UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS

Gloria Tamiris Farias da Silva Furtado

PARTICULAS DE QUITOSANA/FLUOR COMO POTENCIAL APLICACAO NA
ODONTOLOGIA PREVENTIVA

Campina Grande — PB
2018



Gloria Tamiris Farias da Silva Furtado

PARTICULAS DE QUITOSANA/FLUOR COMO POTENCIAL APLICACAO NA
ODONTOLOGIA PREVENTIVA

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduagao em Ciéncia e
Engenharia de Materiais como requisito
parcial a obtencéo do titulo de Doutor
em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Orientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook
Orientador (externo): Dr. José Renato Cavalcanti de Queiroz
Agéncia Financiadora: CAPES

Campina Grande — PB
2018



F992p

Furtado, Gloria Tamuris Farias da Silva.

Particulas de quitosana/flior como pcﬂencial aplicacdo na odontologia
preventiva [ Gloria Tamuris Farias da Silva Furtado. — Campma Grande,
2018.

66 £ : 1l. color.

Tese (Doutorado em Ciéncia e Engenharia de Matenais) - Universidade
Federal de Campina Grande, Centro de Ciéncias e Tecnologia, 2018,

"Onentacdo: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook, Prof Dr. José Renato
Cavalcanti de Quetroz".

Referéncias.

1. Quitosana. 2. Fluor. 3. Particulas de QuitosanaFluor. 4. Odontologia
Preventiva. I Fook, Marcus Vimicius Lia. II. Queiroz, José Renato
Cavalcanti de. IIT. Titulo.

CDU 351(043)

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELO BIBLIOTECARIO GUSTAVO DINIZ DO NASCIMENTO CRB - 15515




VITAE DO CANDIDATO

- Graduada em Engenharia de Materiais pela Universidade Federal de Campina
Grande (2012).

- Especialista em Engenharia de Seguranga do Trabalho pela Faculdade Mauricio
de Nassau (2016).

- Mestre em Ciéncia e Engenharia de Materiais pela Universidade Federal de
Campina Grande (2014).






Dedico este trabalho aos meus pais
Minervino e Marinalva, a minha irma
Jéssica, e ao meu esposo Thiago pelo
amor e apoio.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forca, coragem e capacidade para chegar até aqui,
superando todos os desafios encontrados.

A meus pais Minervino e Marinalva, pelo amor, paciéncia e apoio
incondicional em todas as etapas da minha vida.

A toda a minha familia, em especial a minha irma Jéssica e meu cunhado
Felipe, que contribuiram para o meu crescimento pessoal e profissional.

Ao meu amigo, companheiro e esposo, Thiago, por acreditar na minha
capacidade para superar os desafios profissionais e pessoais, sempre me
incentivando e me ajudando com muito amor e paciéncia.

Ao Professor Dr. Marcus Vinicius Lia Fook, pela orientagdo e
oportunidade dada, confianga a mim dirigida e por ter sempre acreditado na
minha capacidade para as realiza¢cdes dos desafios proposto por ele.

Ao Professor Dr. José Renato Cavalcanti de Queiroz, pela orientacéo e
troca de conhecimento durante toda essa caminhada.

Ao Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do
Nordeste (CERTBIO) pela oportunidade e estrutura concedida, que foram
essenciais para a execucao deste trabalho.

Ao Instituido de Ceramica e Vidro (CSIC) na pessoa do Dr. Miguel Angel
Rodriguez pela caracterizacao inicial, que foram essenciais para a execugao
deste trabalho.

Ao professor Dr. Hugo Miguel Lisboa Oliveira pela contribuicao cientifica e
académica, ideias propostas e companheirismo.

Ao Dr. Raul Garcia Carrodeguas e Dra. Rita de Cassia Alves Leal Cruz pela
contribuicao cientifica e académica.

Aos queridos amigos Isabel Rabello, Greyce Sampaio, Hugo Yves, Ivna
Daniele, Luciane, Hudson, Daniel, Silvia, Bruna, Ana Carolina, Anna Silvia e
Thiago pelo o apoio, incentivo, companheirismo, ajuda, contribuigdo, de cada um,
na realizacao deste trabalho.

A todos os colegas do CERTBIO em especial, Sr.Sergio, Antbnio,
Katilayne, Josilene, Dona Val, Dailma, Tania, Paulinha, Rita, Pedro Queiroz,
Milena, Imarally, Willams (Bau), Silvia, Daniel, Kladyson, Bruna, Kileilton,



Rossemberg, Josué, Gislaine, Vitor, Paloma, Livia, José Wilian, Francivandi,
Alecsandra e Francisco (Toninho) por todo o auxilio prestado durante o
desenvolvimento deste trabalho e por todos esses anos de convivéncia.

A coordenacdo do curso de Pés-Graduacdo, na pessoa do Professor Dr.
Romualdo Menezes.

Ao Ministério da Saude, pelos recursos destinados ao CERTBIO, que
possibilitaram a execugao deste trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —

CAPES, pelo suporte financeiro.



“Talvez néo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. Ndo sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.
(Marthin Luther King)



RESUMO

A carie € uma das principais causas de perda dentaria, e 0 principal contribuinte
para o desenvolvimento desta doenca é o consumo excessivo de agucares e a
presenca da placa bacteriana no dente. A problematica encontrada na area da
odontologia € a incidéncia de infeccbes microbianas orais somadas a resisténcia
dos agentes patogénicos ao farmaco/antibiético e dos agentes microbianos,
associado a efeitos secundarios. Neste contexto, a proposta deste trabalho foi
associar as propriedades da quitosana ao flior em escala nanométrica,
apontando uma perspectiva inovadora na odontologia preventiva. As particulas
estudadas foram preparadas pelo método de gelificagéo ionotrdpica, variando a
adicéao de Tripolifosfato de sédio (TPP) (4:1; 5,8:1; 7:1) mg/mg, e a velocidade de
rotacéo (5.000; 10.000; 15.000 e 20.000) RPM para determinar os parametros de
processamento. Uma vez definido os parametros de processamento, particulas de
quitosana, e Fluoreto de Sédio (NaF) (Quitosana/NaF/TPP) nas concentragbes de
0,05%, 0,2% e 2% foram obtidas. Estas foram caracterizadas por FTIR, DLS,
Potencial zeta, MEV, EDS, Citotoxicidade, Atividade antibacteriana e Estabilidade.
Os resultados obtidos mostram particulas de quitosana/TPP com tamanhos entre
641nm-252nm, e que com o aumento da razao Q:TPP e velocidade de rotacao
houve reducdo dos tamanhos de particula. Para as amostras quitosana/NaF/TPP
0 aumento da concentracdo de NaF resultou na reducédo do tamanho de particula.
Nao houve modificagdes na morfologia das particulas, exceto para amostra com
2% de NaF. As amostras apresentaram tamanho de particula estavel durando o
periodo estudado de 80 dias quando caracterizadas por DLS, porém, apos
caracterizacao por MEV, no periodo de 21 dias, todas as amostras apresentaram
coalescéncias das particulas. As amostras com NaF indicaram a inibicado do
crescimento bacteriano e as amostras com 0,05% e 0,2% de NaF nao séo
toxicas. Assim, as particulas quitosana/NaF/TPP obtidas foram satisfatérias,

sugerindo uma possivel aplicacdo na odontologia preventiva.

