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Santos JD. Sintese, caracterizacdo e atividade antimicrobiana de nanofibras de
polietilmetacrilato / nistatina produzidas por eletrofiacao.[dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp); 2017.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi sintetizar mantas néo tecidas de nanofibras (NFs) de
Polietilmetacrilato (PEMA) com adicdo de nistatina (NYS) e avaliar a atividade
antimicrobiana nas resinas reembasadoras rigidas e macias. Realizou- se o teste
microbiolégico da CIM de NYS para a inativagdo da C. albicans. NFs foram
sintetizadas pela técnica da eletrofiacéo, utilizando-se solucdo de PEMA puro e NYS
e PEMA. Para a sintese das NFs de PEMA, foi produzida uma solu¢do de PEMA
dissolvido em Dimetilformamida (DMF) e 1,1,2,2 Tetracloroetano (TCE), logo apos
foram adicionadas duas concentracdes de NYS (10 e 20 mg/ml) obtidas do teste CIM.
As amostras foram analisadas em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Andlise de molhabilidade, Andlise de Difratometria de Raios-X (DRX) e
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Apds a andlise
em MEV foi realizada a média dos diametros das fibras com Software ImageJ. As
atividades antimicrobianas foram avaliadas por meio do teste de difusdo em agar. As
NFs de PEMA apresentaram diametro menor, o padrdo NF/PEMA apresentou 0,42um
enquanto que a NF/20 1,14 um e a NF/10 foi de 0,87 um. As fibras foram
consideradas hidrofébicas por meio da analise de molhabilidade. O DRX e o FTIR
comprovaram a presenca de PEMA e sugeriram a presenca de NYS. O teste de
difusdo em agar demonstrou que as fibras nao conseguiram inibir a proliferacdo de
C. albicans.

Palavras-chave: Eletrofiacéo.Polietiimetacrilato. Resina acrilica. Candida albicans.



Santos JD. Synthesis, characterization and antimicrobial properties of nanofiber
polymethylmethacrylate / Nystatin produced by electrospinning [dissertation]. Sao
José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2017.

ABSTRACT

The objective of the study was to synthesize nanofibers (NFs) of Polyethylmethacrylate
(PEMA) with addition of Nystatin (NYS) and to evaluate an antimicrobial activity in rigid
and soft resins. Microbiological testing of NYS MIC for inactivation of C. albicans was
performed. NFs were synthesized using the electrochemical technique using pure
PEMA and NYS and PEMA solutions. For a synthesis of PEMA NFs, a solution of
PEMA dissolved in Dimethylformamide (DMF) and 1,1,2,2 Tetrachloroethane (TCE)
was produced, following doses of NYS concentrations (10 and 20 mg / ml) obtained
from the CIM. As samples were analyzed in Scanning Electron Microscopy (SEM),
Goniometer, X-ray Diffraction Analysis (XRD) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). After an SEM analysis, a mean of the fiber diameters was
performed with ImageJ Software. The antimicrobial activities were evaluated by means
of the agar diffusion test. As the PEMA NFs presented smaller diameter, the NF /
PEMA standard showed 0.42 um whereas NF / 20 1.14 um and the NF / 10 was
0.87um. The fibers were considered hydrophobic by means of the wettability analysis.
The DRX and the FTIR proved a presence of PEMA and suggested a presence of
NYS. The diffusion test on agar demonstrated that as fibers failed to inhibit a
proliferation of C. albicans.

Keywords:Electrospinning. Polyethylmethacrylate. Acrylic resin. Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

A estomatite protética (EP) € uma inflamacdo da mucosa clinicamente
caracterizada por pontos hiperémicos, principalmente nas areas que mantém contato
intimo com a superficie interna da prétese (Wilson, 1998). A EP pode apresentar
sintomas como: prurido, ardéncia, dor, sabor desagradavel, desconforto, hemorragia
na mucosa bucal, alteracdo no paladar e halitose (Olsen, Stenderup, 1990; Wilson,
1998). Um dos aspectos que denotam a sua importancia para a Odontologia é a sua
alta prevaléncia. Estudos tém demonstrado que a EP chega a atingir 70% dos usuarios
de protese total (Webb et a, 1998; Chow et al., 1999; Gendreau, Loewy, 2011).

A etiologia da EP é considerada multifatorial, envolvendo causas de origem
sistémicas e locais. Dentre os fatores locais estdo: o uso continuo de proteses,
rugosidade e porosidade da resina, traumas da mucosa causados pela prétese e
deficiéncia na higienizacdo (Webb et al., 1998). Além disso, outros fatores podem
estar associados, como o0 uso noturno, o acumulo de biofilme e contaminacdo por
bactérias e leveduras em sua superficie. Entretanto, a infeccdo por Candida spp,
especialmente Candida albicans, é considerada o principal fator etiolégico (Dorko et
al., 2001; He et al., 2006). Todos esses fatores parecem aumentar a capacidade da
Candida albicans, tanto para colonizar a prétese quanto as superficies da mucosa oral,
onde atua como um agente patogénico e oportunista (Gendreau, Loewy, 2011).

Os tratamentos antifiingicos, topico ou sistémico, podem ser indicados para o
tratamento da EP, entretanto, as préteses devem ser desinfetadas e mantidas limpas,
pois esta pode servir como um foco de reinfeccdo. Caso o paciente ndo realize a
higienizacdo adequada ha uma tendéncia a recidiva da EP quanto o tratamento
antifangico € interrompido (Muzyka, 2005; Mima et al., 2008; Gendreau, Loewy, 2011).
Estes tratamentos antifungicos topicos e a propria higiene adequada das proteses e
da mucosa sao dificeis de implementar, pois a maioria dos pacientes sao geriatricos
e possuem um certo comprometimento cognitivo, reduzida destreza motora e perda
de memoaria. Outro inconveniente do tratamento por antifingico topico seria sua facil
remogao por meio da saliva (Kulak et al., 1994; Chow et al.,1999). Além disso, o
tratamento por antifingico sistémico vem apresentando um aumento significativo de

insucesso quando ministrado em longo prazo, devido a tendéncia das células de C.
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albicans a desenvolver resisténcia a esses farmacos promovendo a ineficicia deste
meétodo (Mishra et al., 2007).

Novos materiais estdo sendo estudados com a finalidade de se evitar o
desenvolvimento de biofilmes na superficie das préteses (Gendreau, Loewy, 2011),
diversos agentes antimicrobianos tém sido incorporados em resinas acrilicas
condicionadoras de tecidos (Chow et al., 1999) e em resinas reeembasadoras para a
base de protese. Dentre os agentes antimicrobianos utilizados para esta finalidade
encontra-se a nistatina (Trhular et al., 1994; Chow et al., 1999; Urban et al., 2006),
fluconazol (Chow et al., 1999), itraconazol (Chow et al., 1999), clorexidina (Aalim et
al., 2013), triclosan (Lefebvre et al., 2001), zedlito de prata (Matsuura et al., 1997),
zedlito de zinco (Casemiro et al., 2008).

Diversas incorporagdes de materiais em resinas reembasadoras ou
condicionadoras de tecido foram analisadas, porém foi observada dificuldade em
manter o agente antimicrobiano presente nestes biomateriais por um tempo mais
prolongado (Salim et al., 2013). Outro inconveniente foi que ao longo do tempo
algumas substancias acabavam por afetar negativamente as propriedades mecanicas
do polimero (Casemiro et al., 2008). Baseado nesses estudos é possivel notar que
ainda existe a necessidade de se desenvolver um biomaterial, no qual o agente
antimicrobiano atue de forma satisfatéria nos microrganismos causadores da EP,
evitando sua colonizagdo ou recolonizacdo e proliferagdo, permanecendo por um
maior periodo de tempo de tal forma que este biomaterial ndo atue apenas no combate
a EP como também em sua prevencdo. Tomando como material de estudo as resinas
reembasadoras, com finalidade terapéutica, faz- se necessario que o agente
microbiano seja liberado de forma lenta e eficaz, permanecendo em meio bucal o
equivalente a vida util de tal resina.

