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Santos JD. Sintese, caracterizacao ¢ atividade antimicrobiana de nanofibras de
policaprolactona - nistatina produzidas por eletrofiacdo [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2020.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi sintetizar um scaffold de nanofibras (NFs) de
Policaprolactona (PCL) com adi¢do de nistatina (NYS), caracterizar e avaliar a
atividade antimicrobiana. NFs foram sintetizadas pela técnica da eletrofiagao,
utilizando-se solucdo de PCL puro e PCL adicionado de NYS. Para a sintese das
NFs de PCL, o polimero foi dissolvido em Dimetilformamida (DMF) e 1,1,2,2
Tetracloroetano (TCE), logo ap6s foram adicionadas trés concentracdes de NYS
(Grupos A, B e C). As amostras foram analisadas em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Espectroscopia por energia dispersiva (EDS), Anélise de
molhabilidade, Anélise de Difratometria de Raios-X (DRX) e Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Ap6s a andlise em MEV foi
realizada a média dos diametros das fibras com Software ImageJ. As atividades
antimicrobianas foram avaliadas por meio dos testes de concentragao inibitdria
minima (CIM) e concentracdo microbicida mimica (CMM). As NFs de PCL
com NYS (A) apresentaram didmetro de 0,99um +0,29, o padrao do grupo B
apresentou uma média de didmetro de 1,3um +0,56 ¢ o grupo C 1,24um +0,48.
O DRX e o EDS comprovaram a presenca de PCL e de NYS nas amostras. A
CIM e a CMM comprovaram a agdo fungicida e fungistatica das NFs A, B e C.

Palavras-chave: Fibras. Candida albicans. Eletroquimica.



Santos JD. Synthesis, characterization and antimicrobial properties of
nanofibers polycaprolactane - nystatin produced by electrospinning [doctorate
thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology, 2020.

ABSTRACT

The aim of this study was to synthesize a scaffold of policaprolactane (PCL)
nanofibers (NFs) with addition of nystatin (NYS), to characterize and evaluate
the antimicrobial activity. NFs were synthesized by the electro-spinning
technique, using pure PCL and NYS and PCL solutions. For the synthesis of
PCL NFs, the polymer was dissolved in Dimethylformamide (DMF) and 1,1,2,2-
Tetrachloroethane (TCE), after which three concentrations of NYS (Groups A, B
and C) were added. The samples were analyzed in Scanning Electron
Microscopy (SEM), Dispersive Energy Spectroscopy (EDS), Goniometer, X-ray
Diffraction Analysis (XRD) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). After SEM analysis, the mean fiber diameter was performed with
ImageJ Software. The antimicrobial activities were evaluated through the tests
of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum microbicidal
concentration (MMC).The NFs of PCL with NYS (A) had a diameter of 0.99 um
+ (.29, the standard of group B presented a mean diameter of 1.3 um + 0.56 and
group C 1.24 um = 0.48. The DRX and the EDS verified the presence of PCL
and NYS in the samples. CIM and CMM proved the fungicidal and fungistatic
action of NFs A, B and C.

Keywords: Fibers. Candida albicans. Electrochemistry.
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1 INTRODUCAO

A estomatite protética (EP) ¢ uma patologia que acomete a mucosa de
suporte das proteses, totais ou parciais removiveis. Esta patologia se apresenta
como uma das mais prevalentes e com relevante recidiva dentre as lesdes bucais,
necessitando ser corretamente diagnosticada e tratada de forma eficaz (Scalercio
et al., 2007). A EP apresenta sinais como hiperemia, edema, congestio,
acompanhados algumas vezes por petéquias hemorragicas. A etiologia mostra-se
extremamente variavel, sendo considerada multifatorial (Webb et al., 1998).
Dentre os fatores que podem desencadear a patologia destacam-se: a incorreta
higienizacdo, tanto bucal quanto da prétese removivel, a utilizacdo noturna das
proteses, suas condi¢des de armazenamento ¢ a idade. Dentre esses fatores
destaca- se o uso continuo da protese dentaria (Neville et al., 2009; Ercalik-
Yalcinkaya, Ozcan, 2015).

A regido da mucosa que esta continuamente em contato com a superficie
interna das préteses se torna susceptivel ao crescimento e a colonizagdo de
varios microrganismos (Chow et al., 1999). Dentre estes microrganismos, o
patogeno oportunista mais comumente encontrados na EP ¢ a Candida albicans
(Mujica et al., 2008; Lavaee et al., 2018; Talattof et al., 2018).

O tratamento da EP inclui condutas de higiene bucal e da protese, como
remocao da protese durante a noite, identificacdo e corre¢do de fatores
predisponentes, reembasamento ou confeccdo de nova protese e terapia
antifungica auxiliar (Arnaud et al., 2012). A escolha de um tratamento ou
associagdo de mais de um deles ¢ um aspecto a ser considerado individualmente.
Se a terapia antifingica topica for instituida, fArmacos podem ser utilizados
(Lombardi, Budtz-Jorgensen, 1993). Dentre eles a nistatina (NYS) apresenta-se
como tratamento padrao associada a correta higienizacao tanto bucal quanto da

préotese (Hilgert et al., 2016). Apesar de esses medicamentos serem eficazes no
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alivio dos sinais e sintomas clinicos da estomatite associada a Candida ssp.,
muitas vezes nao eliminam completamente esses microrganismos (Banting, Hill,
2001). O sucesso da aplicacao topica de farmacos na cavidade oral pode ser
comprometido por varios fatores, dentre os quais a falta de percep¢do da
infec¢do pelos pacientes, necessidade de gastos com medicacdo, uso continuo
das proteses, sabor desagraddvel do medicamento e posologia rigorosa. Além
disso, ¢ dificil manter a concentracdo efetiva da medicacdo nos tecidos
infectados em decorréncia do fluxo salivar, dos movimentos da lingua e da
degluticdo, que rapidamente dissolvem e eliminam qualquer farmaco da
cavidade bucal (Lemos et al., 2003).

Diversas incorporacdes de antifingicos estdo sendo estudadas
considerando a liberacdo lenta de farmacos um método promissor para o
tratamento. Apresenta como vantagens um custo reduzido, ndo necessitando da
adesao do paciente tendo em vista que , em sua grande maioria, s30 geriatricos e
podem apresentar redu¢do da capacidade motora e reducdo do sistema cognitivo
podendo resultar na diminuicao da freqiiéncia de aplicagdao do farmaco (Chow et
al., 1999). Um meio utilizado para a liberacdo lenta de farmacos sdo as
nanofibras (NFs), pois apresentam superficie porosa e fibrosa, uma grande area
de superficie, morfologia ajustavel e desempenho flexivel (Kim, Yoo, 2009).

Adicionalmente, a técnica da eletrofiacdo vem sendo bastante utilizada
por se tratar de uma técnica simples que permite a obten¢do de nanofibras a
partir de materiais poliméricos pois consegue obter modificagdes na morfologia,
porosidade e composicao da membrana sintetizada, possibilitando o controle da
liberacdo do agente ativo empregado ou impregnagdo de farmacos nas
nanofibras, permitindo graduar a dosagem e o tempo (Li et al., 2004; Kim et al.,
2004; Del Valle et al., 2011). A eletrofiacao utiliza a diferenca de potencial
elétrico para produzir fibras cujos didmetros podem ir desde algumas dezenas de
nandmetros a alguns micrometros. Esta técnica tem sido utilizada nos tltimos

anos em diversas areas tais como a industria téxtil, aplicagdes biomédicas e
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farmacéuticas, biotecnologia, Engenharia Ambiental, Engenharia dos Tecidos
entre muitas outras (Bhardwaj, Kundu, 2010).

O policaprolactano (PCL) ¢ um polimero sintético de custo reduzido,
biocompativel e reabsorvivel, cuja aplicacdo ja vem sendo estudada desde os
anos 70 (Chong et al., 2007), visto apresentar vantagens em relagdo a outros
biopolimeros utilizados na época, tal como a facilidade de fabricacdo. O
polimero possui ponto de fusdo entre 55 e 60°C (Santos et al., 2003) e, sendo
um polimero sintético, a sua natureza semicristalina e hidrofobica atribui-lhe
uma taxa de degradagdo mais lenta do que os polimeros naturais (Kanani,
Bahrami, 2011). Este tempo de degradagdo ¢ de cerca de dois anos (Middleton,
Tipton, 2000), fato pelo qual foi originalmente utilizado em dispositivos de
liberacdo controlada de fArmacos que permanecessem ativos no organismo por
um tempo superior a um ano. O PCL apresenta ainda propriedades reologicas e
viscoeldsticas que permitem a sua utilizacdo em vérias técnicas de fabricagdo de
matrizes, incluindo a eletrofiagcdo (Cipitria et al., 2011).

O desenvolvimento de dispositivos nanométricos, que utilizem polimeros
como base, pode promover o encapsulamento de agentes antimicrobianos
tornando - se um sistema carreador de fArmaco. Tais sistemas podem aumentar a
biodisponibilidade dos antimicrobianos potencializando sua atividade biologica
(Wani et al., 2014). A sintese de nanofibras a base de PCL com adi¢do do
antifungico NYS aparenta ser uma interessante alternativa para o tratamento da

EP, atuando no tratamento de forma efetiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candidiase oral

As infecgdes causadas por Candida se manifestam em mucosas imidas
frequentemente em individuos que apresentam alguma debilitagdo imunologica,
algum comprometimento motor ou doenca sistémica. Em caso de pacientes
imunocomprometidos pode ocorrer a infec¢ao sist€émica, associada a alta taxa de
mortalidade (Williams, Lewis, 2011). A candidiase oral pode se apresentar
clinicamente como: pseudomembranosa, eritematosa ou hiperplasica, podendo
estar associada outras lesdes (Lakshman et al., 2009).

Candidiase pseudomembranosa ¢ caracterizada por manchas brancas que
podem confluir formando placas removiveis por raspagem, abaixo das placas se
apresentam eritematosas. Na regido bucal acomete mucosa labial, lingua e
palato mole. Paciente apresenta sintomas como queimagdo, sensibilidade e
disfagia (Lakshman et al., 2009).