Palavras-chave: Quitosana. Fluor. Particulas.



ABSTRACT

Caries is one of the main causes of tooth loss, and the main contributor to the
development of this disease is the excessive consumption of sugars and the
presence of plaque in the tooth. The dentistry issue is about the incidence of oral
microbial infections associated to the resistance of pathogens to drug / antibiotic
and microbial agents, associated with side effects. In this context, the proposal of
this work was associated the properties of chitosan with fluorine at the nanoscale,
pointing out an innovative perspective in preventive dentistry. The particles studied
were prepared by the ionotropic gelation method, varying the addition of sodium
tripolyphosphate (TPP) (4: 1;5.8: 1; 7: 1) mg / mg, and the rotational speed (5000;
15,000 and 20,000 RPM) to determine the processing parameters. Once the
processing parameters were determined, chitosan particles and NaF (NaF / TPP)
at concentrations of 0.05%, 0.2% and 2% was obtained. The samples were
characterized by FTIR, DLS, Zeta Potential, MEV, EDS, Cytotoxicity, Antibacterial
Activity and Stability. The results obtained show chitosan / TPP particles with sizes
between 641nm-252nm, and with these increase on Q: TPP ratio and spin speed,
induced a reduction in particle sizes. For the chitosan / NaF / TPP samples the
increase in NaF concentration resulted in the reduction of particle size. There were
no changes in particle morphology, except for 2% NaF sample. The samples had
a stable particle size during the studied period of 80 days when characterized by
DLS, but after characterization by SEM, in the period of 21 days, all samples
showed coalescence of the particles. Samples with NaF indicated inhibition of
bacterial growth and samples with 0.05% and 0.2% NaF were non-toxic. Thus, the
obtained chitosan / NaF / TPP particles were satisfactory, suggesting a possible
application in preventive dentistry.

Keywords: Chitosan. Fluorine. Particles.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas que afetam a saude bucal da populagédo, a que mais se
destaca é a carie, devido ao consumo frequente de carboidratos fermentaveis, que
contribuem para o desenvolvimento de defeitos e erosées no esmalte dentario, além
da ma higienizagéo bucal, associados a fatores fisicos e bioldgicos, tais como o fluxo
e a composi¢ao da saliva, favorecendo o desenvolvimento dessa doenca (Moynihan
e Petersen, 2004; Keegan et al., 2012; Costa et al., 2013).

A carie dentaria € uma das principais causas da perda dentaria. Para que
ocorra o desenvolvimento desta doenca s&o necessarios dois componentes:
bactérias e agucares. Dentre as bactérias, o Streptococcus mutans, € o principal
contribuinte para o desenvolvimento de doencas bucais e tem papel fundamental no
inicio da formacéao do biofilme bacteriano associado a carie (Costa et al., 2013).

O desafio em que se encontra a odontologia é a necessidade de
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, ja que hd uma incidéncia de
infeccdes microbianas orais, somadas a resisténcia dos agentes patogénicos,
antibiéticos e agentes microbianos, além dos efeitos secundarios (Costa et al., 2013;
Samiei et al., 2016).

Nesse sentido, produtos naturais tém sido estudados, com o propdésito de se
obter esses novos agentes, eliminando efeitos secundarios e a possibilidade do uso
em longo prazo na cavidade oral. Um dos produtos naturais com potencial de
aplicagdo € o biopolimero quitosana, que é obtida de fontes renovaveis, aléem de
possuir propriedades tais como: atdxico, biocompativel, biodegradavel, analgésica,
coagulante, cicatrizante e possui atividade antimicrobiana (Keegan et al., 2012;
Sipoli et al., 2015).

Dentre as pesquisas realizadas, as nanoparticulas de quitosana tém se
destacado por apresentar propriedades antibacterianas, e isso pode ser atribuida ao
seu menor tamanho que confere maior area superficial e densidade de cargas (Qi et
al., 2004; Antoniou et al., 2015). O método mais utilizado para obtencdo dessas
particulas de quitosana é a gelificacdo ionotrépica, que consiste em submeter a
quitosana protonada, em contato com polianions multivalentes, a qual gelifica

rapidamente, devido a formacao das ligacdes cruzadas inter e intramolecular entre o
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grupo amino da quitosana com polianions multivalentes. O polianions multivalente
que tem sido vastamente usado € o tripolifosfato de sodio (TPP) (Gan et al., 2005;
Dash et al., 2011; Antoniou et al., 2015; Nguyen et al., 2017).

Para o método de gelificagdo ionotropica, ha diversos fatores que podem
influenciar na distribuicdo e tamanho da particula tais como: concentracdo das
solugdes, propor¢ao quitosana/TPP, pH , massa molar (Antoniou et al., 2015; Sipoli
et al., 2015) e condi¢cdes de mistura (agitacdo ou sonificacdo) (Tsai; Bai e Chen,
2008)

Diante dessas varidveis, diversos estudos tém sido realizados a fim de
investigar a influéncia de diferentes parametros relativos as particulas de quitosana/
TPP. Estudos recentes relataram que ao adicionar quantidades moderadas de sal é
possivel obter uma distribuicdo do tamanho de particulas mais estreitos (Huang e
Lapitsky, 2011; Jonassen; Kjoniksen e Hiorth, 2012a; Nguyen, et.al, 2017)

Huang e Lapitsky (2011) investigaram a influéncia da adicdo de NaCl na
obtencdo de microgel de quitosana/TPP, e puderam observar que a adicdo de
quantidades moderadas de NaCl provocou um aumento na estabilidade coloidal e
obtiveram uma distribuicdo do tamanho de particulas mais estreitas. Antoniiou e
colaboradores (2015), avaliaram a otimizagdo das nanoparticulas de quitosana pelo
método de gelificacao ionotrépica, e observaram que ao diluir a solugdo de NaCl na
composicao idnica, diminui o tamanho da particula em 25%, como também resulta
numa distribuicdo de tamanho de particula estreita.