A eletrofiagdo € uma tecnologia antiga, existe na literatura hd mais de 60 anos
e atualmente, tem sido muito estudada para a fabricacéao de NFs (Huang et al., 2003).
Esta técnica consiste em um método com baixo custo, simples e versatil para a
fabricagcdo das NFs a partir de uma grande variedade de materiais que incluem
polimeros, compédsitos e materiais ceramicos (Li, Xia, 2004). No processo de
eletrofiagdo, quando a diferenca de potencial supera a tenséo superficial do polimero
um jato liquido é ejetado, o jato € alongado e acelerado pelo campo elétrico e por fim

€ depositado sob um substrato. Este método permite ainda modificar propriedades
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biologicas e fisicas (Huang et al., 2003).

Diante disso, tem- se como hipdtese para este estudo, que a confeccéo de
NFs com propriedades antimicrobianas e que apresentem este efeito por periodo
adequado de tempo, possam auxiliar no tratamento efetivo das infec¢des bucais

decorrentes da utilizacdo de proétese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A alteracdo patologica mais comumente observada na mucosa bucal,
decorrente da utilizacdo de proteses dentarias removiveis, parciais ou totais, tem sido
denominada estomatite induzida por protese ou estomatite protética, que afeta
aproximadamente o palato de 65% de pacientes usuarios de proteses (Chandra et al.,
2001b; Gendreau, Loewy, 2011). Sua alta prevaléncia desperta grande interesse,
principalmente quanto ao desenvolvimento de biomateriais que proporcionem um

tratamento efetivo (Salim et al., 2013).

2.1 Estomatite Protética

A EP é caracterizada clinicamente pela presenca de mdultiplos pontos
hiperémicos, principalmente, na mucosa que mantém intimo contato com a superficie
interna da proétese, e em casos mais avancados também podem ser observadas areas
eritematosas difusas e hiperplasia papilar do palato (Wilson, 1998). A presenca da
prétese € um fator local iniciante para a doenca, visto que, 0s organismos da Candida
possuem habilidade para colonizar sua superficie porosa, contribuindo para o
desenvolvimento da doenca. O biofilme formado na superficie dessa protese funciona
como um reservatério de micro-organismos, expondo a mucosa a sua continua
presenca (Gendreau, Loewy, 2011). A EP pode apresentar sintomas como: prurido,
ardéncia, dor, sabor desagradavel, desconforto, hemorragia na mucosa bucal,
alteracao no paladar e halitose (Olsen, Stenderup, 1990; Wilson, 1998).

Clinicamente a EP pode apresentar trés estagios: o tipo I, no qual a inflamacéo
fica localizada na saida dos ductos das glandulas salivares; no tipo Il o eritema envolve
a area sob a protese e no tipo Il o eritema esta associado a hiperplasia papilomatosa
(Newton, 1962).

A etiologia da EP esta associada a varios fatores incluindo higienizagéo bucal
inadequada, uso continuo da prétese, idade do usuéario assim como a idade da protese
(Arendorf, Walker, 1979; Budtz-Jorgensen, 1974; Emami et al., 2008). Estéo

associadas também algumas condi¢des predisponentes como a diminui¢cao do fluxo
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salivar, o habito de fumar, presenca de mucosa oral atrofica, presenca de doencas da
mucosa, como o liquen plano e o uso de corticosteroides (Budtz-Jorgensen, 1974;
Gendreau, Loewy, 2011).

Diversos estudos relatam a etiologia multifatorial da EP em resposta a uma
infeccdo causada por C. albicans, sendo considerada esta o principal fator etioldgico
(Dorko et al., 2001; Gendreau, Loewy., 2001; He et al., 2006; Salerno et al., 2011,
Webb et al.,1998). A espécie C. albicans é considerada a mais prevalente e
patogénica das espécies de Candida, sendo responsavel por cerca de 70% dos casos
de infeccbes (Nikawa et al., 1992). As espécies de Candida agem como patégeno
oportunista, especialmente quando a resisténcia do hospedeiro € superada pela
viruléncia dos micro-organismos (Pereira-Cenci et al., 2008).

A estratégia terapéutica adotada no tratamento da EP inclui criteriosa
higienizacdo e desinfeccdo das préteses que pode estar associada ao uso de
antifangicos, topico ou sistémico (Salerno et al., 2001; Webb et al., 1998). A utilizacao
de medicamentos tépicos apresenta como desvantagem a facil eliminacéo pela saliva
e pela movimentacdo da lingua, fazendo com que este tipo de tratamento seja
prolongado (Banting et al., 1995; Kulak et al., 1994).

Em relacéo a utilizacdo dos antifungicos sistémicos a grande desvantagem é
a possibilidade das espécies microbianas desenvolverem resisténcia a esses
farmacos. Além disso, a terapia medicamentosa ndo atua erradicando 0s micro-
organismos que colonizam a proétese, sendo frequente a recorréncia da infeccao
(Mishra et al., 2007).

Os tratamentos medicamentosos utilizados para se tratar as lesdes pela
candidiase sdo classicos, tais como: a utilizagdo do miconazol, da nistatina, do
cetaconazol, do fluconazol e em menor frequéncia da anfotericina B.

A nistatina (NYS) é o farmaco mais utilizado para o combate a EP pois
combate as leveduras de forma eficaz, porém apos a interrupcao de sua administracéo
a patologia tende a retornar junto com seus sintomas clinicos. O miconazol a 2%, que
por sua apresentacao na forma de gel, permite uma maior exposicao a leséo, refletindo
uma melhor e mais rapida regressdo do quadro quando aplicado trés vezes ao dia,
mas em virtude da alta recidiva da doenca ird sempre ter sua acéo limitada (Arendorf,
Walker, 1997). Ja se estudou clinica e microbiologicamente a atuacédo de um verniz

de miconazol no tratamento da estomatite protética e encontrou-se que essa € uma
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forma viavel de tratamento, porém os efeitos tardios eram questionaveis (Dias et al.,
1997).

N&o havendo melhora no quadro apenas com a utilizagdo da medicacéo
topica, o cetoconazol, medicacao sistémica, pode ser administrado, porém este é um
medicamento hepatotdxico e pode causar arritmias cardiacas quando utilizado com
antibidticos macrolideos ou anti-histaminicos. Bem como o cetoconazol, o fluconazol,
de acdo sistémica, também é hepatotdéxico e pode acentuar o efeito de agentes
hipoglicémicos. A anfotericina B, era um antifingico de referéncia, porém necessitava
ser administrado endovenosamente e tem um potencial nefrotéxico, fazendo com que
sua utilizacao seja descontinuada (McCullough et al., 1996).

A adesdo dos micro-organismos as superficies das proteses é um pre-
requisito para formacéo de biofilme, importante fator relacionado ao desenvolvimento
de patologias (Gendreau, Loewy, 2011). A resina acrilica apresenta carga positiva e
alta energia de superficie o que acaba por atrair as glicoproteinas salivares que
possuem carga negativa, essa atracdo resulta em forte adesdo quimica. O micro-
organismo, que possui carga negativa, acaba se aproximando dessa pelicula por meio
de forcas de Van der Waalls e se unem por meio de adesinas e pontes de hidrogénio
(Jorge, 1998).

2.2 Desenvolvimento de materiais

As proteses totais apresentam uma boa adaptacédo e estabilidade aos tecidos
moles, porém o0 0sso alveolar pode sofrer reabsorcédo fisiolégica ocasionando uma
desadaptacdo promovendo um desconforto ao paciente. Nesses casos € indicado o
uso de materiais de reembasamento, que possuem a funcdo de restabelecer a
adaptacao, estabilidade e realizar ajustes e corre¢cdes na regiao do selado periférico.
(Cerveira Netto, 1987; Telles, 2011).