Candidiase eritematosa pode se manifestar apOs persistente candidiase
pseudomembranosa aguda ou em casos onde a infeccao por HIV precede a
pseudomembranosa. Em grande parte dos casos se apresenta assintomatica,
como manchas vermelhas em dorso de lingua, palato ou mucosa bucal (Jorge,
1998).

Clinicamente, a candidiase hiperplasica apresenta um pequeno relevo
que pode varar de pequenas areas palpdveis a placas densas e opacas com
superficies duras, rugosas que nao sdo removidas por raspagem. Ocorrem em

mucosa jugal e em bordo lateral de lingua (Jorge, 1998).
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2.1.1 Estomatite Protética

A forma mais prevalente das infec¢des por Candida ssp. ¢ a EP. Black
(1885) se referiu a EP como “boca dolorida sob placas™ , outras terminologias
sdo utilizadas como: estomatite induzida por proteses, boca dolorida por
proteses, palafita cronica por proteses e candidiase relacionada a proteses
(Nikawa et al., 1998; Webb et al., 1998).

A EP apresenta sinais clinicos como a presenca de multiplos pontos
hiperémicos concentrados na regido que mantem intimo contato com a
superficie interna da protese, devido a auséncia de tratamento ou a este nao ser
efetivo, pode evoluir para um quadro com dareas eritematosas difusas e
hiperplasia papilar do palato (Wilson, 1998). A EP ¢ classificada em trés
estagios, de acordo com os sinais clinicos, podendo evoluir do estagio I para o 11
ou at¢ mesmo o III se o tratamento ndo for efetivo. Segundo a literatura os
estagios consistem em: (I) Hiperemia puntiforme: caracteriza-se pela presenga
de multiplos pontos hiperémicos nos ductos das glandulas salivares palatinas
menores; (II) Hiperemia difusa: refere-se a inflamacdo generalizada sobre a
mucosa recoberta pela protese, que se apresenta lisa e atrofica e (III) Hiperemia
granular: a mucosa encontra-se hiperémica, com aparéncia nodular, que pode
estar presente em toda a regido recoberta pela protese ou, mais frequentemente,
restrita a regido central do palato (Newton, 1962).

A estomatite por protese ¢ considerada de alta prevaléncia acometendo
cerca de dois tercos dos usuarios, sendo a maioria idosos do sexo feminino.
Alguns pacientes podem se apresentar assintomaticos, porém a maioria relata
sintomas como: dor, desconforto, hemorragia, alteracdo do paladar e halitose,
sintomas que muitas vezes impossibilitam o uso da protese (Olsen, Stenderup,
1990; Wilson, 1998; D’avila, 2006; Silva et al., 2011).

A presenca da prétese ¢ um fator local iniciante para a doenga, visto que,
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os organismos da Candida ssp. possuem habilidade para colonizar sua superficie
porosa, contribuindo para o desenvolvimento da doenca. O biofilme formado na
superficie dessa protese funciona como um reservatdrio de micro-organismos,
expondo a mucosa a sua continua presenca (Gendreau, Loewy, 2011).

A presenca da protese ¢ considerada um fator local pois pode dificultar o
contato das substancias antimicrobianas e dos anticorpos presentes na saliva
com a mucosa bucal (Budtz-Jorgensen E, 1990). A etiologia da EP ¢
considerada multifatorial, segundo autores ¢ iniciada em conjunto com um fator
predisponente local como trauma, xerostomia, medicamentos, quimioterapia de
cabeca e pescoco ¢ desordens sistémicas. Além desses, esta diretamente
relacionada com a higieniza¢do bucal e da prétese, o uso noturno da protese,
idade do usuario e idade da protese (Arendorf, Walker, 1979; Budtz-Jorgensen,
1974; Emami et al., 2008).

Os patdégenos oportunistas mais encontrados sao os fungos do género
Candida que s3o bastante comuns na microbiota do organismo humano. A
espécie mais prevalente ¢ a Candida albicans, sendo considerada o principal
fator etiologico, porém outras espécies podem estar associadas como Candida
glabrata, Candida tropicalis ¢ Candida krusei (Dorko et al., 2001; Gendreau,
Loewy., 2001; He et al., 2006; Mimica et al., 2009; Salerno et al., 2011; Webb et
al.,1998). Sdo fungos leveduriformes e oportunistas, especialmente quando a
resisténcia do hospedeiro ¢ superada pela viruléncia dos microrganismos
(Pereira-Cenci et al., 2008).

A EP pode ser controlada por meio da abordagem medicamentosa
antifingica além da criteriosa higienizacdo tanto bucal quanto da proétese.
Porém, em pacientes imunologicamente comprometidos a EP pode se tornar
cronica e causar risco a vida (Salerno et al., 2001; Webb et al., 1998). A
higienizacdo das proteses deve ser eficiente sendo indicada a imersdao em
agentes de limpeza como a clorexidina, &cido benzbico e enzimas. Os

antifungicos podem ser administrados de forma topica ou sistémica, porém a
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utilizacdo de medicamentos tdpicos apresenta como desvantagem a facil
eliminagdo pela saliva (Banting et al., 1995; Kulak et al., 1994).

A anfotericina B e a NYS pertencem ao grupo dos antifingicos
poliénicos. A anfotericina B pode ser administrada via intravenosa ou como
agente topico, no entanto, pode produzir efeitos hepatotdxicos e nauseas. A
NYS ¢ considerada o antifingico padrao no tratamento da EP, por ser um
antifingico poliénico age ligando-se ao ergosterol da membrana plasmatica dos
fungos, altera sua permeabilidade com consequente perda de conteudo e morte
celular (Gallis et al., 1990; Webb et al., 1998). No entanto esse medicamento
quando administrado de maneira topica apresenta gosto amargo podendo
produzir efeitos colaterais como nduseas e intolerancia nos pacientes.

O grupo dos antifngicos azodlicos sdo caracterizados por um anel
pentagonal em sua estrutura molecular, compreende drogas como miconazol e o
cetoconazol, fluconazol, tiraconazol. Os azdlicos agem bloqueando a sintese do
ergosterol e modificando a sintese de lipideos, apresentando apenas acgao
fungistatica (Tavares, 2001). O miconazol a 2%, que por sua apresentacao na
forma de gel, permite uma maior exposi¢do a lesdo, refletindo uma melhor ¢
mais rapida regressao do quadro quando aplicado trés vezes ao dia, mas em
virtude da alta recidiva da doenca ird sempre ter sua acao limitada (Arendorf,
Walker, 1997). O cetoconazol ¢ administrado via sistémica em casos
mucocutaneos e pode reduzir a agdo de alguns antibioticos (Lombardi T, Budtz-
Jorgensen E, 1993).

A caspofungina, micafungina e anidulafungina sido equinocandinas
chegaram a fase de investigacdo clinica, onde somente a primeira esta licenciada
para uso clinico. As equinocandinas apresentam como diferencial o alvo pela
parede celular e sua acdo ¢ apenas fungistatica. Os efeitos adversos sdo menos
frequentes do que a Anfotericina B e a interagdo com outros farmacos ¢ menor
do que as drogas azulinas, porém sua administra¢do exclusivamente endovenosa

limitam seu uso clinico (Diakema et al., 2003; Espinel-Ingroff, 1998).
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Em relagdo a utilizacdo dos antifungicos sist€émicos a grande
desvantagem ¢ a possibilidade das espécies fliingicas desenvolverem resisténcia
a esses farmacos. Além disso, a terapia medicamentosa ndo atua erradicando os
microorganismos que colonizam a protese, sendo frequente a recorréncia da
infeccao (Mishra et al., 2007).

A Candida ssp. apresenta alguns fatores de viruléncia como adesdo em
superficies, transformacao morfologica e a producao de enzimas extracelulares.
O polimetilmetacrilato (PMMA), material base das proteses totais, apresenta
porosidade, carga positiva e alta energia de superficie o que acaba por atrair as
glicoproteinas salivares formando uma pelicula na base das proteses. Os
microrganismos se aproximam dessa pelicula por meio de forcas de Van der
Walls e se unem por meio de adesinas e pontes de hidrogénio (Jorge, 1998). A
transformacao morfolégica da Candida ssp., formando hifas, torna-as mais
resistentes ao processo de fagocitose e com maior capacidade de aderéncia as
superficies das proteses totais e maior habilidade em invadir os tecidos do
hospedeiro (Williams, Lewis, 2011).

Além disso, esses organismos possuem a habilidade de produzir enzimas
extracelulares como as fosfolipases e as proteinases (Arendorf, Walker, 1979;
Scully et al., 1994). As proteinases produzidas por C. albicans induzem danos as
c¢lulas do hospedeiro, facilitam a produgdo de hifas e aumentam a aderéncia por
meio da exposicdo dos receptores. As fosfolipases atuam na lise celular

apresentando um efeito citotoxico (Williams, Lewis, 2011).

2.2 Desenvolvimento de materiais

A elevada prevaléncia e recidiva da EP levam ao estudo de novos

materiais com agdo antimicrobiana que atuem de forma efetiva ndo s6 na
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preven¢do como no tratamento (Gendreau, Loewy, 2011). Devido a isso diversos
agentes antimicrobianos vém sendo incorporados seja nas resinas acrilicas ou
nas resinas reembasadoras.

Truhlar et al. (1994) avaliaram a atividade antimicrobiana do material
reeembasador Viscogel e do Lynal impregnados com varias concentragdes de
nistatina, durante 14 dias. A concentracdo mais elevada de NYS resultou na
maior inibi¢dao do crescimento de C. albicans, porém houve liberagao rapida do
antimicrobiano durante os primeiro e¢ segundo dias. Urban et al. (2006)
compararam a resisténcia a tragdo de um condicionador de tecido sem a
incorporacdo de nistatina com o mesmo condicionador de tecido modificado
pela adicdo de nistatina em duas concentragdes diferentes (500.000 UI e
1.000.000 UI). Apos o preparo, os espécimes foram imersos em agua destilada
por 24 horas e 7 dias . Os valores de resisténcia a tragao obtidos para os grupos
armazenados durante 7 dias foram estatisticamente menores do que os valores
dos grupos armazenados por 24 horas. Os resultados deste estudo sugerem que
a adi¢cdo de NYS no condicionador de tecido investigado em concentragdes
inferiores a 1.000.000 Ul nao afetaram sua resisténcia a tracao.