Outro sal monovalente que pode ser utilizado e que tem sido pouco explorado
na obtencao dessas particulas é o fluoreto de sodio (NaF). O fluoreto de s6dio é um
agente anticarie, utilizado como uma estratégia para obter materiais dentarios com
propriedades antibiofilmes e capazes de liberar o flior. Os materiais que apresentam
essa atividade sdo: cimentos de ionémero de vidro, resina composta, pastas de
dentes, dentre outros (Wang; Shen e Haapasalo, 2014; Nguyen et al., 2017), e que
em altas concentragdes possui efeitos bactericidas (Moynihan e Petersen, 2004;
Conceicao et al., 2007; Keegan et al., 2012).

Diante do exposto, ao associar as propriedades da quitosana ao fluor em
escala nanométrica, apontam uma perspectiva inovadora na odontologia preventiva.
Neste contexto, este trabalho se propde a desenvolver particulas de quitosana com
diferentes razbes (quitosana/TPP) e caracteriza-las quanto a sua composicao
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quimica e tamanho de particula. A partir destas, estabelecer os parametros para
obtencéo das particulas de quitosana com diferentes concentragdes de fluoreto de
sédio (NaF) e avaliar sua composicao quimica, tamanho de particula, morfologia e

atividade antimicrobiana in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dente

Os dentes sao importantes para permitir uma alimentagao variada e insercao
social (Arnaud, Barros Neto e Diniz, 2010;Moynihan e Petersen, 2004), sendo
formados por uma estrutura rigida e de coloragdo branca. Do ponto de vista

anatémico, é dividido em raiz e coroa, conforme apresentado na Figura1l.

Esmalte

G Dentina

Polpa
Colo P

Gengiva
Osso

Raiz
Canal da raiz

Figura 1- Partes do dente(Tamaki; Ramos e PﬁeTxi'nho,'201 6)

A Raiz esta inserida no 0sso, e nela encontra-se a polpa (preenchida por
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e nervo) que é responsavel pela nutricdo do
dente, e sob ela a dentina, a qual & extremamente sensivel devido as terminagcdes
dos filetes nervosos que penetram no seu interior. A coroa € a parte visivel na
cavidade oral, em contato com a dentina e recobrindo toda a coroa tem-se o esmalte
dentario (Lippert; Parker e Jandt, 2004; Arnaud, 2008)

O esmalte dentario apresenta 95 % de minerais, 4 % de agua e 1% de
matriz organica, € uma estrutura rigida e porosa, organizado por prismas (3-6 um de
didmetro), que sao compostos de cristais de hidroxiapatita hexagonais
(Cat1o(PO4)s(OH)2), com uma largura média de 68,3 nm, e uma espessura média de
26,3 nm, os quais sao circundados por uma camada de agua firmemente ligada. A
presenga dessa pelicula de hidratagdo indica que o cristal do esmalte esta
eletricamente carregado. A superficie externa do esmalte é composta por uma

camada fina e homogénea na qual os cristais de hidroxiapatita estédo paralelos entre
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si. Esta camada é dita aprismatica e exibe uma dimensdo em torno de 100 pm
(Lippert; Parker e Jandt, 2004; Arnaud, 2008).

2.2 Carie

A perda total dos dentes (edentulismo) afeta diretamente a qualidade de vida
de criancas e adultos, pois esta reduz a capacidade mastigatéria, dificulta e limita o
consumo de diversos alimentos, afeta a fonagcao e causa danos estéticos que podem
originar alteragcbes psicoldgicas. Estes fatores sdo agravados em sociedades em
que o controle da dor e tratamento, ndo esta disponivel a populacao e esse fator tem
impulsionado estudos sobre novos métodos de prevencao (Arnaud, Barros Neto e
Diniz, 2010; Barbato et al., 2007;Moynihan e Petersen, 2004).

No Brasil, a populagdo busca os servigos de urgéncias odontoldgicas, em
sua grande maioria ocasionada por dores, resultando em perda dentaria, que na
maioria das vezes, poderiam ser evitadas (Barbato et al., 2007). Segundo os
resultados divulgados pelo Projeto SB Brasil (2010), de acordo com a classificagao
adotada pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS, a carie dentaria, usualmente
avaliada a partir do indice CPO (dentes cariados, perdido e obturado), o Brasil saiu
de uma condicdo de média prevaléncia de carie em 2003 (CPO entre 2,7 e 4,4),
para uma condi¢cdo de baixa prevaléncia em 2010 (CPO entre 1,2 e 2,6). Estas
reducdes estdo associadas aos programas de prevengdo e tratamento, apesar
desses esforgos a carie ainda é a principal responsavel pela perda dentaria (Brasil,
2011; Moynihan e Petersen, 2004 ;Barbato et al., 2007).

A carie é definida como uma doencga infecciosa que resulta em uma perda
localizada de miligramas de minerais dos dentes afetados, causada por acidos
organicos provenientes da fermentacdo microbiana dos carboidratos da dieta e na
auséncia de tratamento, progride até destruir totalmente a estrutura dentaria (Pereira
et al., 2003; Fejerskov e Kidd, 2005; Cerqueira, 2015). O tratamento usado para
essa doenca é a remogao do tecido cariado seguindo de uma restauracdo. Este
procedimento ndo cura a cérie ja que as causas continuam a agir, € a lesao podera
progredir em qualquer sitio dos dentes. A cura realmente sé ira ocorre se o paciente
souber lidar com os fatores etioldgicos, (Pereira et al., 2003) apresentados na Figura
2.
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Figura 2- Os fatores etiologicos determinantes (circulo interno) e modificadores(Cerqueira,
2015)

Os fatores etiolégicos determinantes que contribuem para o
desenvolvimento da carie, conforme ilustrado na Figura 2, sdo dietas ricas em
carboidratos (sacarose, frutose, glucose), perfil das bactérias para a formacao do
biofilme (placa bacteriana) sensibilidade/morfologia do dente, quantidade e
qualidade da saliva, e o tempo que os carboidratos estdo disponiveis para a
fermentacdo bacteriana (Moynihan e Petersen, 2004). Além dos fatores
mencionados, devem-se considerar os fatores etiolégicos modificadores que séo o
comportamento, escolaridade, renda, atitude e conhecimento, pois estudos
demonstram que as diferencas nos niveis de saude podem ser explicadas pelas
diferencas socioeconémicas (Cerqueira, 2015).