A resina acrilica, material base das préteses totais, por ser um material rigido
pode causar desconforto e até mesmo lesdes aos tecidos bucais, devido ao atrito da
base da prétese com a fibromucosa, nesses casos também é indicado o uso de

materiais reembasadores (Bates, Smith, 1965; Feitosa et al., 2003; Krammer, 1971).
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Devido a alta prevaléncia e recidiva da EP, o estudo de novos materiais com
acao antimicrobiana vem ganhando espaco na pesquisa (Gendreau, Loewy, 2011).
Diversos agentes antimicrobianos vém sendo incorporados em resinas acrilicas
condicionadoras de tecido e em resinas reeembasadoras.

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 soft e Viscogel. Foram
testadas as concentragoes: 1,3,5,7,9 e 11% com e sem saliva ,para cada grupo. O
teste de difusdo em &gar foi realizado, utilizando o micro- organismo C. albicans, e 0
didametro do halo inibitorio foi avaliado durante 14 dias. Espécimes com saliva
apresentaram o0s melhores resultados antifungicos. Itraconazol alterou as
propriedades fisicas do Viscogel, esta combinagdo ndo é recomendada para uso
clinico. A incorporacdo de 5% de itraconazol com Coe Soft apresentou- se eficaz,
tendo seu pico antifungico durante 3 dias.

Truhlar et al. (1994) avaliaram a atividade antimicrobiana do material
reeembasador Viscogel e do Lynal impregnados com varias concentracbes de
nistatina, durante 14 dias. A concentracdo mais elevada de NYS resultou na maior
inibicdo do crescimento de C. albicans, porém houve liberacdo répida do
antimicrobiano durante os primeiro e segundo dias. Urban et al. (2006) compararam a
resisténcia a tracdo de um condicionador de tecido sem a incorporacédo de nistatina
com o mesmo condicionador de tecido modificado pela adicdo de nistatina em duas
concentracdes diferentes (500.000 Ul e 1.000.000 UI). Apés o preparo, 0s espécimes
foram imersos em &gua destilada por 24 horas e 7 dias . Os valores de resisténcia a
tracdo 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 adicdo de NYS no condicionador de tecido investigado
em concentragdes inferiores a 1.000.000 Ul ndo afetaram sua resisténcia a tragao.

Salim et al. (2013) investigaram a eficacia de um polimero impregnado com
fluconazol e clorexidina. As concentragcbes de clorexidina e fluconazol foram
fugincidas. O grupo com clorexidina mostrou uma atividade antimicrobiana satisfatoria
para até 4 semanas, 0 que pode ser uma alternativa em casos de resposta nao
satisfatoria aos antifungicos convencionais. Lefebvre et al. (2001) objetivaram

determinar se a adicdo de Triclosan na resina reembasadora Permasoft impede o
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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 néo foi alterada.

Matsuura et al. (1997) realizaram um estudo cuja finalidade foi elucidar o efeito
antimicrobiano, in vitro, da adicdo de zedlito 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 zedlito de prata mostraram
possuir efeito antimicrobiano durante 4 semanas para a C. albicans e Pseudomonas
aeruginosa.

Como citado, diversas incorporacfes de antifungicos a resinas reembasadoras
estdo sendo estudadas, porém ainda existe a dificuldade de manter a liberacdo do
agente antifingico por um maior periodo de tempo (Chow et al., 1999; Matsuura et
al.,1997; Salim et al., 2013; Truhlar et al.,1994;).

2.3 Processo de Eletrofiacao

O processo de eletrofiacio vem despertando o interesse de muitos
pesquisadores, devido a sua versatilidade de aplicacdo para a producdo de mantas
constituidas por fibras, que variam de escala submicrométrica até escalas
nanométricas (Cheng et al., 2008; Lan et al., 2015). A primeira patente sobre o
processo ocorreu em 1934, porém havia pouco interesse na eletrofiagdo nessa época,
a partir da década de 90 a comunidade cientifica passou a investigar mais essa
técnica, sua publicacéo atingiu cerca de 200 artigos em 2003 (Dzenis, 2004).

Alguns processos ja foram utilizados para a producéao de NFs poliméricas como:
desenho, sintese de modelos, separacdo de fases e a automontagem, porém a
eletrofiagdo vem se apresentando como a mais vantajosa por produzir Nfs continuas

de varios polimeros (Huang et al., 2003). As mantas de NFs podem ser eletrofiadas a
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partir de solucdes poliméricas, ceramicas ou compoésitos e podem ser utilizadas em
processos de filtracdo, nanocatélises, suporte de crescimento de tecido, roupas de
protecdo, nanoeletrénicos, encapsulagdo de aditivos alimenticios, membranas de
separacao, produtos farmacéuticos e reforco de materiais compadsitos (Borges et al.,
2015; Cacciotti et al., 2014; Cheng et al., 2008; Shukla et al., 2005; Teo, Ramakrishna,
2006).

2.3.1 O processo da eletrofiacéo

A eletrofiacdo consiste na aplicacdo de forcas eletrostaticas e de arraste na
solucéo para a formacgéo das mantas com fibras interconectadas. O sistema consiste,
basicamente, em trés elementos: uma fonte de alta voltagem, uma seringa com agulha

de pequeno diametro e um coletor (Figura 1).

Figura 1- Esquema do sistema de eletrofiagéo
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Fonte Guerrini et al. (2006).
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A alta voltagem é utilizada para gerar um campo eletromagnético, o eletrodo
positivo carrega eletricamente a ponta da agulha, enquanto que o eletrodo negativo
(neutro) € posicionado no coletor. A solugéo fica mantida por tensao superficial, o que
carrega eletricamente a superficie do liquido. Assim que a diferenca de potencial
gerada supera a tensdo superficial da solucdo, a superficie hemisférica do fluido na
ponta da agulha se alonga formando um cone, conhecido como cone de Taylor. O jato
da solucao sofre um alongamento e € ejetado em direcdo ao coletor, nesse momento
o solvente evapora. Quando o jato é alongado e ejetado 4 regides se formam: cone
de Taylor, a zona de transicdo, o segmento linear e a regido de espalhamento,
conforme representado na Figura 2 (Ahmed et al., 2015; Costa et al., 2012; Huang et
al., 2003; Rutledge, Fridrikh, 2007).

Figura 2 — Quatro regides do jato da solucéo
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Fonte: Costa et al. (2012).

2.3.2 Os parametros envolvidos

O processo é relativamente simples, porém alguns parametros podem ser
variados nesse processo a fim de se otimizar a produg¢ao de NFs como: a razao de
fluxo com que a solucdo polimérica € ejetada, a diferenca de potencial gerada no
campo eletromagnético, a distancia da ponta da agulha ao coletor e o diametro da
agulha. Fatores ambientais como temperatura e umidade também influenciam. (Costa
et al., 2012; Huang et al., 2003).
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Heikkila e Harlin (2008) concluiram que existe uma relacdo entre o diametro
das fibras, a tenséo aplicada e a distancia entre a agulha e o coletor. A tenséo aplicada
pode ser considerada como o principal fator, pois € a responsavel pela formacéo do
jato de solucéo polimérica que vai da agulha para o coletor, se essa for muito baixa,
nao havera uma diferenca de potencial suficiente para superar a tensao superficial da
solucéo polimérica e ocorrera o gotejamento da solugcéo na ponta da agulha, caso a
tensdo aplicada seja muito alta, o jato formado nao sera uniforme e as NFs geradas
terdo diametros variados podendo ocorrer a formacao de defeitos (beads)(Figura 3).

Ja 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 acabarao ficando no caminho o que diminuira
a produtividade e havera desperdicio da matéria-prima. Se a distancia for pequena
nao havera espaco para a evaporacao do solvente o que também poderé acarretar na

formacéo de (beads).

Figura 3 - Efeito da variagdo da tenséo aplicada na formacéao do Cone de Taylor
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Fonte: Sill e Recum (2008).