Matsuura et al. (1997) realizaram um estudo cuja finalidade fo1 elucidar o
efeito antimicrobiano, in vitro, da adigdao de zeolito de prata aos condicionadores
de tecido. Os micro-organismos utilizados foram a C. albicans, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Foram selecionados cinco condicionadores
de tecido disponiveis comercialmente: Visco-gel, GC Soft-Liner, Fitt, SR-
Ivoseal e Shofu Tissue Conditioner. A atividade antimicrobiana foi avaliada por
meio do teste de porcentagem de células viaveis. Os condicionadores de tecido
contendo zeolito de prata mostraram possuir efeito antimicrobiano durante 4
semanas para a C. albicans e Pseudomonas aeruginosa.

Chow et al. (1999) realizaram um estudo in vitro no qual incorporou
agentes antimicrobianos em condicionadores de tecido. Utilizou como agentes

antimicrobianos a nistatina, fluconazol e o itraconazol nos reembasadores Coe
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soft e Viscogel. Foram testadas as concentracdes: 1,3,5,7,9 ¢ 11% com e sem
saliva ,para cada grupo. O teste de difusdo em agar foi realizado, utilizando o
micro- organismo C. albicans, e o diametro do halo inibitorio foi avaliado
durante 14 dias. Espécimes com saliva apresentaram os melhores resultados
antifungicos. Itraconazol alterou as propriedades fisicas do Viscogel, esta
combinacdo ndo ¢ recomendada para uso clinico. A incorporagdo de 5% de
itraconazol com Coe Soft apresentou- se eficaz, tendo seu pico antifingico
durante 3 dias.

Sampaio- Maia et al. (2012) investigaram a efetividade dos adesivos para
proteses sobre o crescimento de C. albicans in vitro. Os adesivos para proteses
dentarias testados foram Corega creme, Kukident creme, Novafix creme,
Polident creme, Protefix creme, Steradent creme, Aderyn em pd, Corega pd
ultra, p6 Protefix e tira Corega. Alteracdes morfologicas macro e microscopicas
em C. albicans foram analisadas, assim como a contaminagdo microbiana do
adesivo para proteses dentarias. A maioria dos adesivos para proteses dentarias
estudados induziu alteragdes morfologicas nas células e colonias de C. albicans,
mas apenas duas tiveram algum efeito inibitorio significativo sobre o
crescimento das leveduras. Kukident creme inibiu o crescimento de C. albicans
de uma forma dependente da concentracdo, ao passo que Corega creme também
inibiu mas de uma maneira dependente da concentracdo. Além disso, os
adesivos para proteses dentdrias disponiveis como pds tinham contaminagao
microbiana detectavel.

Salim et al. (2013) investigaram a eficicia de um sistema de entrega
polimérico impregnado com clorexidina ou fluconazol contra espécies de
Candida. A quantidade de farmacos liberados e a atividade antifingica foram
mensurados por um bioensaio. A concentragdo inibitéria minima (CIM) de cada
farmaco foi determinada e comparada com as concentragdes libertadas. Tanto a
clorexidina como o fluconazol tornam-se facilmente liberados a partir do

polimero até quatro semanas e a polimerizacao do acrilico nao afetou a atividade
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antimicrobiana dos agentes. E importante ressaltar que a quantidade de drogas
liberadas excedeu as CIMs da maioria dos isolados também durante a quarta
semana de incubacao.

Salim et al. (2013) investigaram a eficdcia de um polimero impregnado
com fluconazol e clorexidina. As concentracdes de clorexidina e fluconazol
foram fugincidas. O grupo com clorexidina mostrou uma atividade
antimicrobiana satisfatéria para até 4 semanas, o que pode ser uma alternativa
em casos de resposta nao satisfatoria aos antifungicos convencionais. Lefebvre
et al. (2001) objetivaram determinar se a adi¢do de Triclosan na resina
reembasadora Permasoft impede o crescimento de C. albicans e se afeta a
citotoxicidade do material. O efeito citotoxico foi avaliado pelo ensaio de MTT.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre Permasoft com ou sem
Triclosan quanto ao crescimento de C. albicans, a citotoxicidade do material
também nao foi alterada.

Nomura et al. (2019) estudaram os efeitos de adesivos para proteses totais
no crescimento e na transformag¢do morfologica relacionada a adesdao de C.
albicans. Para este proposito, os nimeros de C. albicans aderentes, expressoes
génicas especificas de hifas, e as imagens em microscopia eletronica de
varredura foram examinadas. As taxas iniciais de adesdao em todos os grupos nao
foram estatisticamente significantes. Os adesivos para préteses dentarias
utilizados neste estudo aceleraram o crescimento de C. albicans.

Diversos estudos apresentados demonstram o interesse em desenvolver
um material que trate de forma efetiva a EP, no entanto ainda existe a
dificuldade em manter a liberacdo do agente antifiungico por um maior periodo

de tempo.
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2.3 Eletrofiacao

A eletrofiagdo ¢ um processo conhecido desde o inicio do século XX,
embora existam poucos relatos em literatura neste periodo. Inicialmente o
conhecimento se limitava aos fisicos, o marco no desenvolvimento do processo
esta associado as patentes geradas nas décadas de 1930 e 1940 (Burger et al.,
2006; Deitzel et al., 2001; Huang et al., 2003). Em 1969, Taylor publicou um
trabalho no qual detalhou o estudo do jato da solug¢do produzido durante o
processo a partir da diferenca de potencial do campo elétrico o denominado
cone de Taylor (Taylor, 1969).

Posteriormente os parametros envolvidos no processo comegam a ser
investigados e ¢ destacada a relagdo direta entre o didmetro da fibra e a
concentragdo da solucdo e a tensdo injetada no sistema, independente do
polimero utilizado (Baumgarten, 1971; Yoshi, Reneker , 1995).

A eletrofiacdo consiste em um processo simples para a produgdo de NFs
que sao de grande interesse devido ao seu amplo campo de aplicagdo. As mantas
de NFs podem ser eletrofiadas a partir de solu¢des poliméricas e podem ser
utilizadas em processos de filtracdo, nanocatalises, suporte de crescimento de
tecido, roupas de protecdo, nanoeletronicos, encapsulagdo de aditivos
alimenticios, membranas de separacdo, produtos farmacéuticos e reforco de
materiais compositos (Borges et al., 2015; Cacciotti et al., 2014; Cheng et al.,
2008; Shukla et al., 2005; Teo, Ramakrishna, 2006).

As NFs produzidas por meio desse processo apresentam caracteristicas
como: porosidade e grande superficie de contato, quanto menor o didmetro
interno da fibra melhor as propriedades mecanicas (Tan et al., 2005). A
eletrofiagdo ¢ um dos métodos mais simples para a preparagdao de NFs e oferece
uma nova perspectiva para os biopolimeros frente a liberacao lenta de fArmacos,

pois aumenta a relagdo entre superficie, volume e massa, além de possibilitar
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alteragdes nas propriedades mecanicas do polimero em questdo (Hiep, Lee,
2010).

O processo ocorre a partir de solucdes poliméricas, podendo utilizar como
base polimeros como o PCL, poli (dlcool vinilico), poli (4cido latico), poli
(acrilonitrila) (Lee et al., 2005; Wang et al., 2009; Zhang et al., 2005).
Utilizando essas solugdes poliméricas como base € possivel incorporar outros
materiais obtendo NFs cerdmicas e metalicas, por exemplo, amplamente
utilizadas na nanoeletronica, ou ainda incorporar outros polimeros e até mesmo
farmacos (Picciani et al., 2010).

PCL ¢ um polimero semicritalino, e pode ser sintetizado através da
polimerizagdo de abertura de anel de e-caprolactona, para a obtencao da unidade
repetitiva. O PCL ¢ hidrofobico e solivel em varios solventes organicos,
apresenta ponto de fusdo entre 59 °C a 64 °C e temperatura de transi¢do vitrea
por volta de -60 °C, tendo a capacidade de formar misturas misciveis com uma
grande variedade de polimeros (Middleton et al., 2000). Devido a sua excelente
biocompatibilidade, o PCL tem também sido extensivamente investigado como
suporte para a engenharia de tecidos (Woodruff et al., 2010). Em fung¢do de
inimeros estudos realizados com a policaprolactona, incluindo testes de
biocompatibilidade in vitro e in vivo, a Food and Drug Administration aprovou
o uso deste material para fins médicos e farmacéuticos (Khor, 2002).

Podemos dizer que a PCL ¢ reconhecida por sua biocompatibilidade com
tecidos moles e duros, por ser promissora como material de liberagdo controlada
de farmacos e matrizes de suporte de crescimento tecidual, que pode ser uma

aplicagdo na area de engenharia tecidual (Williams, 2005).
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2.3.1 O Processo de Eletrofiacao

O processo de eletrofiagdo consiste basicamente em trés elementos: uma
fonte de alta voltagem, uma seringa com agulha de pequeno didmetro ¢ um
coletor. A fonte de alta tensdo se interliga ao sistema por meio de um eletrodo
positivo que ¢ conectado na ponta da agulha da seringa e o eletrodo neutro ¢
conectado no coletor, uma bomba ejetora se encarrega de empurrar a solugao a
uma velocidade constante. A eletrofiacdo ocorre por meio da aplicacdo de alta
tensao na solu¢do, onde, quando a diferenca de potencial gerada no campo
elétrico supera e energia de superficie da solucdo, esta ¢ entdo alongada e
ejetada de encontro ao anteparo coletor, formando as fibras (Costa et al., 2012).

A primeira etapa da eletrofiacdo consiste na solubilizacdo do material em
questdo no solvente apropriado, resultando em uma solu¢ao com concentragao e
viscosidade adequadas. A concentracdo e a viscosidade sdo grandezas
interligadas no processo, sendo que uma solucdo mais concentrada gera
consequentemente uma solugdo mais viscosa, essa viscosidade ¢ essencial para a
extrusao da solugdo. Uma solucdo muito fluida pode levar a formagao de gotas
(beads) ao invés das fibras. Apos a homogeneizagdao da solucdo esta pode ser
depositada em uma seringa € o processo sera iniciado a injecdo da tensao
(Huang et al., 2003; Rutledge, Fridrikh, 2005).