O consumo frequente de carboidratos fermentaveis e na presenca do
biofilme, favorece a desmineralizacdo dos tecidos duros dentais, este fenébmeno
ocorre quando acidos organicos derivados do metabolismo bacteriano, obtidos
através do metabolismo anaerdbio de carboidratos fermentaveis derivados da dieta,
reduz o pH dos fluidos adjacentes resultando no aumento da solubilidade da
hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). Ao atingir o pH critico 5.5, para o esmalte e a
dentina, os mesmos perdem ions de calcio e fosfato, conforme ilustrado na Figura
3 (a) (Pereira et al., 2003; Moynihan e Petersen, 2004 ,Keegan et al., 2012)
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Figura 3 -Esquema do desenvolvimento da cérie. (a) Diminuicdo do pH -desmineralizacao;
(b) Reestabelecimento do pH- remineralizagao (Pereira et al., 2003)

A saliva é uma das defesas naturais presente na boca, pois contém calcio e
fosfato supersaturados com pH 7. Ao atingir o pH critico (5.5) a saliva tentara realizar
a neutralizacado através da reposicdo dos minerais perdidos pelo dente ocorrendo a
remineralizacao, ilustrada na Figura 3 (b). Em individuos saudaveis, os acidos sao
neutralizados de forma rapida pela acao da saliva, e uma possivel desmineralizacéo
€ neutralizada e reparada (remineralizada). Este processo é continuo e natural,
desde que ndo haja perda mineral durante um periodo prolongado. No entanto, em
periodos prolongados, desvia o equilibrio, favorecendo as bactérias acidofilicas e
acidogénicas, tais como, Streptococcus mutans e a desmineralizacdo, o que leva a
uma lesédo cariosa (Moynihan e Petersen, 2004; Keegan et al., 2012). Essa lesao
pode ser classificada em quarto tipos e estao exemplificadas na Figura 4 (Conceicao
et al., 2007):

(@) Lesdo de carie ativa: apresenta-se clinicamente opaca, rugosa,
encontrada preferencialmente em locais de maior dificuldade de
limpeza, podendo estar associada a gengivite.

(b) Lesdo de carie inativa (mancha branca): pode apresentar-se
pigmentada ou com coloragdo clara, superficie de esmalte
brilhante, lisa ou polida.
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(c) Lesao da carie ativa com cavitacao: coloracao clara, fundo amolecido e
apresentando mancha branca ativa nos bordos.

(d) Lesao da carie inativa com cavitagdo: coloracdo escurecida, fundo
endurecido a sondagem, margens definidas e sem o halo de

mancha branca ativa nas bordas da cavidade.

Lesao da carie ativa com cavitagao Lesdo da carie inativa com cavitagao

Figura 4- Tipos de lesdo da carie dentaria. Adaptacao (Conceigéo et. al, 2007; Google,
2018)

O principal contribuinte para o desenvolvimento de doencas bucais é
Streptococcus mutans, pois apesar de nao ser o colonizador primario, tem papel
fundamental no inicio da formagdo do biofilme associado a cérie. Além disso,
Streptococcus mutans possui a capacidade de produzir exopolissacarideos (EPS) da
sacarose dietética, que atuam como pontos de fixagcdo para outras bactérias como,
Lactobacillus acidophilus e Actinobacillus aggregatibacter (Costa et al., 2013).
Assim, a problematica encontrada na area da odontologia € incidéncia de infec¢des
microbianas orais associadas a resisténcia dos micrébios patogénicos, a droga e
dos agentes microbianos, logo, hd uma procura para desenvolver novos produtos
para combaté-las (Samiei et al., 2016).

InUmeras substancias foram testadas a fim de obter o controle do biofilme
oral, incluindo 6leos essenciais, fluoreto de amina e triclosan. O agente clorexidina é
o antibiofilme mais eficaz, entretanto, tem apresentado alguns efeitos secundarios

como reducdo do paladar e pigmentacdo dos tecidos orais, 0 que limita sua
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aplicagdo necessitando do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
Portanto, produtos naturais tém sido estudados para este fim, devido a auséncia de
efeitos secundarios e a possibilidade do uso em longo prazo na cavidade oral (Costa
et al., 2013). Um dos produtos naturais que tem sido pesquisado € a quitosana, a fim
de atuar como agente antimicrobiano e inibidor da desmineralizagdo do esmalte
dentario (Keegan et al, 2012).

2.3 Quitosana

A quitosana € um biopolimero, extraido da casca do camaréo, do caranguejo
e da parede celular de leveduras, o seu uso é considerado uma estratégia
promissora, por ser obtido de fontes renovaveis, além de possuir propriedades que
permitem sua aplicacdo nas areas farmacéuticas e médicas, como: nao téxico,
biocompativel, biodegradavel, exibir comportamento biolégico favoravel, tais como
bioadesado, permeabilidade, mucoadesividade e a caracteristica fisico-quimica
interessante, onde a quitosana possui grupos funcionais potencialmente reativos
como grupamentos amina (-NHz). Além das propriedades apresentadas, possui
atividade antimicrobiana, analgésica, coagulante e cicatrizante (Dash et al., 2011;
Sipoli et al., 2015).

A quitosana é um polimero semicristalino, formado a partir de unidades de 2-
desoxi-N-acetil-D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina ligadas por meio de
ligagbes glicosidica B (1 — 4) Figura 5 (a), o qual € obtido a partir da hidrélise
alcalina da quitina. O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana comercial geralmente
é entre 70% e 95%, € 0 massa molecular entre 10 e 1000 kDa. Este polimero
quando € submetido a um meio acido o grupo amino da glucosamina fica carregada
positivamente havendo a solubilizagdo da mesma (Figura 5 (b)) o que possibilita o
seu uso de diversas formas, como exemplos, implantes, esponjas, filmes, granulos,
xerogeéis, micro e nanoparticulas, (Antoniou et al., 2015; Sipoli et al., 2015) bem
como, confere capacidade bioadesiva para superficies carregadas negativamente (o
esmalte dos dentes, tecido mole, membrana celular) (Arnaud; Barros Neto e Diniz,
2010), a atividade antibacteriana (Chang et al., 2015) e inibidor da desmineralizagao
do esmalte onde o efeito protetor foi atribuido a ligacdo e formagcao de uma camada
barreira no dente (Keegan et al., 2012).
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Figura 5-(a) Estrutura da quitosana; (b) grupo amino sendo protonado (Dash et al., 2011)

Estudo realizado por Qi e colaboradores (2004), sugere que a interacao da
quitosana com as bactérias ocorre de duas formas: (1) a quitosana interage com
grupos anibénicos na superficie da bactéria e forma complexos de polieletrélito com a
superficie da bactéria, formando assim uma camada sobre a célula impedindo o
transporte de solutos essenciais para a célula. Outro mecanismo sugerido, (2) a
quitosana poderia atuar como um agente quelante, capturando 0s nutrientes
essenciais, de modo que inibiria o crescimento da bactéria (Qi et al., 2004).