A razéao de fluxo muito elevada faz com que uma quantidade maior de polimero
chegue a ponta da agulha e a diferenca de potencial ndo consegue ejeta- la de
maneira uniforme, o que resulta em Nfs instaveis com possivel formacdo de beads
(Zhang et al., 2013).

A manta de fibras eletrofiadas possui caracteristicas como grande area
superficial especifica, alta porosidade e interconectividade, tornando-as adequadas
para transporte de nutrientes e comunicacéo celular, sendo possivel sua utilizagdo em

varias aplicacfes biomédicas.
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As formas de administracdo de farmacos sempre foram um ponto importante
para as areas da saude, a liberacédo de farmacos por NFs na cavidade oral torna- se
um ponto de grande interesse visto que por meio da cavidade oral é possivel obter
efeitos tépicos e sistémicos. A mucosa oral é altamente vascularizada e a liberagéo
lenta de farmacos por essa via apresenta vantagens como: evita o metabolismo pré-
sistémico do trato gastrointestinal e a via de eliminac&o hepética, apresenta facilidade
de administracdo do dispositivo, sem dor, com acdo de inicio rapido, Otima
aceitabilidade pelo paciente 0 que aumenta a sua adesao ao tratamento aumento

assim a taxa de sucesso (Rossi et al., 2005).

2.3.3 Liberacédo lenta de farmacos

A cavidade bucal é 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 propria €
estruturada de modo a permitir mobilidade e ndo estd firmemente aderida as
estruturas subjacentes, recobre os labios, a mucosa jugal, palato mole, ventre lingual
e assoalho bucal. Ja a mucosa especializada reveste a superficie da lingua, embora
funcionalmente seja mucosa mastigatoria, este tecido contém papilas e botbes
gustativos que exercem fungdes especiais (Ten Cate, 2013). As regides da cavidade
oral onde a liberagcédo lenta de farmacos pode ocorrer sdo: mucosa palatina, jugal,
gengival e sublingual (Scholz et al., 2008).

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 liberacdo de farmacos por livre
difuséo ou sobre auto-degradacdo. Um grande numero de drogas pode ser utilizado

como: antibioticos, proteinas e farmacos de combate ao cancer (Sill, Recum, 2008).
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3 PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi sintetizar mantas nao tecidas de NFs de PEMA
com adicao do antifungico NYS, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana nas
resinas reembasadoras rigida e macia.

Obijetivos especificos:

a) Definir a concentracédo inibitéria minima (CIM) de NYS para inativacédo de
Candida albicans;

b) Avaliar a influéncia dos parametros da eletrofiacédo (voltagem e distancia),
no diametro das fibras do polimero PEMA /NYS obtidas;

c) Caracterizar a superficie da manta de PEMA e da blenda de NYS por meio
de testes fisico/quimicos;

d) Avaliar a influéncia das mantas de PEMA com NYS na inibicdo de

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

4.1 Ensaio da concentracéo inibitéria minima

Inicialmente foi realizada a analise da atividade antifungica da NYS por
estimativa da CIM para a inativacdo de Candida albicans utilizando o ensaio de
microtitulacdo em caldo de cultura. Para isto, foram dispensadas aliquotas de 200uL
de suspenséo de C. albicans padronizada a 10 células/MI, em espectofotébmetro, em
placas de cultura de 96 compartimentos. Essas células fungicas foram expostas a
diluicdo seriada de NYS (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL,
0,625 mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,15625 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,039 mg/mL, 0,019
mg/mL e 0,0097 mg/mL), diluida em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado
com glicose. Em seguida, essa placa de cultura foi armazenada em estufa por 48
horas a 37°C. Apos esse periodo a CIM foi definida como a menor concentragéo 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 concentracdo foram
destinados trés compartimentos da placa, além disso, o experimento foi realizado em
trés ocasides diferentes, com a finalidade de aumentar a confiabilidade dos dados
obtidos.

4.2 Producéao das solucdes poliméricas

4.2.1 Sintese da solucdo de PEMA

A solucdo de PEMA foi preparada dissolvendo-se 1,2 g de PEMA, em 2,7 mL

de (TCE) e em 2,7 mL de DMF. As propor¢cbes foram aferidas, o conjunto foi
posicionado no agitador magnético (IKA RH Basic, Staufen, Alemanha)

permanecendo em agitacao constante por 24 horas.
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4.2.2 Solugéo de PEMA com adig&o de NYS

Para a confeccéo da solucdo de PEMA com adicdo de NYS o primeiro passo
foi o preparo da solugdo de PEMA (como descrito em 4.1.1). Foram preparadas duas
solugbes de PEMA.

O segundo passo foi adicionar NYS as duas solu¢cdes com as concentracdes
encontradas no teste de MIC, sendo que :
- Solucdo 1: solucdo de PEMA com NYS mais concentrada ( valor a ser
definido pelo teste MIC);
- Solucédo 2: solugcdo de PEMA com NYS menos concentrada ( valor a ser
definido pelo teste MIC).

4.3 Sintese das Nanofibras : técnica da eletrofiacao

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

A eletrofiacdo possui algumas variaveis a fim de se otimizar o processo, como
a tensdo, a distancia da ponta da seringa ao anteparo e o fluxo da solucao. O processo
de sintetizacdo sera realizado no laboratério de Bioengenharia e Biomateriais do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos — UNESP, Figura 4

(sistema preparado para eletrofiacdo).



Figura 4 - Equipamento preparado para eletrofiacdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.1 Sintese das Nanofibras de PEMA
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Para esse estudo foram geradas 9 amostras de NFs de PEMA (NF/PEMA),

variando a tensdo em 10, 13 e 15KV, a distancia da ponta da agulha ao anteparo

alternou entre 10, 12 e 15 cm, o fluxo da solucao foi mantido em 0,05 mL/h (Quadro

1).

Quadro 1 — Representacdo das variagdes dos parametros das amostras de NFs de

PEMA testadas
Tensao (Kv)
10 13 15
] ) 10 Amostra 1 Amostra 4 Amostra 7
Distancia

cm) 12 Amostra 2 Amostra 5 Amostra 8

cm
15 Amostra 3 Amostra 6 Amostra 9
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4.3.2 Sintese das Nanofibras de PEMA com NYS

Foram geradas 24 amostras de NF de PEMA com NYS, ou seja, 12 mantas ndo
tecidas obtidas para cada solucdo produzida. A solucdo de PEMA acrescida de NYS
tornou- se mais viscosa e, devido a isso, foi necessario aumentar os valores de tensédo
para que a diferenca de potencial restante fosse maior que a tenséo superficial da
solucéo e essa fosse ejetada de encontro ao anteparo. As tensdes avaliadas foram:
13, 15, 18 e 20 KV. A distancia da ponta da agulha ao anteparo alternou em 10,12 e
15 cm. O fluxo da solucgédo foi mantido em 0,05 mL/h como esquematizado no quadro
2. As fibras foram coletadas por um mesmo periodo de tempo (15 minutos) com

objetivo de avaliar o volume das NFs produzidas.

Quadro 2 — Representacao das variacbes dos parametros das amostras de NFs de
PEMA com NYS testadas

Tensédo (Kv)
13 15 18 20
o 10 Amostra 1 Amostra 4 Amostra 7 | Amostra 10
Distancia
(cm) 12 Amostra 2 Amostra 5 Amostra 8 Amostra 11
cm
15 Amostra 3 Amostra 6 Amostra 9 Amostra 12

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

sintetizadas.
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4.4 Testes para caracterizagdo das NFs sintetizadas

Uma caracteriza¢do microestrutural desejavel das NFs envolve a determinacao
da estrutura cristalina, composicdo quimica, quantidade, tamanho, forma e distribuicédo

das fases.

4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras de NFs obtidas na etapa anterior foram analisadas em MEV. Neste
ensaio as amostras foram fixadas no suporte e recobertas por fina camada de ouro
(SC7620 Mini Sputer Coater/Glow Discharge System, Emitech, East Sussex,
RU)(Figura 5). Por meio deste teste foi analisada a orientagdo das fibras e sua
morfologia.