O contato da ponta da agulha com o catodo positivo permite a
passagem de cargas elétricas, carregando a solucdo. Conforme a bomba ejetora
empurra a solucdo uma gota se forma em sua extremidade, inicialmente essa
gota ¢ mantida pelas forcas coesivas da tensdo superficial da solucdo. A medida
que a diferenga de potencial aumenta no campo elétrico a gota comeca a sofrer
uma deforma¢do. Um fendmeno ocorre durante o estiramento da solucdo ao
anteparo, a solu¢do vai se alongando na medida que a diferenca de potencial

gerada se eleva, at¢ que assume um formato conico, conhecido como cone de
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Taylor. O jato eletrificado ¢ dividido em 5 regides: o eixo longitudinal da
trajetoria, o cone de Taylor, a zona de transicao, o segmento linear e a regido de

espalhamento (Figura 1) (Reneker, Yarin, 2008).

Figura 1 - Divisdo do jato eletrofiado
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trajetoria do jato transicio Espalhamento

Fonte: Elaborado pelo autor.

A solugdo polimérica sofre um estiramento significativo na zona de
transi¢do entre o cone de Taylor, onde a zona de estiramento ainda é pequena, e
o segmento linear, onde o fluido j& esta pré estirado. Consequentemente o
didmetro inicial do jato ¢ diminuido no segmento linear. A tensdo longitudinal &
atenuada ao longo do jato, com isso foi proposto que a estabilidade do jato ¢
mantida a curtas distancias do cone de Taylor, porém em maiores distancias as
tensOes causadas pelas forcas elétricas na superficie do jato se comparam a
tensao longitudinal, causando assim uma instabilidade no jato e levando a regido
de espalhamento. Conforme o jato percorre sua trajetoria de encontro ao coletor,
o solvente evapora e o polimero ¢ solidificado. Nesse instante as cadeias

poliméricas se estendem na dire¢do do filamento, originando as fibras. As fibras
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se acumulam no coletor, formando as mantas (Feng, 2002; Han, Reneker, 2007;
Reneker, Yarin, 2008; Yarin et al., 2001).

O processo de eletrofiagdo apresenta diversos pardmetros que, ao serem
alterados, geram modificacoes morfologicas no material produzido. Esses
parametros pode ser divididos em trés categorias: alteracdes nos pardmetros de
eletrofiacdo, que permitem otimizar as dimensdes e qualidade das fibras,
alteracdes nas estratégias de eletrofiacdo e alteragdes do tipo de coletor, que

permite ajustar a disposi¢do das fibras coletadas.

2.3.2 Os parametros envolvidos

A eletrofiagdo apresenta diversos pardmetros envolvidos no processo,
estes sdo no geral divididos em trés campos: condi¢des ambientais ( temperatura
e umidade), propriedades intrinsecas das solucdes (viscosidade, concentragao,
condutividade elétrica, tensdo superficial) e os pardmetros de processamento
(tensdo aplicada, distdncia da ponta da agulha ao anteparo coletor, didmetro da
agulha e razao de fluxo da solucao) (Costa et al., 2012; Huang et al., 2003).

As temperatura € a umidade do ambiente afetam de forma direta o
comportamento da solugdo, principalmente durante a homogeneizagao e durante
o processo. Dessa forma, para se manter uma producdo em escala fiel ¢
recomendado que a eletrofiagdo seja realizada em laboratorios com condigdes
ambientais controladas, com ar condicionado, desumidificador e com sistema de
exaustao , devido aos vapores de solvente emanados da solucao (Feng, 2002;
Han, Reneker, 2007; Reneker, Yarin, 2008).

As propriedades intrinsecas da solugdo também afetam de modo direto no
processo, a viscosidade apresenta um papel fundamental, existe uma faixa de

viscosidade em que a eletrofiagdo ocorre que esta associado de forma direta ao
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polimero utilizado (Reneker, Yarin, 2008). A viscosidade estd associada ndo
somente a concentracdo do soluto mas também a massa molar deste, polimeros
com baixa massa molar podem ser eletrofiados desde que apresentem fortes
interacdes moleculares (Bhardwaj, Kundu, 2010; Collins et al., 2012). A tensao
superficial da solucdo influencia na estabilidade do processo, se a solugdo
apresentar baixa tensdo superficial existe uma maior tendéncia a
eletropulverizagao do que a eletrofiacao (Rayleigh, 1882).

E necessario uma concentragdo minima da solugio para que a eletrofiagdo
ocorra. Caso uma soluc¢do extremamente fluida seja utilizada pode nao haver
material suficiente no jato para que se forme uma fibra continua podendo gerar
uma amostra descontinua ou com beads. Caso a solucdo seja muito concentrada
também pode haver problemas relacionados ao entupimento da agulha ou a
bomba ejetora ndo ter forga suficiente para empurrar a solucao (Gupta et al.,
2005; Tan et al., 2005). A condutividade elétrica estd associada a carga da
solucdo e ao diametro final das fibras. Solugcdes de maior condutividade
geralmente produzem fibras de menor didmetro. Para otimizar esse fator pode-se
utilizar uma mistura de solventes, adicionando solventes com alta condutividade
dielétrica como o dimetilformamida (DMF), metanol ou etanol. Outra
alternativa seria ainda a adi¢do de sais tensoativos i06nicos que afetam a tensao
superficial da solu¢ao (Bhardwaj, Kundu, 2010; Kenneth et al., 2007; Tan et al.,
2005; Yang et al., 2005; Zhu et al., 2009).

A bomba ejetora controla a velocidade com que a solucdo ¢ ejetada, para
que a solucdo seja enviada ao sistema de forma continua . Caso o fluxo esteja
muito elevado pode ndo haver tempo para a evaporacdo do solvente gerando
fibras imidas e um fluxo maior tende a formar fibras com diametros maiores
(Bhardwaj, Kundu, 2010; Huang et al., 2003).

Heikkila e Harlin (2008) concluiram que existe uma relagdo entre o
diametro das fibras, a tensdo aplicada e a distancia entre a agulha e o coletor. A

tensdo aplicada pode ser considerada como o principal fator, pois ¢ a
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responsavel pela formagao do jato de solugdo polimérica que vai da agulha para
o coletor, se essa for muito baixa, ndo havera uma diferenca de potencial
suficiente para superar a tensao superficial da solugdo polimérica e ocorrera o
gotejamento da solugcdo na ponta da agulha, caso a tensdo aplicada seja muito
alta, o jato formado ndo serd uniforme e as NFs geradas terdo didmetros
variados podendo ocorrer a formagao de defeitos (beads).

J4 a distancia da ponta da agulha ao coletor foi considerada o segundo
fator mais importante, se for muito grande o campo elétrico sera fraco e com
isso muitas fibras poderdo ndo alcancar o coletor e acabardao ficando no caminho
o que diminuird a produtividade e haverd desperdicio da matéria-prima. Se a
distancia for pequena ndo haverd espago para a evaporacao do solvente o que
também podera acarretar na formacgao de fibras deficientes.

A formagdo de beads pode ser ocasionada devido a instabilidades no jato
que podem ser agravados por solugdes com baixa viscosidade, a reducdo da
tensdo superficial leva a uma tendéncia do rompimento do jato (Khor et al.,
2002; Middleton, Tipton, 2000; Woodruff et al., 2010). Os beads sao defeitos
estruturais apresentados nas fibras em forma de pérolas. Ao se obter fibras muito
finas estas podem conter beads, o que diminui a drea de superficie e deteriora a
fungao das fibras (Costa et al., 2012).

A manta de fibras eletrofiadas possui caracteristicas como grande area
superficial especifica, alta porosidade e interconectividade, tornando-as
adequadas para transporte de nutrientes € comunicacao celular, sendo possivel
sua utiliza¢do em varias aplicacdes biomeédicas.

As formas de administracdo de farmacos sempre foram um ponto
importante para as areas da satde, a liberagdo de fArmacos por NFs na cavidade
oral torna- se um ponto de grande interesse visto que por meio da cavidade oral
¢ possivel obter efeitos topicos e sistémicos. A mucosa oral ¢ altamente
vascularizada e a liberagdo lenta de fArmacos por essa via apresenta vantagens

como: evita o metabolismo pré- sistémico do trato gastrointestinal e a via de
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eliminagdo hepatica, apresenta facilidade de administracdo do dispositivo, sem
dor, com ag¢do de inicio rapido, 6tima aceitabilidade pelo paciente o que aumenta
a sua adesdo ao tratamento aumentando assim a taxa de sucesso (Rossi et al.,

2005).

2.3.3 Liberacao lenta de farmacos

A cavidade bucal ¢ revestida por uma membrana mucosa que apresenta
uma area de superficie em torno de 100 cm? e histologicamente pode ser
classificada como: mucosa mastigatoria, de revestimento e especializada. A
mucosa mastigatoria reveste a gengiva e o palato duro. Esta firmemente aderida,
por intermédio da lamina prépria, ao 0sso subjacente e seu epitélio ¢ altamente
queratinizado. A mucosa de revestimento apresenta um epitélio ndo
queratinizado, sua lamina prépria € estruturada de modo a permitir mobilidade e
ndo estd firmemente aderida as estruturas subjacentes, recobre os ldbios, a
mucosa jugal, palato mole, ventre lingual e assoalho bucal. J4 a mucosa
especializada reveste a superficie da lingua, embora funcionalmente seja mucosa
mastigatoria, este tecido contém papilas e botdes gustativos que exercem
fungdes especiais (Ten Cate, 2013). As regides da cavidade oral onde a liberagao
lenta de farmacos pode ocorrer sdo: mucosa palatina, jugal, gengival e
sublingual (Scholz et al., 2008).