A quitosana por apresentar baixa solubilidade em pH’s acima de 6,5 sua
atividade antibacteriana se da em pH &cido. A atividade bactericida é afetada por
alguns fatores tais como, grau de desacetilagdo, massa molar, solvente,
concentragcado das solucdes, temperatura e pH (com elevada atividade para menores
valores de pH) (Chang et al., 2015; Qi et al.,, 2004). A quitosana apresenta um
melhor desempenho antibacteriano para as bactérias Gram negativas do que para
as Gram positivas (Qi et al., 2004).

Costa e colaboradores (2013) avaliaram o uso da quitosana de alta e baixa
massa molar como potenciais agentes antimicrobianos orais, particularmente como
agentes para o biofilme de Streptococcus mutans. Os resultados indicaram que a
quitosana foi capaz de interferir na formacao do biofilme primario, e essa acgao foi
observada por uma semana e nao houve decréscimo na eficiéncia. A quitosana
conseguiu inibir a formacéo de biofilmes compostos por diferentes microrganismos
(S. mutans e L. acidophilus; S. mutans e A. actinomycetemcomitans) e atuou sobre o
biofilme maduro apresentando uma reducédo de 94% da sobrevivéncia do biofilme.
Dentre as massas molares estudadas, a quitosana de alto massa molar apresentou
maior eficiéncia. Portanto, o estudo realizado evidencia o uso da quitosana como
uma alternativa para aplicagao antimicrobiana em saude bucal (Costa et al., 2013).

Estudos realizados por Chang e colaboradores (2015) observaram o efeito
das massas molares (300, 156, 72,1, 29,2, 7,1, e 3,3 kDa) e do pH na atividade
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antibacteriana (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) da quitosana preparadas
por degradacado de celulase de quitosana (300 kDa) e técnicas de ultrafiltracdo. Os
resultados obtidos indicaram que a atividade antibacteriana aumenta para a
quitosana de elevada massa molar e pH acido, independente da temperatura e do
tipo de bactéria. A atividade antibacteriana da quitosana aumenta a medida que o
valor do pH diminui, pois a presenca de mais NHs* favorece a ligagdo com células
bacterianas, causando desestabilizacdo estrutural da bactéria (Chang et al., 2015)

Além do feito antibacteriano da quitosana, estudos realizados por Arnaud e
colaboradores (2010), no qual utilizaram diferentes amostras de dentes humanos
expostos a desmineralizagdo, mostraram que os resultados obtidos para a
microdureza Vickers foram maiores para as amostras tratadas com a quitosana para
as concentracdes de 2,5 mg / ml e 5,0 mg / ml, com melhor tempo de acao entre 60
s € 90 s. A inibicdo maxima da perda mineral foi de 81%. Também foi observado
que a quitosana apresentou baixo efeito sobre a remineralizacéo, entretanto houve a
penetragdo da quitosana até a jungcédo esmalte-dentina agindo como barreira contra a
penetracdo do acido, portando a quitosana pode inibir a desmineralizacdo do
esmalte dentario (Arnaud; Barros Neto e Diniz, 2010).

Uma nova area que tem sido estudada para o desenvolvimento de agentes
antibacteriano é a nanotecnologia, pois com a diminuicdo das dimensdes ao nivel
atdbmico conduz a aumento significativo na area superficial consequentemente
potencializa a interagéo dessas particulas com o patégeno (Samiei et al., 2016).

A nanotecnologia se refere a uma ampla gama de tecnologias que mensura,
manipula ou incorpora, materiais ou elementos, ou ambos, com pelo menos uma
dimensao entre aproximadamente 1 e 100 nm. As aplicacbes exploram as
propriedades distintas dos sistemas massa/macroscépica, de componentes em
nanoescala” (ASTM E2456-06-2012, 2012). A diminuigdo do tamanho dos materiais
em escala nano, sdo chamados de nanomateriais, resultam no aumento da area
superficie e na rugosidade da superficie, podendo gerar propriedades fisico-quimica
superiores, ou seja, propriedades mecanicas, eléctricas, épticas, magnéticas, entre
outros. Portanto, como os nanomateriais tém apresentado excelentes propriedades
tém sido extensivamente investigados em aplicacdes biomédicas (Zhang e Webster,
2009). Um dos nanomateriais que se tem destacado comercialmente conforme
apresentado na Tabela 1, sdo as nanoparticulas, logo sdo conceituadas como uma
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sub-classificagéo das particulas ultrafinas (tamanho menores que 2,5 um e maiores
do que 0,1 um) com comprimentos de duas ou trés dimensdes maiores do que
0.001 pm (1 nm) e menor que 0,1 um (100 nm) e que podem ou ndo apresentar uma
dimensao relacionada propriedade intensiva (ASTM E2456-06-2012, 2012).

Tabela 1 -Exemplos de biomateriais disponiveis comercialmente

Biomateriais
Produto Material Aplicacao Empresa
Ceram X duo Nanoparticulas gf]itﬁi:;a;r?ti Dentspley
compdsitas dentar (Weybridge, UK)
entario
Proteses dentérias ~ Heraeus Kulzer
Mondial contendo Redstau,rqgao (Hanau,
. entaria
nanoparticulas Germay)
Ostim Nano-hidroxiapatita Reparagao de (Ogesﬁmrgijr
P defeitos ésseos 9,
Germany)
] : . Nucryst
Acticoat Nanoparticulas de Curatlvq anti- (Wakefield, MA,
prata microbiano USA)
Tetric EvoCeram Nanopa,r tic ulas Restau,r agao Ivoclar Vivadent
compositas dentaria

Fonte: Guterres e Pohlmann, 2013

2.4 Técnicas de fabricacao de particulas

Nos ultimos anos, as técnicas de microfluido tém sido usadas para a
fabricacdo de micro e nanoparticulas poliméricas, especialmente utilizando
quitosana. Os métodos usados sao trés tipos: coacervagdo, micela reversa e
gelificacdo ionotrépica, as etapas desses métodos estdo apresentados na Figura 6
(Sipoli, 2015).
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Figura 6 - Métodos para obtencao de particulas de quitosana. Adaptacéao (Dash et al., 2011).