Figura 5 — Amostras cobertas por fina camada de ouro para andlise em MEV

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.2 Andlise do diametro médio das fibras

O diametro 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 33 micrografias onde realizou- se 10 mensuracdes de
didmetros em 10 diferentes regides, sendo 100 analises para cada imagem.

As médias das variaveis avaliadas foram comparadas pela Anélise de Variancia
(ANOVA) 1-fator, seguida pelo teste de Tukey (P<0,05).

Foram escolhidas 1 amostra de cada grupo para analises posteriores, a escolha
foi baseada em uma analise comparativa seguindo a ordem: auséncia de defeitos
(beads), menor diametro das fibras, menor coeficiente de variacdo, menor tensao
utilizada para a sintese das fibras e menor distancia utilizadas. Para as 9 amostras de
NFs de PEMA a amostra padrdo foi denominada NF/PEMA, para as 12 amostras de
NFs de PEMA com NYS advindos da solucéo 1 o padréo foi denominado NF/20 e para
a solucéo 2, NF/10.

4.4.3 Analise da molhabilidade utilizando a técnica do angulo de contato.

Para a andlise da molhabilidade foram preparadas amostras das fibras:
NF/PEMA, NF/20 e NF/10. Foram cortadas 3 amostras para cada tipo de fibra, em
formato regular (2 cm X 2 cm). O angulo de contato das superficies foi analisado por
meio de um Goniémetro Optico (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. 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 cada amostra a partir das

imagens obtidas.
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4.4.4 Andlise de difratometria de raios-X

Representa o fenbmeno de interacédo entre o feixe de raios- x incidente e os
elétrons dos atomos componentes de um material. Essa analise foi utilizada para
realizar a caracterizacdo microestrutural, estudar a estrutura cristalina e seu indice de
cristanilidade (relacdo entre as partes cristalinas e nao cristalinas do material).

As fases cristalinas foram identificadas por meio de um padrao 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 trés grupos em questdo (NF/PEMA, NF/10, NF/20) foram
analisadas. Foram preparadas no formato 3x3cm e posicionadas no aparelho de DRX
(Shimadzu XRD7000, radiagao CuKa, 286 = 20-800, 30 mA, 40 kV).

4.4.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A técnica FTIR é considerada uma analise padrdo, muito utilizada para
caracterizar a estrutura dos polimeros. E utilizada para verificar a presenca das
bandas de absorcdo dos grupos funcionais presentes nas amostras, esse espectro é
obtido pela pesagem da radiacdo que fornece os comprimentos de onda dos grupos
funcionais presentes.

A referida andlise foi realizada no IP&D da Univap utilizando o equipamento de
FT-IR (Spotlight 400 — Perkin-Elmer) no modo ATR na regido de 4000 — 500 cm -1, 32

varreduras e resolucao de 4 cm-1.

4.5 Confeccéo das amostras de resina reembasadora

ApOs a caracterizacdo das mantas de NFs, foram selecionadas as condi¢des

experimentais que proporcionaram a obtencao das mantas de NFs mais adequadas,
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sem defeitos e menor diametro, para serem aderidas aos corpos de prova de resinas
reembasadoras.

Em seguida, foram produzidos 48 discos com 6 mm de didmetro e 2 mm de
espessura a partir das resinas reembasadoras autopolimerizaveis Kooliner Hard (H)
e Soft Confort (S) . A composi¢cao quimica de cada resina reembasadora esta descrita

no Quadro 3.

Quadro 3 — Composicdo quimica das resinas acrilicas reembasadoras utilizadas

Resinas Composicao da Resina .
Reembasad - — Fabricante
eembasadoras P6 Liquido
Polietiimetacrilato Metacrilato de isobutilo GC America Inc.,
Kooliner Hard (PEMA) Alsip, lllinois, USA

Alcool desnaturado e

Polietiimetacrilato o
plastificante

Soft Confort (PEMA)

Dencril, Sdo Paulo,
Brasil.

Para a confeccdo das amostras o p6 da resina foi proporcionado em balanca
de preciséo utilizando frascos dappen. O volume de mondémero foi dispensado com o
auxilio de pipetas de vidro graduadas, utilizando-se pipetas diferentes para cada
material. ApOs a mistura, a resina foi inserida na placa de vidro, ja isolada, outra placa
de vidro foi interposta de modo a gerar a espessura de 2 mm. Apds a polimerizacao
as placas de vidro foram separadas e, com auxilio de um cilindro metélico cortante,
com 6 mm de didmetro os discos foram cortados.

Foram obtidas amostras para os grupos experimentais descritos abaixo:

- CH = Grupo Controle com 16 discos da resina reembasadora Kooliner Hard;
- CS = Grupo Controle com 16 discos da resina reembasadora Soft Confort;
- S+ NF/10 = 16 discos da resina reembasadora Soft Confort com a aplicagéo

da manta néo tecida de NFs de PEMA com NYS na concentragéo de 10 mg/ml;
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- S + NF/20 = 16 discos da resina reembasadora Soft Confort com a aplicacao
da manta nao tecida de NFs de PEMA com NYS na concentracao de 20 mg/mi;

- H+ NF/10 = 16 discos da resina reembasadora Kooliner Hard com a aplicagao
da manta néo tecida de NFs de PEMA com NYS na concentragéo de 10 mg/ml;

— H + NF/20 = 16 discos da resina reembasadora Kooliner Hard com a
aplicacdo da manta nao tecida de NFs de PEMA com NYS na concentracdo de 20

mg/ml.

Todos os corpos de prova foram enviados para a esterilizacdo em camara de
radiacdo gama de 20 kGy (cobalt 60) por 6 horas (Embrarad, Sdo Paulo, Brazil). Apés

a esterilizacdo dos corpos de prova foi realizado o ensaio microbiolégico.

4.6 Micro-organismo e condi¢fes de crescimento

Previamente a realizagcdo dos ensaios microbiologicos foi realizado o
crescimento da C. albicans. Desta forma, para o preparo do inéculo, o micro-
organismo C. albicans (American Type Culture Collection - ATCC 18804, Manassas,
EUA), mantido em freezer a menos 80°C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos/UNESP, foi semeado
sobre 0 meio de cultura agar Sabouraud Dextrose (SDA - Himedia Laboratories,
Mumbai, india) e incubado a 37 °C por 48 horas.

ApGs o periodo de incubacdo, 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 agitagcdo de 75 rpm (estufa orbital).
Decorrido o periodo de incubagdo os micro-organismos foram centrifugados a 2000
rom a 21°C por 10 minutos e lavados duas vezes com solucéo fisiolégica tampéao
fosfato estéril (PBS) (NaCl 100 mM, NaH2PO4 100 mM, pH 7,2) por meio de agitacao
e centrifugacdo. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi suspenso em 10
mL de solucdo fisiologica tampao fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido

novamente.
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A densidade 6ptica da suspensao foi determinada e padronizada utilizando-
se espectrofotdbmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com filtro de 530 nm a um
valor de 1x10° células/mL. A partir da padronizacéo das células fungicas foi realizado
0 ensaio microbiol6gico descrito abaixo:

4.6.1 Teste de difusdo em agar

Para verificacdo do efeito antimicrobiano ao longo do tempo trés amostras
referentes a cada periodo de armazenamento (24 h, 48 h, 7 dias, 15 dias, 30 dias e
60 dias) foram colocadas em contato com C. albicans para analisar a capacidade de
inibicdo de crescimento desse micro-organismo resultando em uma analise dos quatro
grupos.

Para a realizagado desse teste, uma aliquota de 100 yL da suspensao de C.
albicans ajustada a concentragdo de 1x10° células/mL foi transferida para a placa de
Petri e espalhada, com o auxilio de uma alga Drigalsky estéril, igualmente por toda a
superficie do meio de cultura para que haja crescimento uniforme do micro-organismo.
Em seguida, quatro amostras de resina, uma de cada grupo experimental, foram
inseridas com o auxilio de uma pinca estéril em regides equidistantes (Figura 6) e

previamente identificadas através de um gabarito colocado sob a placa.