O estudo da liberagdo lenta de farmacos torna-se notavel pelo
conhecimento do sucesso das terapias medicamentosas ndo somente pela
farmacodinamica adequada da molécula, mas também pela forma que a droga ¢
liberada e a manutenc¢do da dose efetiva nos locais de agdo (Hilt, Peppas, 2005).
Os sistema de liberacao controlada de farmacos visa manter a concentracao dos

farmacos em niveis terapéuticos por maior periodo de tempo, resultando em um
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aumento nos intervalos de administragcdo e reducdo dos efeitos colaterais (Meng
et al., 2011).

A eletrofiacdo proporciona uma grande flexibilidade na escolha dos
materiais para aplicagdo no processo de liberacdo lenta de farmacos. Materiais
biodegradaveis ou ndo-degradaveis podem ser utilizados para a liberagdo de
farmacos por livre difusdo ou sobre auto-degradagdo. Um grande ntimero de

drogas pode ser utilizado como: antibidticos, proteinas e farmacos de combate
ao cancer (Sill, Recum, 2008).
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3 PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi sintetizar mantas de Nanofibras de PCL com
adi¢do do antifingico NYS, caracterizar e avaliar a atividade antifungica.

Objetivos especificos:

- Avaliar a influéncia dos parametros da eletrofiagao (voltagem, distancia
e fluxo), no diametro das fibras do polimero PCL /NYS obtidas;
- Caracterizar a superficie da manta de PCL e da blenda de PCL/NYS por

meio de testes fisico/quimicos;
- Avaliar a influéncia das mantas de PCL com NYS na inibicdo de

crescimento nas colonias de C. albicans.
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4 MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados sao citados na Tabela 1.

Tabela 1- Materiais e fabricante

Material Descricao Fabricante
Polimero a base de Sigma-Aldrich
PCL . ,
policaprolactona (Ester)
Dimetilformamida Dimetilformida puro Sigma-Aldrich
1,1,2,2 Tetracloroetano  Tetracloroetano puro Produgdo propria
Nistatina Nistatina Pura (po) Sigma-Aldrich

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1 Producio de Nanofibras: Processo de eletrofiacio

4.1.1 Preparo das solucoes

A solugdo polimérica foi preparada dissolvendo 1.8 g de PCL em 4.05
mL de Dimetilformamida e em 4.05 mL de 1,1,2,2- Tetracloroetano. Ficou em
agitacdo magnética (IKA RH Basic, Staufen, Alemanha) durante 24 horas.

Em seguida a nistatina foi adicionada a solugao de PCL, nas seguintes
proporcoes, resultando nos grupos:

Solucdao A: 0.045 g de NYS foram adicionados a 2 mL da solugdo de
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PCL

Solugdo B: 0.090 g de NYS foram adicionados a 2 mL da solugdo de
PCL

Solugdo C: 0.225 g de NYS foram adicionados a 2 mL da solucado de
PCL

As solucdes permaneceram em agitacdo magnética (IKA RH Basic,

Staufen, Alemanha) durante 24 horas.

4.1.2 Sintese das Nanofibras

Para a sintese das NFs experimentais, o equipamento de eletrofiacdo ¢
constituido por uma fonte de alta tensdo, uma seringa plastica de 5 mL com
agulha de ponta reta e didmetro do orificio de 0,7 mm?2 ¢ uma bomba ejetora
(equipamento obtido por meio do processo FAPESP 2014/00668-4).

A eletrofiagdo possui algumas varidveis a fim de se otimizar o processo,
como a tensdo, a distdncia da ponta da seringa ao anteparo € o fluxo da solugdo.
O processo de sintetizagdo foi realizado no laboratorio de Bioengenharia e
Biomateriais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3o Jos¢ dos Campos —
UNESP.

Quatro solucdes foram eletrofiadas:

Solucao de PCL

Solucao A (PCL/NYS)
Solucao B (PCL/NYS)
Solucao C (PCL/NYS)
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Para esse estudo foram geradas 6 amostras de NFs para cada solucao
acima, variando a tensdo em 10, 13 e 15 KV, a distancia da ponta da agulha ao
anteparo alternou entre 8 ¢ 12 cm, o fluxo da solugdo foi mantido em 0,5 mL/h

(Quadro 1).

Quadro 1- Representacao das variagcdes dos parametros das amostras de NFs
testadas

Tensao (kv)

Distancia (cm) 10 13 15
8 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
12 Amostra 6 Amostra 5 Amostra 4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a realizacdo da eletrofiacdo, variando os parametros exemplificados
acima foi preciso determinar qual foi o pardmetro que otimizou a produgdo de
NFs, ou seja, que resultou em NFs uniformes, sem defeitos (beads), para tal
analise se fez necessario a caracterizagao fisico/quimica dos grupos obtidos,
para isto, na parte seguinte do estudo serdo realizados os testes para

caracteriza¢ao das NFs sintetizadas.

4.2 Testes para caracterizaciao das NFs sintetizadas

Uma caracterizagdo microestrutural desejavel das NFs envolve a
determinacao da estrutura cristalina, composicao quimica, quantidade, tamanho,

forma e distribuicao das fases.
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4.2.1 Microcopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para verificar a qualidade das amostras sintetizadas, foram realizadas
analises da morfologia em MEV (Inspect S 50, FEI Company, Brno, Republica
Tcheca). No ensaio de MEV, as amostras foram fixadas no suporte e recobertas
por fina camada de ouro (Figura 2). Este teste visa analisar a orientagdo e
morfologia das nanofibras, bem como mudangas superficiais por detecgdo de

elétrons secundarios.

Figura 2 - Preparo das amostras de NFs para analise em MEV

Legenda: A: amostras de NFs posicionadas em stub. B: amostras de NFs posicionadas em stub ap6s recobrimento de
ouro.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.2 Analise dos diametros médios das fibras

O didmetro das NFs foi calculado com o auxilio do software
computacional, ImageJ (Versao 1.44, National Public of Health) por meio das
micrografias obtidas em MEV. Para tal foram analisadas as 6 micrografias de
cada um dos quatro grupos, onde foram realizadas 10 mensuragdes de diametros
em 10 diferentes regides, sendo 100 analises para cada imagem. As médias das
variaveis avaliadas foram comparadas pela Andlise de Variancia (ANOVA) 1-
fator, seguida pelo teste de Tukey (P<0,05).

Foi escolhida 1 amostra para cada grupo (PCL, A, B, C) para anélises
posteriores. A escolha foi baseada em uma analise comparativa seguindo a
ordem: auséncia de defeitos (beads), menor didmetro das fibras, menor
coeficiente de variacdo, menor tensao utilizada para a sintese das fibras e menor

distancia utilizadas.

4.2.3 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

Para realizagdo de andlise qualitativa da composi¢dao quimica dos
elementos quimicos das NFs, foi utilizado um espectrometro por dispersdo de
energia (EDS) (Bruker Nano GmbH 410, Berlin, Alemanha) associado
ao software Espirit 1.9 (Bruker, Berlin, Alemanha) no MEV (Inspect S50, FEI
Company, Brno, Republica Tcheca).
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4.2.4 Analise de difratometria de raios- X (DRX)

Representa o fendmeno de interagdo entre o feixe de raios- x incidente e
os elétrons dos dtomos componentes de um material. Essa anélise foi utilizada
para realizar a caracterizacdo microestrutural, estudar a estrutura cristalina e seu
indice de cristanilidade (relagdo entre as partes cristalinas e ndo cristalinas do
material).

As fases cristalinas foram identificadas por meio de um padrio de
difracdo que depende do material em questdo. Cada material, ao receber o feixe
de raios- x, acaba por difrata- lo pela trama cristalina presente.

Amostras dos quatro grupos em questdo (PCL, A, B e C) foram
analisadas. Foram preparadas no formato 3x3 cm e posicionadas no aparelho de

DRX (Shimadzu XRD7000, radiagao CuKa, 20 = 20-800, 30 mA, 40 kV).

4.2.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A técnica FTIR ¢ considerada uma analise padrdo, muito utilizada para
caracterizar a estrutura dos polimeros. E utilizada para verificar a presenca das
bandas de absorcao dos grupos funcionais presentes nas amostras, esse espectro
¢ obtido pela pesagem da radiacdo que fornece os comprimentos de onda dos
grupos funcionais presentes. A referida andlise foi realizada utilizando o
equipamento de FT-IR (Spotlight 400 — Perkin-Elmer) no modo ATR na regido

de 4000 — 500 cm-!, 32 varreduras e resolucao de 4 cm-!.
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4.2.6 Analise da molhabilidade utilizando a técnica do Angulo de contato

Para a analise da molhabilidade foi preparada amostra das 4 fibras
escolhidas. Foram cortadas 3 amostras em formato regular (2 cm X 2 cm). O
angulo de contato das superficies sera analisado por meio de um Gonidmetro
C)ptico (TL 1000 — Invoiced freight, Theta Lite, Attension, Lichfield,
Staffordshire, RU), onde uma seringa de vidro do sistema (Gastight Syringes
#1001 — 1 ml, Hamilton, Reno, Nevada, EUA) deposita uma gota de agua
destilada sobre a superficie da amostra (Figura 3). Uma série de imagens foi
gravada pela cAmara do equipamento pelo periodo de 15 segundos. O software
OneAttension (Biolin Scientific, Lichfield, Staffordshire, RU) calculou os

valores médios para a amostra a partir das imagens obtidas.

Figura 3 - Anéalise das NFs em Goniometro.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Atividade antimicrobiana

4.3.1 Microorganismo e condi¢coes de crescimento

Previamente a realizagdo dos ensaios microbioldgicos foi realizado o
crescimento da C. albicans. Desta forma, para o preparo do indculo, o micro-
organismo C. albicans (American Type Culture Collection - ATCC 18804,
Manassas, EUA), mantido em freezer a menos 80°C, foi semeado sobre o meio
de cultura agar Sabouraud Dextrose (SDA - Himedia Laboratories, Mumbai,
India) e incubado a 37°C por 48 horas.