O método coacervacao (Figura 6), utiliza uma solucéo de quitosana, que é
soprada por um orificio através de ar comprimido em uma solugao alcalina com
hidréxido de sédio ou NaOH-metanol, para formar as goticulas coacervadas. A
separacdo e purificacdo das particulas sao realizadas por filtragao/centrifugacéo,
seguidas por lavagens sucessivas com agua quente e fria (Dash et al., 2011).

Para obter as particulas pelo método de micela reversa, o agente tensoativo
é dissolvido em um solvente orgéanico, em seguida € adicionado na solugdo de
quitosana sob agitacdo constante. A solucao transparente € obtida, um agente de
reticulacdo é adicionado e estes permanecem sob agitacao constante, até obter uma
solugdo translucida (Figura 6) (Dash et al., 2011).
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O método de gelificagdo ionotrépica (Figura 6), consiste em submeter a
quitosana protonada, em contato com polidnions multivalentes como CaClz, ZnClz e
Tripolifosfato de sédio (TPP), a qual gelifica rapidamente, devido a formacao das
ligacbes cruzadas inter e intramolecular entre o grupo amino da quitosana com
polidnions multivalentes, esse processo ocorre sob agitagdo de alta rotagédo
formando as nanoparticulas (Gan et al., 2005; Dash et al., 2011; Antoniou et al.,
2015; Nguyen et al., 2017).

2.5 Gelificacao ionotropica

O método de gelificacdo ionotrépica é bastante utilizado, pois diminui a
toxicidade dos reagentes e outros efeitos indesejaveis, ja que a reticulacdo € por
interacdo eletrostatica que € reversivel. O polianion multivalente que tem sido
vastamente usado € o tripolifosfato de sodio (TPP) por ndo ser téxico, apresentar
rapida capacidade de gelificacdo (Figura 7) (Gan et al., 2005; Dash et al., 2011;
Antoniou et al., 2015) e por ser reconhecido pela U.S. Food and Drug Administration
como um aditivo alimentar aceitavel (Lin et al., 2008; Jonassen; Kjgniksen e Hiorth,
2012a)

I i
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& auil.
& ¥ 4 + - *H,N NH
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Quitosana protonada TPP H,N

Nanoparticula ——\_,\IJH)\_’

Figura 7-Obtencdo de particulas de quitosana. Adaptagcdo (Croisier e Jérébme, 2013;
Antoniou et al., 2015).

Para o método de gelificacdo ionotrdpica, ha diversos fatores que podem
influenciar na distribuicdo e tamanho da particula, pois quando a quitosana esta
solubilizada ha repulsdo eletrostatica entre as cargas ao longo das cadeias de
quitosana, que afeta a flexibilidade local de modo que a cadeia tendera a adotar uma
conformacao estendida, conforme apresentado na Figura 7, quando as moléculas de
quitosana protonada entram em contato com o TPP, e sdo homogeneizados,

formam gel. Portanto, o estado inicial da quitosana na solu¢ao de acido acético tem
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um grande efeito sobre as propriedades fisicas do produto final, considerando que a
suspensao quitosana/TPP é um sistema metaestavel, a mudancga da forga ibnica e o
valor do pH altera drasticamente o comportamento de agregacao das moléculas de
quitosana (Bao; Li e Zhang, 2008).

Ha inumeros fatores que influenciam nesse sistema tais como: concentragéo
das solugbes, proporcdo quitosana /TPP, pH, massa molar e condigdes de mistura
(agitacdo ou sonificacao) ( Gan et al., 2005; Antoniou et al., 2015). Perante essas
variaveis, diversos estudos tém sido realizados a fim de investigar a influéncia de
diferentes parametros relativos as nanoparticulas de quitosana/ TPP empregados
em escala de laboratério, incluindo votex e mistura manual, utilizando baixas
concentragdes de solugédo de quitosana (0,5mg/ml a 2mg/ml) (Sipoli et al., 2015).

Gan e colaboradores (Gan et al.,, 2005) descobriram que uma solucédo de
concentracdo mais elevada de quitosana poderia levar a formacéo de particulas de
tamanho maior. As variagdes de massa molar da quitosana, a concentracdo de
quitosana, a propor¢ao quitosana para TPP, e pH pode afetar as propriedades fisico-
quimicas tais como, tamanho das particulas, a intensidade da carga de superficie, e
a tendéncia de agregacdo da particula. Assim, a fabricacdo rapida das
nanoparticulas quitosana pode ser atingida com propriedades pré-determinadas
(Gan et al., 2005; Bao; Li e Zhang, 2008).

Outro estudo realizado por Sipoli e colaboradores (2015), investigaram a
producao de nanoparticulas quitosana/ TPP utilizando uma concentracao elevada (5
mg/mL) de quitosana com trés valores de pH diferentes (4, 5 e 5,5) em um processo
escalavel utilizando um reator. O menor tamanho de particula obtido foi com o pH 4,
entretanto, o indice de polidispersao foi mais elevado, ja para o pH 5,5 apresentou
comportamento oposto. As nanoparticulas de quitosana/TPP também foram
estudadas com relagédo a estabilidade fisico-quimica em duas situagdes extremas: o
aumento do pH para 7 e a adicdo de tampao PBS (pH 7,4) nas nanoparticulas. As
nanoparticulas em ambos os pH’s submetidas a agua (pH 7,0) apresentaram
aumento no tamanho de particula e indice de Polidispersdo (IP). Para as
nanoparticulas produzidas em pH baixo (4 e 5) para as condi¢des fisiologicas (PBS,
pH 7,4) sdo estaveis por mais tempo em comparag¢ao com as produzidas em pH 5,5.
Em ambos os casos, o tempo e as condi¢gdes de tampao submetidas (pH 7,0 e 7,4)
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sao parametros importantes para as propriedades das nanoparticulas (Sipoli et al.,
2015)

Estudo realizado por Huang e Lapitsky (2012) investigaram a influéncia da
adicdo de NaCl na obtencdo de microgel de quitosana/TPP. Ao adicionar
quantidades moderadas de NaCl aumenta a estabilidade coloidal e obtiveram uma
distribuicdo do tamanho de particulas mais estreitas.