Figura 6 - Esquema da disposicdo dos corpos-de-prova dos grupos experimentais na
placa

Grupo 1

O

Grupo 3

O

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em seguida, a placa de Petri foi fechada e incubada em uma estufa
bacterioldgica a temperatura de 37°C durante pelos periodos preconizados (Pereira
et al., 2010).

ApOs o periodo de incubacdo, com auxilio de um paquimetro digital
(graduacao de 0,01 mm) e uma fonte de luz refletida, foi realizada a mensuracédo dos
diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano ao redor das amostras de
resina, utilizando como valor para andlise a média de duas medidas perpendiculares

entre si. Este experimento foi realizado em triplicata e em trés diferentes ocasides.

4.7 Anédlise Estatistica

Para os dados obtidos pelos testes de DRX, MEV, MET e a FTIR, foram
realizadas analises descritivas, com célculos de média e desvio padréo.

Para as variaveis em analise, os dados foram submetidos a anélise estatistica
por meio de programas computacionais : MINITAB (Minitab, version 17.2.1, 2015) e
Origin (Mi-crocal origin®, 6.0, USA).

Os dados obtidos a partir dos testes microbiol6gicos foram submetidos,
primeiramente a andlise inferencial, ao teste de normalidade, utilizou- se o teste
paramétrico (ANOVA) e o teste de comparacdo multipla de Tukey (5%).0 nivel de

significancia escolhido foi o valor convencional de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio da Concentracao Inibitoria Minima

A concentracdo minima inibitéria da solucdo de NYS contra C. albicans foi
determinada avaliando-se a turvacdo do meio e comparando o crescimento de
colénias daqueles que nado turvaram com o0 grupo controle negativo. A solucao
apresentou atividade inibitoria em 11 das 12 concentra¢gfes avaliadas, somente a
solucao mais diluida (0,0097 mg/mL) ndo apresentou atividade inibitoria.

Foram escolhidas as concentracdes de 20 mg/mL(solucéo 1), por ser a mesma
concentracdo do antifungico comercial Micostatin, e a concentracdo de 10
mg/mL(solugcdo 2). Essas duas concentragbes foram utilizadas para preparar as
solucdes de PEMA com NYS para eletrofiacéo.

5.2 Testes para caracterizagdo das Nanofibras sintetizadas

5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

Por meio da analise em MEV foram obtidas 9 micrografias para as NFs de
PEMA (Figura 7) , 12 micrografias para as NFs obtidas a partir da solu¢do 1 (PEMA
com NYS), mais concentrada, representadas na Figura 8. A NFs obtidas a partir da
solucdo 2 (PEMA com NYS) também foram analisadas em MEV como demonstra a
Figura 9.



Figura 7- Micrografias de NFs de PEMA sintetizadas
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Figura 8- Micrografias de NFs sintetizadas a partir da solucdo 1

12 cm

Legenda: 1000x aumento.
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 9 - Micrografias de NFs sintetizadas a partir da solucéo 2

10 cm 12 cm 15 cm

Legenda: 1000x aumento.
Fonte: Elaborado pelo autor

40




5.2.2 Anélise do diametro médio das fibras

41

A estatistica dos valores médios dos diametros das fibras estdo apresentados

na Tabela 1, 2,3 e 4.

Tabela 1 — Medida de tendéncia central (Média), desvio padrdo (DP), coeficiente de
variacdo(CV) em porcentagem, dos valores de diametro médio de fibras (um), para as

NFs de PEMA.
Fibras Média DP Ccv
1 1,14 0,19 17
2 0,42 0,01 0,2
3 1,33 0,25 19
4 0,97 0,44 45
5 1,12 0,24 21
6 1,19 0,25 21
7 0,96 0,01 1
8 1,1 0,18 16
9 1,06 0,24 23

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 2 — Analise de comparacéao dos fatores de Tukey para as NF de PEMA.

Tensao Distancia N Mean Grouping
10 15 100 1,33 A
13 15 100 1,19 B
10 10 100 1,14 B C
13 12 100 1,12 B C
15 12 100 1,14 B C
15 15 100 1,06 CD
13 10 100 0,97 D E
15 10 100 0,96 E
10 12 100 0,42

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 10 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs de PEMA 1 a 5
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Figura 11 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs de PEMA 6 a 9
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3 — Medida de tendéncia central (Média), desvio padrdo (DP), coeficiente de
variacdo(CV) em porcentagem, dos valores de diametro médio de fibras (um), para
as NFs de PEMA com NYS obtidas a partir da solugdo 1

Fibras Média DP cv
1 4,7 1,19 25,32
2 3,44 2,56 74,38
3 3,28 1,62 49,46
4 1,32 0,10 7,62
5 1,66 0,69 41,50
6 1,87 0,69 37,10
7 1,15 0,31 27,28
8 4,13 2,23 54,12
9 1,68 0,67 39,73
10 2,77 2 54,68

11 2,50 1,13 45,16
12 1,79 0,62 34,65

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Andlise de comparacao dos fatores de Tukey para as NFs de PEMA com

NYS obtidas a partir da solucao 1

Tensao Distancia N Mean Grouping
15 15 100 2,77 A
18 15 100 2,50 A
15 12 100 1,87 B
13 15 100 1,68 B
13 12 100 1,66 B
18 12 100 1,15 C

Legenda: Apenas para os grupos que resultaram na formacgéo de NFs

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs de 1 a 4,

produzidas a partir da solucao 1
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Figura 13 - Histogramas de frequéncia dos didmetros (um) das NFs de 5 a 12,
produzidas a partir da solucao 1
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Tabela 5 — Medida de tendéncia central (Média) , desvio padréo (DP), coeficiente de
variacdo(CV) em %, dos valores de diametro médio de fibras (um), para a solucéo 2

Fibras Média DP cv
1 1,34 0,24 15,14
2 0,87 0,36 42,1
3 1,38 0,58 42,06
4 0,94 0,29 31,0
5 1,36 0,33 24,19
6 1,50 0,92 61,12
7 1,66 0,70 42,23
8 1,56 0,65 41,50
9 1,62 0,79 48,8
10 1,29 0,34 26,57
11 1,61 0,48 30,05
12 1,29 0,29 22,56

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 — Analise de comparacao dos fatores de Tukey para a solugao 2

Tensao Distancia N Mean Grouping
18 12 100 1,66 A
13 15 100 1,62 AB
18 15 100 1,61 AB
20 12 100 1,56 ABC
15 12 100 1,50 ABC
20 10 100 1,49 ABC
18 10 100 1,38 ABC
13 12 100 1,36 B C
13 10 100 1,34 BCD
20 15 100 1,3 CD
15 15 100 1,29 CD
15 10 100 0,87 D

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 14 - Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs de 1 a 6,

produzidas a partir da solucéao 2
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Figura 15- Histogramas de frequéncia dos diametros (um) das NFs de 7 a 12,

produzidas a partir da solugéo 2
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Dentre os 12 padrdes produzidos para cada solucao, foi selecionado um padréo

de cada para ser utilizado. Esta selecdo foi baseada em uma andlise comparativa

seguindo a ordem: auséncia de defeitos (beads), menor diametro das fibras, menor

coeficiente de variacdo, menor tensdo utilizada para sintese das fibras, menor

distancia utilizada.
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Para a solucdo de PEMA o padrdo escolhido foi o 2 (NF/PEMA) ja que
apresentou auséncia de beads, menor diametro (0,42 um) e o menor coeficiente de
variagdo. A tenséo utilizada foi de 10 Kv e a distancia de 12 cm da ponta da agulha ao
anteparo.