Apos o periodo de incubagdo, duas algadas da levedura, recém-cultivada,
foram adicionadas em um frasco contendo Caldo Sabouraud Dextrose (Difco,
Detroit, EUA) e incubados a 37°C por 24 horas e sob agitagdo de 75 rpm (estufa
orbital). Decorrido o periodo de incubagdo o0s micro-organismos foram
centrifugados a 2000 rpm a 21°C por 10 minutos e lavados duas vezes com
solugdo fisioldgica tampao fosfato estéril (PBS) (NaCl 100 mM, NaH2PO4 100
mM, pH 7,2) por meio de agitacdo e centrifugacdo. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi suspenso em 10 mL de solucao fisioldgica tampao
fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A densidade dptica da

suspensdo foi determinada e padronizada utilizando-se espectrofotometro com
filtro de 530 nm a um valor de 1x100 células/ mL. A partir da padronizagdo das

células fungicas foi realizado o ensaio microbioldgico descrito abaixo.
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4.3.2 Ensaio da concentrac¢io inibitoria minima (CIM)

Inicialmente foi realizada a andlise da atividade antifiingica das amostras

de NFs de PCL com NYS em trés diferentes concentracoes (A, B ¢ C) para
verificar por estimativa da CIM para a inativagdo de Candida albicans

utilizando o ensaio de microtitulacio em caldo de cultura. Para isto, foram
dispensadas aliquotas de 200uL de suspensao de C. albicans padronizada a 10-6

células/ml, em espectofotometro, em placas de cultura de 24 compartimentos.
Essas células fungicas foram expostas as mantas de NFs obtidas como padrao (3
concentracdes) A, B e C e também a manta somente com o polimero PCL. Em
seguida, essa placa de cultura foi armazenada em estufa por 48 horas a 37°C.
Ap0s esse periodo a CIM foi definida como a menor concentracio para a
qual ndo houve crescimento visivel por meio de inspecao visual (Wady et al.,
2012). Este ensaio foi realizado em triplicata, ou seja, para cada concentracao
foram destinados trés compartimentos da placa, além disso, o experimento foi
realizado em trés ocasiOes diferentes, com a finalidade de aumentar a

confiabilidade dos dados obtidos.

4.3.3 Ensaio da concentracio microbicida minima (CMM)

Para determinar a CMM das NFs, ou seja concentragdo capaz de
promover a morte do micro-organismo, foi necessario inocular em RPMI
(Roswell Park Memoriam Institute) 10 uL de alguns pocos da microplaca. Os
pocos eleitos para a semeadura se basearam a partir da CIM, onde foram

semeados o po¢o da CIM, assim como um anterior € outro posterior a ela. Apos
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incubagdo de 48 horas foi avaliado se as placas apresentaram crescimento de

coldnias, determinando a CMM de cada NF.

4.4 Analise Estatistica

Para os dados obtidos pelos testes de DRX, MEV, e FTIR, foram
realizadas analises descritivas, com calculos de média e desvio padrao. Para as
variaveis em analise, os dados foram submetidos a andlise estatistica por meio
de programas computacionais : MINITAB (Minitab, version 17.2.1, 2015) e
Origin (Mi-crocal origin®, 6.0, USA).
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5 RESULTADO

5.1 Testes para caracterizacao das nanofibras sintetizadas

5.1.1 Microscopia eletronica de varredura

Por meio da anélise em MEV foram obtidas 6 micrografias para as NFs de
PCL (Figura 4) , 6 micrografias para as NFs obtidas a partir da solugao A, Be C
(PCL com NYYS), representadas nas figuras 5, 6 ¢ 7.

Figura 4- Micrografias de NFs de PCL sintetizadas

10Kv 13Kv

Legenda: 2000x aumento
Fonte: Elaborada pelo autor.

12cm
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As micrografias das NFs sintetizadas demonstram uma formacao mais
reticular nas amostras 1 e 2, enquanto que nas amostras 3, 4, 5 ¢ 6 demonstraram

morfologia fibrilar, sendo a amostra 3 a mais volumosa (Figura 4).

Figura 5- Micrografias de NFs sintetizadas a partir da solucdo A (PCL/NYS)

10Kv 13Kv 15Kv

8cm

Vv [mag

12cm

i ) | ce —

genda: Ox aumento
Fonte: Elaborada pelo autor.

As micrografias para a solucdo A demonstram a formacao efetiva de NFs
para todas as amostras (Figura 5). A amostra 2 apresenta- se mais volumosa e
uniforme, vale ressaltar que as amostras foram coletadas durante o mesmo
periodo de tempo (1 minuto), apos formagdo observada em coletor. A amostra 4

apresentou a menor produ¢do em volume, as amostras 5 e 6 apresentaram

algumas descontinuidades (beads).
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Figura 6- Micrografias de NFs sintetizadas a partir da solugdo B (PCL/NYS)

10Kv 13Kv 15Kv

S8cm

12cm

200x aumento
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 7- Micrografias de NFs sintetizadas a partir da solugdo C (PCL/NYS)

10Kv 13Kv 15Kv

| 8cm
Nao houve Nao houve
formacao de formagao de
NFS NFS 12¢m

Legenda: 2000x aumento
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 6 demonstra as micrografias para o grupo B, onde todas as
amostras resultaram em NFs. As amostras 1 e 2 foram consideradas as mais
volumosas. As micrografias para o grupo C demonstraram formacao efetiva de
NFs para as amostras de 1 a 4, sendo que a amostra 3 se demonstrou mais

volumosa e uniforme (Figura 7).
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5.1.2 Analise do diametro médio das fibras

A estatistica dos valores médios dos didmetros das fibras para os grupos
A, B e C estdo apresentados na Tabela 2, 3,4 ¢ 5.

As Figuras 8, 9, 10 e 11 mostram a distribuicdo do didmetro das fibras
poliméricas obtidas por eletrofiacdo. Os histogramas apresentam a distribui¢do e
a frequéncia dos tamanhos das fibras e a gaussiana sobre os histogramas mostra
como ocorreu a distribuicdo normal dos didmetros préximo ao valor médio. Os
resultados mostraram que para as amostras eletrofiadas, a maior quantidade das
fibras esta distribuida proxima ao ponto médio da gaussiana, isto ocorre devido

a boa homogeneidade das fibras produzidas pelo processo de eletrofiagao.

Tabela 2— Medida de tendéncia central (Mean) em micrometros (um), nimero
de medigdes (N),desvio padrao (SD), (um) e andlise de comparagao dos fatores

de Tukey para as NFs do grupo da solugdao PCL

Group N Mean SD Tukey
PCL6 100 1,495 1,216 A
PCL4 100 1,3645 0,641 A
PCL3 100 1,2839 0,572 A
PCL5 100 1,229 1,670 A

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 8 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs do grupo da
solucao PCL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram eletrofiadas algumas amostras para cada grupo estudado com a
finalidade de, por meio da variagdo dos parametros, otimizar a produgao
resultando em NFs uniformes, volumosas e confidveis para a reproducdo em
larga escala. Logo, dentre as amostras de cada grupo, foi selecionada apenas
uma considerada padrdo. Para essa selecao os seguintes topicos foram levados
em consideracdo: auséncia de defeitos (beads), menor didmetro das fibras,
menor tensao utilizada para sintese das fibras, menor distancia utilizada.

Para a solugdo PCL a amostra PCL3 foi escolhida como padrdo, pois
apresentou o menor didmetro 1,28 um £ 0,57, a maior quantidade de fibras
produzidas para o mesmo tempo de coleta para todas as amostras (Tabela 2). A

tensao injetada foi de 15 kv e a distancia da ponta da agulha ao anteparo foi de 8
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cm. A mostra PCL3 serd denominada apenas PCL para as etapas seguintes de

caracterizagao e durante as andlises antimicrobianas.

Tabela 3 — Medida de tendéncia central (Mean) em micrometros (um), namero
de medi¢des (N),desvio padrao (SD), (um) e anélise de comparagao dos fatores

de Tukey para as NFs do grupo da solugdao A

Group N Mean SD Tukey
Al 100 1,36 1,2842 A
A2 100 0,9877 0,2935 A
A3 100 1,1714 0,4599 A
A4 100 1,3569 0,6488 A
A5 100 1,2149 0,7297 A
A6 100 0,9411 0,4282 A

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs do grupo da

solucao A
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a solugdo A os didmetros das amostras ndo apresentaram diferenga

estatisticamente significante (Tabela 3). O padrao escolhido foi o A2 com
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didmetro de 0,99 um + 0,29 , a tensdo utilizada foi de 13 kv e a distancia da
ponta da agulha ao anteparo foi de 8 cm. A amostra A2 foi escolhida por
apresentar uma maior quantidade de fibras, auséncia de beads, uniformes e com
o menor desvio padrao. A amostra A2 sera denominada apenas A para as etapas

seguintes de caracterizacao e durante as analises antimicrobianas.

Tabela 4 — Medida de tendéncia central (Mean) em micrometros (um), nimero
de medigdes (N),desvio padrao (SD), (um) e andlise de comparagao dos fatores

de Tukey para as NFs do grupo da solucdo B

Group N Mean SD Tukey
Bl 100 1,9455 0,8131 A B
B2 100 1,3001 0,5601 Cc
B3 100 1,3431 0,5560 Cc
B4 100 2,219 1,154 A
B5 100  1,3887 0,5199 C
B6 100 1,675 1,522 B C

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 - Histogramas de frequéncia dos didmetros (um) das NFs do grupo da

solucao B
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a solucdo B os diametros das amostras B2, B3, B5 ¢ B6 nao
apresentaram diferenga estatisticamente significante (Tabela 4). O padrao

escolhido foi 0 B2 com média de didmetro de 1,3 um + 0,56, tensao utilizada foi
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de 13 kv e 8 cm de distancia da ponta da agulha ao anteparo. A amostra B2 foi

escolhida pois apresentou menor tensdo, maior volume de fibras e distribui¢ao

uniforme. A mostra B2 sera denominada apenas B para as etapas seguintes de

caracterizagao e durante as andlises antimicrobianas.