Antoniou e colaboradores (2015), estudaram a otimizagdo das
nanoparticulas de quitosana pelo método de gelificacdo ionotrépica. O
comportamento da particula, em fungdo do tamanho, indice de Polidisperséo (IP) e
carga superficial foram analisados alterando os paréametros chaves, como: massa
molar (PM) da quitosana, concentragcdo da solugdo de quitosana, proporcdo em
massa quitosana/TPP, e condicbes externas, como: pH e salinidade (NaCl) nos
processos iniciais da solucdo de quitosana. Para obter as nanoparticulas, foram
aplicados os processos de centrifugagéo e ultra-sonicagdo, com o objetivo de isolar
aglomerados de nanoparticulas e particulas grandes. Foram obtidas particulas com
tamanhos inferiores a 120 nm as quais foram produzidas em diferentes propor¢des
em massa quitosana/TPP, dependendo da concentracdo da solucdo de quitosana.
Ao diluir a solugdo de NaCl na composicao idnica, observou uma diminuicdo no
tamanho da particula em 25% e também resultou numa distribuicdo de tamanho de
particula estreita. O tamanho e a dispersado (IP) das nanoparticulas de quitosana
foram afetados pela massa molar da quitosana; concentracdo, propor¢cado em massa
da quitosana/TPP, pH e salinidade (NaCl) da solugdo inicial de quitosana.
Controlando estes parametros, resulta no controle do tamanho e IP, oferecendo uma
oportunidade para manipular e otimizar as nanoparticulas. O uso da centrifugacao e
ultra-sonicacao foi capaz de reduzir significativamente o tamanho de particula por
romper as agregagdes, embora a ultra-sonicacao causou fragmentagéo severa na
estrutura (Antoniou et al., 2015).

Dentre as pesquisas realizadas, as nanoparticulas de quitosana tem se
destacado por apresentar propriedades antibacteriana, e isso pode ser atribuida ao
seu menor tamanho que confere a maior area superficial e densidade de cargas (Qi
et al., 2004; Antoniou et al., 2015).

Devido a biodegradabilidade, baixa toxicidade e biocompatibilidade as
nanoparticulas de quitosana tem sido frequentemente desenvolvida como sistema
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de entrega de compostos bioativos, tais como medicamentos, proteinas, flavonoides,
Oleos essenciais, e genes. Segundo alguns estudos que foram realizados para
examinar a eficiéncia de encapsulacao, perfil de liberacado e atividade microbiana
(Antoniou et al., 2015).

2.6 Nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana apresentam maior atividade antibacteriana
do que a quitosana em suas diferentes formas de aplicagdo, devido ao carater
espacial das nanoparticulas (maior area superficial e densidade de carga), aliada a
sua caracteristica policatibnica, que sao atraidas pela a superficie celular da bactéria
que é carregada negativamente. As nanoparticulas por apresentar menor tamanho
podem ser adsorvidas sobre a superficie da célula da bactéria de modo a romper a
membrana, conduzindo a fuga de componentes intracelulares matando a bactéria
(Qi et al., 2004).

Estudos realizados por Qi e colaboradores (2004), desenvolveram
nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas de quitosana carregadas com cobre
pelo método de gelificagcdo ionotropica utilizando o TPP, a fim de avaliar a atividade
antibacteriana. Para o estudo eles utilizaram as nanoparticulas desenvolvidas,
solucdo de quitosana (0,5% m/v) e doxiciclina, com as seguintes bactérias: E. coli, S.
choleraesuis, S. typhimurium, e S. aureus. As nanoparticulas de quitosana
apresentaram diametros menores que 40nm, e potencial zeta 51mV, j4 as
carregadas com cobre apresentaram didmetros médio 257nm e potencial zeta
96mV. De acordo com os dados obtidos, as nanoparticulas de quitosana e as
nanoparticulas de quitosana carregadas com cobre apresentaram uma atividade
antibacteriana mais elevada que a soluc¢ao de quitosana e doxiciclina. Para algumas
bactérias como S. choleraesuis, S. typhimurium e S. aureus as nanoparticulas de
quitosana apresentaram uma atividade antibacteriana maior (Qi et al., 2004).

Estudos realizados por Du e colaboradores (2009), avaliaram nanoparticulas
de quitosana obtidas pelo método de gelificacao inotrépica e os ions metalicos, Ag*,
Cu 2+, Zn?* | Mn 2*, Fe 2+ foram incorporados em nanosuspensdes respectivamente,
e foram analisados o potencial zeta, tamanho de particula e atividade antibactericida
in vitro por concentragao inibitéria minima (MIC) e concentragao bactericida minima
(MBC) contra Escherichia coli 25922, Salmonella choleraesuis ATCC 50020 e
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Staphylococcus aureus 25923. Os resultados obtidos indicaram que a atividade
antibacteriana da quitosana aumentou com a presenca dos ions metalicos com
destaque para a prata com MIC de 3 e 6 pug / ml contra E. coli e S. aureus,
respectivamente. Também foi possivel observar que a atividade antibacteriana foi
diretamente proporcional ao potencial zeta e que as bactérias Gram-negativas foram
mais sensiveis a presenga das nanoparticulas do que as Gram-positivas, pois a
carga negativa na superficie da bactéria Gram-negativa favorece a interagdo das
bactérias com as nanopatrticulas.

Outros estudos utilizando nanoparticulas de quitosana como carreadores de
drogas antibactericida, como a clorexidina, tem sido investigado por Barreras e
colaboradores (2016), onde utilizaram diferentes combinagdes de nanoparticulas de
quitosana contendo clorexidina e testaram-nas com Enterococcus faecalis em
Culturas BHI-agar e membranas de colageno infectadas. Os resultados obtidos
indicam que as nanoparticulas de quitosana com a clorexidina agem, inibindo e
eliminando significativamente as unidades formadoras de colénias em ambas as
situacdes (Culturas BHI-agar e membranas de colageno infectadas) (Barreras et al.,
2016).

Uma substancia que tem sido bastante estudada como agéo antibacteriana e

também é usada como tratamento e agente preventivo da cérie, é o fluor.

2.7 Fluor

Suplementos de flior tém sido recomendados para a prevencao de caries
por mais de trés décadas. A presenca do fluor na agua de abastecimentos publicos
e produtos orais como comprimidos, gotas com fluor, pastas de dentes, aplicagéo
topica por profissionais, tem exercido um efeito significativo na incidéncia da cérie
(Moynihan e Petersen, 2004; Ismail e Hasson, 2008). A incorporagdo de ions
antimicrobiano em diferentes composi¢cdes é uma estratégia usada para obter
materiais dentarios com propriedades antibiofiimes. O flor é um agente anticarie,
possui efeito positivo em relagdo ao desenvolvimento de lesdes cariosas e pode ser
liberado a partir de cimentos de ionédmero de vidro, resina composta, pastas de
dentes, dentre outras fontes (Wanga; Shen e Haapasalo, 2013).