Para a solucéo 1, foi escolhida a Amostra 7 (NF/20) onde o menor diametro foi
encontrado — 1,14726 um, as NFs ndo apresentaram beads , foi o menor coeficiente
de variacao, apresentaram volumosas e uniformes demonstrando ser um parametro
promissor para o estudo em questdo. A tensao utilizada foi de 18 Kv e a distancia de
12 cm.

Para a solucéo 2, foi escolhida a amostra 2 (NF/10) onde o menor diametro foi
encontrado- 0,867 um, com a tenséo de 15 Kv e distancia da agulha ao anteparo de

10 cm. As NFs néo apresentaram (beads), foram volumosas e uniformes.
5.2.3 Analise da molhabilidade utilizando a técnica do angulo de contato.

Para a analise de molhabilidade foi utilizado o angulo de contato da agua

destilada, como demonstrado na figura 16.

Figura 16 — Imagens representativas do comportamento da agua destilada sobre as
mantas: NF/PEMA, NF/20 e NF/10, da esquerda para a direita

& O 6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 — Andlise de comparacao dos fatores de Tukey para as médias dos
angulos obtidos

Factor N Mean  Grouping

NF/20 10 118,58 A

NF/10 10 118,09 A
NF/PEMA 10 109,31 A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como observado na Tabela 7 ndo houve diferenga estatisticamente significante
para os grupos estudados. Os angulos variaram entre 109,31 a 118,58, logo todas as
mantas apresentaram valores maiores que 90° sendo consideradas

predominantemente hidrofébicas. (Kwok, Neumann, 1999)

5.2.4 Andlise de difratometria de raios-x

Os resultados da analise de DRX estéo representados nas figuras: 17, 18, 19

e 20.

Figura 17 — Gréfico representativo da analise de DRX para a NF/PEMA
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 17 demonstra que para a NF/PEMA ndo ha linhas de difracédo

acentuadas o que confirma a natureza néo cristalina do polimero.

Figura 18 — Grafico representativo da analise de DRX para a NF/20

—NF/20

2000 4
<
]
()
T
©
bl
@ 1000 4
o
E

0

UL L L L L L L L L L L L
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
20

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 — Gréfico representativo da analise de DRX para a NF/10
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20— Grafico representativo da analise de DRX para as Nanofibra analisadas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 20 compara as 3 fibras demonstrando que a NF/20, mais concentrada,

possui maior cristalinidade o que sugere a influéncia da NYS na andlise.

5.2.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os gréficos obtidos a partir das analises de FTIR estdo demonstrados nas

figuras 21, 22, 23 e 24.
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Figura 21 — Espectros de absorcédo no infravermelho para a NF/PEMA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 21 podemos observar bandas caracteristicas do PEMA : 2984, 1720,
1445e 1143 cm 1.

Figura 22 — Espectros de absorcédo no infravermelho para a NF/20
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Figura 23 — Espectros de absorcéo no infravermelho para a NF/10
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Figura 24 — Espectros de absorgéo no infravermelho para as Nanofibras analisadas
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Na figura 24 observa-se um pico da curva da NYS pura em 2919 cm™ e um
aumento de intensidade da curva do NF/20 nessa regido, que nao ocorre em
NF/PEMA.

5.3 Teste de difusdo em agar

No teste de inibicdo do crescimento por meio da difusdo em agar pode-se
verificar a ndo formacdo do halo inibicdo em nenhuma das amostras testadas
independentemente do tipo de resina ou concentracdes ou periodo analisado.
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6 DISCUSSAO

O estudo em questéo foi desenvolvido com o objetivo de preencher a lacuna
existente quanto a um método eficaz no tratamento de infec¢Bes orais causadas por
C. albicans, tendo em vista sua alta prevaléncia e incidéncia (Webb et al., 1998) onde
a frequéncia das administracdes fosse reduzida e a dependéncia do paciente fosse
menor.

Tendo isso em vista optou- se por desenvolver um sistema, compativel com o
material usado para o reembasamento de bases de proteses removiveis totais ou
parciais, que permitiria a liberacdo lenta do farmaco de escolha em mucosa oral,
utilizando para isso o processo de eletrofiacdo. Por meio desse processo faz- se
possivel a producdo de mantas nao tecidas de fibras em escala nhanométrica que
apresentam como vantagem sua grande area de superficie e maleabilidade (Huang et
al., 2003), além de ser um processo relativamente simples e eficiente na encapsulacao
de farmacos.

Nesse sentido, o presente estudo centrou- se na sintese, caracterizacdo e
atividade antimicrobiana de nanofibras de Polietiimetacrilato (PEMA) com Nistatina
(NYS). O PEMA apresenta uma boa resisténcia mecénica, alta transparéncia,
elasticidade e boa adesao (Reiter et al; 2009). O antifingico de escolha foi a Nistatina
gue pertence a classe de poliénicos de amplo espectro de acdo, amplamente indicada
para o tratamento de infec¢Bes causadas por C. albicans (Tavares et al.,2001).

O primeiro passo do foi encontrar a concentragdo inibitéria minima (CIM) da
NYS contra o microrganismo C.albicans, onde foi encontrada a concentragéao de 0,019
mg/mL. Optou-se por utilizar, nas solugdes que seriam eletrofiadas, as concentracbes
20 mg/mL e 10 mg/mL, para as solugdes 1 e 2 respectivamente aproximadamente
1000 e 500 vezes maior que a CIM. A concentragéo de 20 mg/mL foi escolhida por ser
a mesma do antifingico comercial Micostatin, além disso, foi escolhido um valor acima
do CIM pois, ndo ha base cientifica quanto a liberacdo de medicamento in situ para
nanofibras utilizando como base o PEMA com adicdo de NYS.

Sabe-se que o processo de eletrofiacdo depende de alguns parametros como:
fluxo da solugéo, a diferenca de potencial que gera o campo eletromagnético, a

distancia da ponta da agulha ao coletor e o diametro da agulha (Costa et al., 2012,
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Huang et al., 2003), além da umidade, temperatura, viscosidade. A variacdo desses
parametros acaba por influenciar de forma direta a morfologia das fibras obtidas.

Com o objetivo de se otimizar a producgédo das fibras alguns parametros foram
alternados. Optou-se por variar a distancia da ponta da agulha ao anteparo (10,12 e
15 cm) e da diferenca de potencial (inicialmente em 10,13 e 15 KV), mantendo fixos o
diametro da agulha em 0,7 mm? e o fluxo da solu¢cdo em 0,05 mL/h baseados em
estudo piloto.

A solucdo de PEMA puro foi preparada dissolvendo o polimero em
dimetilformamida e tetracloroetano seguindo a proporcdo de acordo com Bao et al.
(2012) porém em seu artigo o polimero utilizado foi o Polimetilmetacrilato. A solugéo
de PEMA ficou muito viscosa e néo foi possivel seguir para o processo de eletrofiacao,
entdo dissolucdes seriadas foram realizadas para que a solugao ficasse mais fluida.
Apos atingir a homogeneidade a solucao foi eletrofiada gerando 9 amostras.

Ao observar as micrografias em MEV (Figura 7) € possivel notar que todas as
amostras resultaram na formacgéo de fibras que se apresentaram uniformes e com a
auséncia de beads. O diametro das fibras variou ente 0,42 a 1,33 um (Tabela 1). A
amostra padrao escolhida foi a 2, com tensado aplicada de 10Kv e distancia da ponta
da agulha ao anteparo de 12 cm, pois apresentou o menor diametro com 0,42 um
(Tabela 2), mais volumosa e uniforme (Figura 7). Essa amostra foi escolhida para os
testes de caracterizacdo fisico- quimica (NF/PEMA), sendo produzida em maior
guantidade com auxilio do coletor rotatério (300 rpm) durante 10 horas, o que resultou
em mantas de nanofibras desalinhadas.