Tabela 5— Medida de tendéncia central (Mean) em micrémetros (pm), nimero

de medigdes (N),desvio padrao (SD), (um) e andlise de comparagao dos fatores

de Tukey para as NFs do grupo da solugao C

Group N Mean SD Tukey
C-1 100 1,8896 0,9064
c-2 100  1,5417 0,8151 B
c-3 100 11,2418 0,4795 C
C-4 100 1,7709 0,8843 B

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs do grupo da

solucao C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a solu¢ao C a amostra C3 foi escolhida como padrao, pois apresentou
o menor didmetro 1,24 um + 0,48, a maior quantidade de fibras produzidas para
o mesmo tempo de coleta para todas as amostras (Tabela 5). A tensdo injetada
foi de 15 kv e a distancia da ponta da agulha ao anteparo foi de 8 cm. A mostra
C3 sera denominada apenas C para as etapas seguintes de caracterizacdo e

durante as analises antimicrobianas.



Figura 12 - Fotomicrografias em MEV e histogramas das amostras escolhidas

como padrao para os grupos: PCL, A, Be C
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5.1.3 Espectroscopia por energia dispersiva

59

A Figura 13 evidencia a presenca de elementos quimicos que compdem o

PCL (Ce¢H1002), utilizado neste trabalho. Demonstrando assim, a presenca de

PCL no scaffold.

Figura 13 - Andlise por EDS da amostra PCL
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As Figuras 14, 15 e 16 evidenciam a presenca de elementos quimicos que
compdem o PCL (Ce¢Hi002) e a NYS (C+#H7sNOi7) utilizados neste trabalho.

Demonstrando assim, a presenga de PCL ¢ NYS nas mantas dos grupos A, B e
C.

Figura 14 - Andlise por EDS da amostra A
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Legenda: onde A) Micrografia; B) Mapeamento por EDS e C) Espectro obtido e composi¢do quimica por EDS.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Andlise por EDS da amostra B
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Legenda: onde A) Micrografia; B) Mapeamento por EDS e C) Espectro obtido e composi¢ao quimica por EDS.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 16 - Analise por EDS da amostra C
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Legenda: onde A) Micrografia; B) Mapeamento por EDS e C) Espectro obtido e composi¢ao quimica por EDS.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1.4 Analise por difratometria de raios- X

Os resultados da anélise de DRX estdo representados nas figuras: 17, 18,
19 e 20. A Figura 17 demonstra um carater semicristalino com picos em 22,40 ¢

240

Figura 17 — Grafico representativo da andlise de DRX para PCL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As Figuras 18, 19 e 20 representam os grupos A, B e C respectivamente ¢
apresentam picos em 22,40 e 240 ¢ uma curvatura na regido 8,19° e §,82°

sugerindo a presenca de NYS.



Figura 18 — Grafico representativo da andlise de DRX para o grupo A
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Figura 19 — Grafico representativo da andlise de DRX para o grupo B
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Figura 20 — Grafico representativo da andlise de DRX para o grupo C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.5 Espectroscopia por transformada de Fourier

Os resultados obtidos a partir do FTIR estdo representados nas figuras 21,
22,23 e 24. A andlise por meio do FTIR para a amostra PCL demonstrou bandas

de transmitancia em 1160,1730 e 2940 cm -! (Figura 20).
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Figura 21 — Grafico representativo da andlise de FTIR, PCL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras 22, 23 e 24 também apresentaram as bandas de transmitancia
em 1160, 1730 e 2940 cm-! (Figuras 21, 22 e 23) e um aumento na intensidade

da curva na regidao de 2919 cm-!-



Figura 22 — Grafico representativo da andlise de FTIR para o grupo A
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Figura 23 — Grafico representativo da andlise de FTIR para o grupo B
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Figura 24 — Grafico representativo da andlise de FTIR para o grupo C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.6 Analise da molhabilidade utilizando a técnica do angulo de contato

A analise da molhabilidade foi realizada com agua destilada e demonstrou
a hidrofobicidade do PCL, 92,70+ 2,90, ¢ uma predominante hidrofilia para os
grupos A, B e C. Nao foi possivel realizar a mensuragdo do angulo de contato
para os grupos A, B e C pois apos o gotejamento da dgua destilada, a gota era

completamente absorvida pelas NFs (Figura 25).
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Figura 25 —Amostra A absorvendo a gota de agua destilada

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Atividade Antimicrobiana

5.2.1 Ensaio da concentrac¢io inibitoria minima (CIM)

As amostras de NFs (A, B, C e PCL) foram cortadas em discos com
0,5cm de diametro e foram dispensadas em placas de cultura de 24 pogos em

conjunto com as aliquotas de C. albicans (Figura 24).

Figura 26 — Distribui¢do das amostras de NFs para o ensaio de CIM

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em seguida, a placa foi armazenada em estufa por 48 horas a 37°C. Apos
esse periodo a inspecao visual foi realizada para verificar o crescimento dos
microrganismos e consequente turvacao do meio. A inspec¢ao visual demonstrou
auséncia de crescimento dos microrganismos nas amostras A, B e C (Figura 25)
enquanto que para as amostras PCL houve turvag¢ao do meio (Figura 26). A CIM
demonstrou que a menor concentragdo, encontrada na amostra A, foi capaz de

inibir o crescimento da C. albicans.

Figura 27 — Andlise por inspeg¢do visual para CIM

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28 — Espécimes que turvaram durante a CIM

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.2 Ensaio da concentra¢io microbicida minima (CMM)

Apds plaqueamento das amostras, foi possivel observar auséncia em
crescimento da C. albicans em meio solido para os grupos A, B e C, enquanto
que para o grupo controle PCL houve formag¢do de colonias (Figura 27). Esse

ensaio demonstrou que a amostra menos concentrada, a A, foi considerada a

CMM.

Figura 29— Plaqueamento das amostras para a CMM

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A EP ¢ uma lesao da mucosa oral clinicamente relevante em populacoes
idosas, sendo a mais prevalente em portadores de proteses (Petersen, Yamamoto,
2005; Mujica et al., 2008). Um estudo desenvolvido na populacao adulta, em
individuos portadores de protese removivel superior com pelo menos 50% do
palato recoberto, foi constatado uma prevaléncia da EP de 43% (Figueiral-Silva,
2000).

A questdo central do presente trabalho investiga o desenvolvimento de um
método alternativo e eficaz no tratamento de infeccdes orais decorrentes da EP,
onde a freqiiéncia das administragdes dos fairmacos seja reduzida e a adesdo do
paciente ao tratamento aumentada.

Atualmente o desenvolvimento de biomateriais apresenta uma crescente
evolugdo no campo da pesquisa, pois permite o desenvolvimento de sistemas
que realizam a liberagdo lenta de farmacos no meio de escolha. Deste modo,
optou- se por desenvolver e caracterizar um biomaterial que fosse reabsorvivel,
biocompativel e passivel da liberagdo do principio ativo, por meio do processo
de eletrofiacdo. O processo de eletrofiagdo foi escolhido por apresentar
vantagens como o processamento de materiais poliméricos gerando NFs com
uma grande area de superficie de contato e maleabilidade o que facilitaria a
inser¢do das malhas na superficie das proteses totais (Burger et al., 2006; Cheng
et al., 2008; Reneker, Yarin, 2008).

Nesse sentido, o presente estudo centrou- se na sintese, caracterizagao e
atividade antimicrobiana de NFs de PCL com adicdo de NYS em trés
concentracdes diferentes. O polimero de escolha para a realizagdo do processo
foi o PCL pois juntamente com o dacido polilatico (PLA) e com o &cido
poliglicélico (PGA) sdo considerados biodegradaveis e com boa espinalidade,

porém durante a degradacao o PGA e o PLA favorecem o processo inflamatorio,
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o que ndo ocorre com o PCL j4 que sua degradacao ocorre por meio do ciclo de
Krebs (Liang et al., 2007). O PCL ainda possui uma degradacdo mais lenta, 2 a 3
anos, o que torna a liberagdo do farmaco mais lenta e gradual (Karp et al., 2009;
Marques- Curtis et al., 2013; Sawyer et al., 2009).

O antifiingico de escolha foi a NYS, apesar do desenvolvimento de
agentes antifungicos azolicos e equicandinas ter ampliado as opgodes de
farmacos para a EP, a terapia topica com a NYS ainda ¢ considerada o
tratamento padrdo por conta de sua alta eficacia, baixo custo e menores efeitos
colaterais (Kaur et al., 2017; Lyu et al., 2016; Sklenar et al., 2013).

O primeiro passo foi a sintese das solugdes para posterior eletrofiagdo. O
polimero PCL foi dissolvido em DMF e TCE, esses solventes foram escolhidos
por um ser polar e o outro apolar, o que trouxe maior estabilidade a solugdo.
Além disso o DMF apresenta alta condutividade elétrica o que otimiza a
producdo de NFs pelo processo da eletrofiacao (Tan et al., 2005; Yang et al.,
2005; Zhu et al., 2009). Em seguida a NYS foi adicionada em trés concentragdes
distintas (A, B e C), resultando em solugdes com diferentes viscosidades.

O processo de eletrofiagdo ocorreu com a variagao de alguns parametros:
viscosidade da solucdo, distdncia da ponta da agulha ao anteparo e tensdo
injetada. Essa varia¢do permite a obtencdo de algumas amostras onde ¢ possivel
analisar a morfologia das NFs obtidas e optar pelo parametro que mais otimizou
o processo. A temperatura e umidade se apresentam como importantes
parametros na eletrofiacdo (Costa et al., 2012; Huang et al., 2003). Para este
estudo a temperatura efetiva foi de 27°C e a umidade relativa do ar por volta de
40% permitiram a padronizagao do resultado.

A amostra padrdo de cada grupo ¢ escolhida de acordo com alguns
fatores. O didmetro ¢ um parametro essencial para as fibras, quanto menor seu
didmetro maior a proporc¢ao area- superficie / volume, porosidade mais alta com
poros menores (Kong et al., 2012). A tensdo injetada e a distancia da ponta da

agulha ao anteparo exercem influéncia de maneira direta na formacao do campo
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elétrico, pois esses fatores irdo gerar a diferenga de potencial do sistema. A razao
entre a distancia e a tensdo também pode ser definida como a for¢ca do campo
elétrico (Sukigara et al., 2004). As quatro solucdes pareceram mais sensiveis a
distancia do que a tensdo. Diminuir a forca do campo elétrico resulta na
diminui¢do da tensdo gerada na solucdo polimérica e na eficiéncia do
estiramento da fibra. No entanto, o aumento brusco da diferenga de potencial
acelera de maneira demasiada o jato da solu¢do polimérica. Um aumento
adicional da for¢ca do campos elétrico resultara em uma fiagdo imida, ou seja, ao
invés da formacao de fibras havera apenas eletropulverizacao (Kong et al., 2012;
Costa et al., 2012).

