo
como scaffold.

Dentre as proporg¢des de esponjas analisadas, constatou-se que a de 25/75
apresentou porosidade excessiva e fragilidade para a sua utilizagdo nos
experimentos, sendo por isso, descartada. A amostra de 100Q, embora contenha
a maior concentracao do polimero com bioatividade, apresentou poros irregulares
e baixa porosidade em sua superficie. As esponjas de 75/25 apresentaram boa
associacao das caracteristicas fisicas com a atividade antimicrobiana (apesar de
reduzida), embora a propor¢éo de 50/50 possua a maior regularidade nos poros, o
maior diametro e uma maior degradacdo, com potencial por ter apresentado
reducéo das UFCs nos micro-organismos testados. Essa maior inibicdo dos micro-
organismos na macrodiluicdo se deve ao fato de a quitosana ser liberada no meio
apos a incubacéo prévia das amostras, enquanto no teste do halo de inibicédo, a
guitosana encontra-se aprisionada na estrutura da esponja. Muitos estudos
mostram a associacao de fibras ou esponjas a base de quitosana a drogas com
comprovada agao antimicrobiana, potencializando sua efetividade.

Neste contexto, serdo necessarias novas pesquisas para incorporacao de
uma substancia que confira atividade antimicrobiana e/ou anti-inflamatoria, assim
como fatores determinantes no reparo tecidual para a aplicacéo clinica. Além disso,
devem ser realizados estudos in vitro para avaliar a citotoxicidade, capacidade de
adesdo e proliferacdo celular, bem como a producdo de mediadores inflamatorios,
em diferentes tipos celulares (como: células mesenquimais indiferenciadas,
osteoblastos e fibroblastos) na presenca das esponjas, para posterior realizacao de

estudos in vivo e possivel avanco para uso clinico em odontologia.
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2. CONCLUSAO

Dessa forma, as esponjas caracterizadas nessa pesquisa obtiveram
aspectos como, porosidade, rugosidade, hidrofilicidade e perfil de liberacdo de
guitosana relevantes para a sua utilizagcdo como scaffold. Dentre as esponjas
avaliadas, a proporcao de 50/50 se destacou das demais, por apresentar melhor
distribuicdo da porosidade, maior didametro dos poros, altos valores de rugosidade
e a maior degradacdo no periodo de uma semana. Uma melhor acéo
antimicrobiana foi observada no teste de macrodiluicdo realizado apés incubacéo
prévia das esponjas para liberacdo da quitosana da blenda polimérica. Novos
estudos com intuito de incorporar fatores com potencial antimicrobiano e/ou anti-
inflamatério sdo necessarios para o aprimoramento desses scaffolds visando futura

aplicacao no tratamento e regeneracao tecidual em infec¢bes orais.
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