A solucao 1 foi preparada em duas etapas: a primeira foi a dissolugcdo do PEMA
e apoés alcancar a homogeneidade, apds 24 horas no agitador magnético, a NYS foi
adicionada até atingir a concentracdo de 20 mg/mL. Em seguida o processo de
eletrofiag&o foi iniciado. Devido a adicdo da NYS a solucéo se tornou mais viscosa e,
atribui-se a isto, o fato de nao ter sido possivel a eletrofiacdo com 10 KV, entédo optou-
se por aumentar os valores de tensao resultando em 12 amostras finais.

Como pode ser observado na Figura 8 algumas amostras resultaram em fibras
com irregulares e com descontinuidade (amostras 1, 2, 3, 4, 8, 10, 11 e 12). A Tabela
3 mostra que o diametro dessas fibras variou de 1,14 a 4,7 um. A amostra padrao,
escolhida para testes posteriores, foi a 7 (NF/20) com o menor diametro e variancia
(Tabela 4) com 18 Kv e 12 cm.
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A solucdo 2, com adicdo de NYS, também foi preparada em duas etapas,
porém a NYS foi adicionada na concentracdo de 10 mg/mL. Visualmente apresentou-
se menos viscosa que a solucdo 1 (menor quantidade de NYS) porém mais viscosa
gue a solucao de PEMA puro.

A eletrofiacdo ocorreu variando os mesmos parametros da solucdo 1,
totalizando quatro tensdes avaliadas (13, 15, 18 e 20 Kv) e trés distancias ( 10, 12 e
15) gerando 12 amostras. De acordo com a Figura 9, fibras foram produzidas em todas
as amostras, porém nas amostras 4 e 7 é possivel observar algumas
descontinuidades. O diametro médio das fibras variou entre 0,87 a 1,66 um conforme
Tabela 5. A amostra 2 foi escolhida como amostra padréo (NF/10) pois obteve 0 menor
diametro, 0,87 um, com a tensao de 15 Kv e 10 cm de distancia da ponta da agulha
ao coletor.

De acordo com a literatura, a viscosidade da solucao influencia de forma direta
no processo eletrofiacdo afetando o didametro médio das fibras produzidas. Uma
solugédo polimérica de alta viscosidade produzira fibras com maior didmetro. Outro
fator que exerce grande influencia no processo é a tensdo aplicada na ponta da
agulha, quanto maior seu valor, o jato de solugdo apresentara um maior volume e, por
consequéncia, um maior diametro final (Huang et al., 2003; Rutledge, Fridrikh, 2007,
Costa el al., 2012).

Isto justifica o aumento do valor dos diametros das fibras do presente estudo
gue foi proporcional ao aumento de viscosidade das solu¢des. Para a solucdo 1 (mais
viscosa) o padrao escolhido apresentou uma média de diametro de 1,14 um enquanto
a solucéo 2 foi de 0,87 e a de PEMA puro de 0,47. O mesmo ocorreu quanto a tenséo
ja que para a solucdo mais viscosa a tenséo ideal foi de 18 Kv enquanto que para as
outras foi de 15 Kv.

A andlise do angulo de contato é um importante parametro termodinamico do
material, consiste no angulo formado entre a fase solida e a tangente formada na
interface liquido/ar (Wulf et al, 1999). O angulo pode variar de acordo com a
caracteristica do material estudado, para 8 = 0 a superficie pode ser considerada
hidrofila, para angulos entre 0 e 90 é considerado predominantemente hidréfila, para
angulos entre 90 e 180 a superficie € predominantemente hidréfoba e, se for igual a
180, é totalmente hidréfoba (Kwok, Neumann, 1999). Esses valores variam de acordo

com o estado topografico do material estudado e do nivel de interagdo com o liquido
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utilizado no teste (Oh et al., 2002).

As amostras analisadas apresentaram o mesmo comportamento, nao tiveram
diferenca estatisticamente significante, sendo assim, todas foram consideradas
predominantemente hidrofébicas como demonstrado na Tabela 7. Essa analise
coincide com as caracteristicas do material base utilizado para sintese das fibras, o
PEMA, que € um polimero com caracteristicas hidrofobicas (Cerveira Netto, 1987). A
adicdo de NYS em duas das amostras estudadas acabou por n&o afetar essa
caracteristica ja que a maior parte da fibra é constituida de polimero.

O padréo da anélise de DRX para a NF/PEMA é demonstrado na Figura 17,
nao apresenta linhas de difracdo acentuadas e a area de espalhamento sugere a
presenca de natureza amorfa. Segundo Fares (2012) o PEMA ¢é caracterizado por
essa natureza amorfa, pois possui uma estrutura nado cristalina. Sakeer e
colaboradores (2010) relatam que a NYS possui carater cristalino. Na figura 20 pode-
se observar os trés padrdes gerados no DRX para as fibras em questéo, a curva da
NF/20 apresenta uma maior tendéncia a um carater cristalino sugerindo a presenca
da NYS.

A espectroscopia FTIR é importante na investigacdo da estrutura polimérica,
por que fornece informacdes sobre os constituintes moleculares. A Figura 21 mostra
os espectros FTIR para a NF/PEMA onde foi possivel identificar bandas de
transmitancia 2984, 1720, 1445 e 1143 cm™ que sédo caracteristicas do PEMA. De
acordo com Sundaresan e colaboradores (2014) a banda vibratéria 2984 ¢é atribuida a
ligacdo C-H do grupo metileno do PEMA, o alongamento C= O é observado na regido
de 1717 cm. A banda na regido de 2982 cm™ é atribuida a ligacdo C-H (Rajendran
et al., 2008).

As figuras 22 e 23 mostram os espectros de FTIR para as fibras NF/20 e NF/10
respectivamente, onde observa- se um deslocamento ao nivel de intensidade quando
comparadas a NF/PEMA o que sugere um predominio do polimero nas fibras
produzidas. Na figura 24 temos trés curvas plotadas: a da NF/PEMA, NF/20 e da NYS
pura. A NYS possui um pico em 2919 cm, que segundo Mandru e colaboradores
(2011), representa a vibracao do grupo CH2. Nessa regiao observa-se um aumento
na intensidade da curva da NF/20, que ndo é observado em NF/PEMA, sugerindo a
presenca de NYS em NF/20.

No teste de difusdo em agar ndo houve a formacédo do halo de inibicdo em



60

nenhuma amostra estudada. Acredita- se que isso tenha ocorrido devido a baixa
concentracdo de NYS presente na amostra, tendo em vista que o fluxo utilizado
durante o processo de eletrofiacédo foi de 0,05 mL/h. Para a confec¢cdo das amostras
foi necessario produzir uma manta ndo tecida para cada tipo de fibra estudada, a
producdo da manta durava cerca de 10 horas que resultou em 0,5 mL o que acabou
diminuindo a concentracdo em massa da NYS no corpo de prova em relacdo ao
PEMA. Um estudo piloto demonstrou que essa vazao produzia fibras sem defeitos e,
portanto, adequada para a producao do produto.

Propbe-se para estudos futuros a diminuicdo da concentracdo de PEMA na
solucéo para que seja possivel aumentar a concentracdo de NYS. Outra alternativa
seria utilizar polimeros biodegradaveis, como o Policaprolactano que é um poliéster
alifdtico que se destaca pois tem a caracteristica de se degradar lentamente e ndo
liberar residuos acidos ou toxicos (Woodruff, Hutmacher, 2010; Dash, Konkimalla,

2012), por essa razao, permite liberacéo controlada do farmaco.
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7 CONCLUSAO

Com base na proposta desse estudo pode- se concluir que:

- A concentracao inibitoria minima da NYS para inativacéo de C. albicans foi de
0,019 mg/mL;

- A diferenca de potencial e a distancia da ponta da agulha ao anteparo
afetaram de forma direta na morfologia das fibras assim como a viscosidade da
solugéo;

- As caracterizaces fisico- quimicas mostraram que as fibras apresentam um
carater hidrofobico, demonstraram a presenca do PEMA e sugeriram a presenca da
NYS;

- A atividade antimicrobiana mostrou que as fibras ndo inibiram o crescimento

de C. albicans.
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