Durante a eletrofiagdo a tensdo injetada varia de 5 a 25 Kv, sendo as
menores tensdes ou menores campos gerados, os de escolha para a maior
seguran¢a do operador. A andlise morfologica das amostras envolve a avaliagao
do didmetro das fibras, uniformidade, auséncia de defeitos e quantidade
produzida. O estudo da andlise morfoldégica em conjunto com a avaliagdo dos
parametros como tensao e distancia levam a escolha da amostra padrao.

A solucdo de PCL foi levada a eletrofiacao e resultou em 6 amostras de
NFs. As micrografias obtidas (Figura 4) demonstram que as amostras PCL1 e
PCL2 possuem um aspecto mais reticular, enquanto a PCL3 se apresentou mais
uniforme com aspecto fibrilar e volumosa, a PCL4, PCL5 e PCL6 também
possuem aspecto fibrilar porem com algumas descontinuidades. O diametro
variou entre 1,28 a 1,5 um (Tabela 5) para esse grupo. A solug¢do de PCL era a
mais fluida do estudo, pois ndo apresentava o acréscimo de NYS, logo a amostra
que apresentou melhor resultado frente a analise morfologica foi a PCL3 onde o
maior campo elétrico foi gerado, com 15 Kv e 8 cm, e didmetro de 1,28 pum
comprovando a influéncia da viscosidade da solugdo e tensdo injetada no
processo (Reneker, Yarin, 2008).

As solucdes A e B, menos concentradas que C, também resultaram em 6

amostras de NFs para cada. Para o grupo A as amostras Al, A3, A5 e A6
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apresentaram fibras deficientes com algumas inconsisténcias. O diametro variou
entre 0,99 a 1,36 um. A amostra A2 (Figura 5) se apresentou mais uniforme,
com menor desvio padrdo e com didmetro de 0,99 um (Tabela 2), com 13 Kv e 8
cm de distancia da ponta da agulha ao anteparo.

O grupo B, (Figura 6), apresentou amostras com menor volume de fibras
como a B3, B4 e B6. Bl apresentou fibras deficientes enquanto que a amostra
B2 apresentou- se como o melhor parametro com 1,3 pum (Tabela 3). Os
diametros para B variaram de 1,3 a 2,2 um. A solucdo C ao ser eletrofiada
resultou em apenas 4 amostras, nas quais o didmetro variou entre 1,24 a 1,9 um.
C3 foi considerada a amostra com melhor morfologia (Figura 6) das
apresentadas, com didmetro de 1,24 pum (Tabela 4). Atribui- se a ndo formacao
de NFs para os parametros C4 e C5 devido a menor diferenca de potencial
gerada, sendo a solugdo C a mais concentrada, a diferenca de potencial gerada
ndo foi suficiente para superar a tensdo superficial desta solu¢do (Bhardwaj,
Kundu, 2010 ; Collins et al., 2012; Rayleigh, 1882).

A andlise por EDS demonstra os elementos quimicos presentes na
amostra, caracterizando que tanto o polimero quanto o farmaco utilizados nao
sofreram alteracdes no processo (Cagil et al., 2019). A espectroscopia
evidenciou a presenca de elementos quimicos que compdem o PCL (C6H1002)
e a NYS (C47H75NO17) utilizados neste trabalho. Comprovando a
incorporacdo de NYS no sistema.

O padrdao de analise para a DRX para PCL (Figura 17) demonstra os
picos centrados em 22,40 ¢ 240. O PCL € um polimero semicristalino, com uma
célula unitaria com forma cristalina ortorrombica que € responsdvel pelo
aparecimento destes picos (Sadeghianmaryan et al., 2019). As amostras A, Be C
também apresentaram os picos 22,40 e 240 caracteristicos do PCL, e uma
curvatura mais acentuada na regido de 8,19° e 8,82° caracteristico da NYS
(Sakeer et al., 2010).

A espectroscopia por FTIR ¢ considerada um método padrio para
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caracterizacao de polimeros e se torna essencial nesta etapa do trabalho para
identificar a presenca do PCL garantindo que o processo nao afetou sua
estrutura. A Figura 20 mostra o espectro de FTIR para a amostra PCL onde foi
possivel identificar bandas de transmitancia caracteristicas deste polimero: 1160,
1730 e 2940 cm-!. A banda de transmitancia 1160 cm-! representa a ligagao C-O
do PCL, o alongamento carbdnio € observado na regido de 1730 cm-! e a banda
2940 cm-! representa a ligagdo CH» (Pawar et al., 2019; Hassangili et al., 2019).

As Figuras 22, 23 e 24 representam os espectros de FTIR para as
amostras A, B e C, respectivamente, os picos do polimero sdo encontrados nas
trés figuras, sugerindo um predominio do polimero nas NFs produzidas. A
regido da banda 3326 cm! apresenta um discreto aumento na intensidade na
curva A e tende a aumentar em B e ficar ainda mais intenso em C. Essa regido ¢
caracteristica da NYS, com o aumento de sua concentracao nas NFs nota- se o
aumento da intensidade nas curvas (Bassi et al., 2015; Mandru et al., 2011).

A andlise da molhabilidade, por meio do angulo de contato com agua
destilada, analisa o angulo formado entre a fase liquida e sélida realizando o
calculo na interface entre o liquido e o ar (Wulf et al., 1999). O valor do angulo
varia de acordo com a composi¢do do material estudado sendo considerado
completamente hidrofilo com ®= 00 O entre 0 e 90° ¢ considerado
predominantemente hidrofila, ® entre 90° e 1800 considera- se
predominantemente hidréfobo e ®= 1800 totalmente hidréfobo (Kwok,
Neumann, 1999).

As 1magens captadas pelo gonidmetro Optico foram analisadas e o PCL
apresentou um angulo de 92,79, comprovando o carater predominantemente
hidrofobico desse polimero conforme relatado em literatura (Hassan et al., 2017;
Ranjbarvan et al., 2017; Lin et al., 2019). As amostras A, B ¢ C ao receberem a
gota de agua destilada rapidamente absorveram (Figura 25) de tal forma que o
software ndo conseguiu analisar o angulo formado, ®= 09, indicando uma

prevalente hidrofilicidade para ambas. A alteracdo no padrao de hidrofilicidade
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do grupo PCL para os grupos A, B e C se explica pois os trés ultimos grupos
apesar de apresentarem PCL também como polimero base possuem também a
adicdo da NYS a quem ¢ atribuido esse carater hidrofilico. A NYS ¢ um
antifungico poliénico e possui um grande anel lactonico macrociclico
semelhante aos macrolidios antibacterianos como a eritromicina, por isso
também sdo chamados macrolideos poliénicos, sendo a estrutura ativa o anel
macrolideo com suas partes rigida lipofilica e flexivel hidrofilica (Sande,
Mandell, 1987).

A molhabilidade da superficie da manta de NF ¢ de grande importancia
pois melhora a ligagdao celular e pode ser utilizada para adesdo e migragdo
celular e consequente biocompatibilidade (Lin et al., 2019). A hidrofobicidade
do PMMA favorece a adesao e proliferacdo da Candida albicans sobre a base da
protese, principalmente a regido que estabelece contato com a mucosa oral
(Murat et al., 2018). A interposi¢ao da manta de NFs de PCL com NYS na base
da prétese estabeleceria contato manta-protese € manta-mucosa, € tornaria entao
a superficie da protese hidrofilica, o que dificultaria a adesao fungica.

A andlise de concentra¢dao inibitéria minima frente a C. albicans, foi
realizada em triplicata, para avaliar qual das 3 concentracdes de NFs, A, B e C,
seria efetiva na inativagdo do fungo. A CIM foi realizada colocando discos de
NFs com diametro de 1mm na placa de 24 pogos. A analise de CIM demonstrou
que as trés amostras A, B e C, que continham NYS, apresentaram a¢do inibitdria
a C. albicans. Em complemento a esta analise, a concentracdo microbicida
minima também foi realizada e demonstrou que as NFs A, B e C apresentam nao
s6 um efeito fungistatico como também um efeito fungicida frente a C. albicans.

O desenvolvimento desse biomaterial se apresenta promissor para um
futuro uso clinico, onde a adesdo do paciente ao tratamento ndo seria um fator
primordial, tendo em vista as limitagdes presentes nos pacientes portadores de
proteses removiveis. Esses pacientes, em sua maioria, sdo geriatricos € podem

apresentar comprometimentos quanto a destreza manual, o que limita a
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higienizagdo das proteses e da mucosa, fundamental no tratamento da EP. Alem
disso a administracdo constante do farmaco nao se faz necessaria, uma vez que a
manta de nanofibra for posicionada o farmaco seré liberado de forma gradual. A
biodisponibilidade da NYS € reduzida pela dilui¢ao da saliva e pela autolimpeza
da superficie promovida pelos musculos bucais, o que exige varias
administragdes diarias (Ellepola, 2005), o que seria dispensando quando do uso
desse biomaterial. Visando um futuro uso clinico, o biomaterial poderia ser
aderido as bases das proteses e ficaria entdo em contato com prdtese/mucosa

exercendo seu efeito antifingico.
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7 CONCLUSAO

Esta pesquisa possibilitou a sintese de trés solu¢cdes com concentragdes
distintas de nistatina, que influenciaram de forma direta na viscosidade das
solugdes. As trés solucdes passaram pelo processo de eletrofiacdo, com variagao
de parametros de tensdo injetada e distancia da ponta da agulha ao coletor, os
trés grupos resultaram na produgdo de NFs. As amostras padrao de cada grupo
foram caracterizadas comprovando a presenca dos materiais estudados e os

biomateriais produzidos apresentaram efeito tanto fungistatico quanto fungicida.
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