Em mais de 800 ensaios clinicos tem mostrado que o flior € o agente
preventivo mais eficaz contra a carie (Moynihan e Petersen, 2004). O uso diario de
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suplementos com fluor impede a carie dentaria, e ha reducdo de 47,2 % da carie
dentaria em dentes deciduos de criangas nos trés primeiros anos de vida (Ismail e
Hasson, 2008). Comparando os niveis de fluor na saliva dos individuos usando
dentifricios fluoretados (como exemplo, creme dental) é tipicamente o dobro de
individuos usando dentifricios sem fluor (Keegan et al., 2012).

O fluor ird atuar como um elemento cariostético, interferindo no equilibrio
dindmico da interface entre a superficie mineral e os fluidos orais, reduzindo a
tensdo superficial da superficie dentaria e consequentemente a adesdao de
microrganismos ao dente. Ainda, possui efeito antienzimatico e antimicrobiano, pois
mesmo em baixas concentracdes de flior na fase fluida em torno dos dentes, inibe o
metabolismo bacteriano de agucar, reduzindo assim a produgédo de acidos através
da inibicdo das enzimas envolvidas na glicélise, reducédo da sintese de protease de
IgA1, rompimento da aderéncia bacteriana e reducdo da producao extracelular de
polissacarideos. E possui efeitos bactericidas em altas concentracées (Moynihan;
Petersen, 2004; Keegan et al., 2012; Conceicao et al., 2007).

Além das acdes mencionadas, o fluor também reduz e inibe a
desmineralizacdo, pois o mesmo € incorporado na estrutura do dente
desmineralizado pela substituicdo total ou parcial das hidroxilas da hidroxiapatita,
formando compostos quimicamente mais estaveis como a fluorapatita (Caio(POa)sFz2)
ou fldorhidroxiapatita (Ca1o(PQO4)s(OH)2-xFx), reduzindo a solubilidade do esmalte
dentario, conforme apresentado na Figura 8 (Moynihan e Petersen, 2004; Keegan et
al., 2012).
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Figura 8- Esquema do desenvolvimento da lesdo de cérie na presencga do fltor na saliva (a)
Ingestdo de sacarose — perda de Ca e P. (b) Presenga do flior reduzindo a
desmineralizacao ( Pereira et al., 2003).
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Embora o fluor seja tdxico, o seu uso é permissivel pelo os beneficios que
ele apresenta conforme mencionados, logo a dose provavelmente toxica € 5mg/kg
(Baratieri et al., 2002). Os métodos de aplicacdo de fluor mais utilizados pelos
profissionais ou pacientes estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Formas de aplicagao tdpica do fluor.

Concentracao de ppm F ( partes por .
] L Apresentacao
Flaor milhao)
Solugéo para bochecho- uso
0,05% NaF (0,023% F) 230 _
caseiro
0,1-0,15% F 1.000 -1.500 Dentifricios
Solugéo para bochecho- uso
0,2% NaF (0,091%F) 910 _
caseiro
Solugéo para bochecho- uso
0,4% SnFz2 (0,097%F) 970 ,
caseiro
0,7% NaF (0,31%F) 3.100 Verniz uso profissional
Gel com pH &cido para
1,23% 12.300 o o
aplicacéo profissional
Gel com pH neutro para
2% NaF (0,90% F) 9.040 o o
aplicacao profissional
2% NaF ( 0,90% F) 9.040 Solugéo uso profissional
5% NaF (2,26%F) 22.600 Verniz uso profissional
8% SnF2 (1,94%F) 19.400 Gel- uso profissional

Fonte: (Conceigéo et al., 2007)

Estudos realizados por Keegan e colaboradores (2012) fabricaram
microparticulas de quitosana/flior por spray drying a fim de avaliar a utilizacao da
quitosana como carreador de liberagao controlada de flaor, utilizando o glutaraldeido
como agente reticulante. As microparticulas obtidas apresentaram baixa
polidispersividade e com volume médio de didmetros menores que 6 um. Ao duplicar
as concentracbes de quitosana/flior houve um aumento no volume médio de
didmetros independente das proporcdes do agente reticulante. O perfil de liberacédo
do fldor foi bifasico, nos primeiros 600s foram liberados 40-60% do fluoreto total,

seguido por uma fase de liberagao prolongada de 6 horas. As microparticulas podem
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fornecer o aumento da absor¢do de fluoreto em produtos de higiene bucal para
proporcionar uma maior protecao contra a carie, no entanto necessitam de estudos
in vivo (Keegan et al., 2012).

Pandit et al, (2011) e Sousa et al, (2009) avaliaram compdésitos de resina
contendo flior e os resultados demonstraram que a libertacdo de fluor pode
contribuir para a diminuigdo da composicdo cariogénica dos biofilmes, se uma
quantidade apropriada de fluor for libertada no estagio inicial da formagdo do
biofilme (Sousa et al., 2009; Pandit et al., 2011;Wang; Shen e Haapasalo, 2013)

2.8 Nanoparticulas de flaor

A potencialidade do fluor e dos demais agentes antimicrobiano/ anti-placa
que séo colocados em enxaguantes bucais e pasta de dente, foram amplamente
estudados. As nanoparticulas surgem como potencial agente de controle de
biofilmes orais que requerem recurso biocidas ou anti-adesivas (Allaker e
Memarzadeh, 2014).

A obtencéo de biofilmes intactos € possivel pelo dispositivo modelo Leeds,
esse método indica que o biofilme possui vazio e canais, que se estende
completamente pela biomassa do esmalte, indicando que as nanoparticulas podem
penetrar/transferir pelo biofilme. A utilizacdo de biofilmes intactos seria importante
para o estudo da penetragdo das nanoparticulas e liberacdo de ions. As principais
caracteristicas fisicas e quimicas das nanoparticulas, incluindo carga superficial,
grau de hidrofobicidade, area superficial, capacidade de serem adsorvidas e
penetrarem na superficie do biofilme, portanto, as nanoparticulas apresenta
potencial para alterar a superficie de carga, hidrofobicidade e outras caracteristicas
fisicas e quimicas do biofilme (Allaker e Memarzadeh, 2014).

Estudo realizado por Xu e colaboradores (2008), investigaram um
nanocompoésito de resina dentaria com nanoparticulas de CaF2 (0 a 40%), e
avaliaram a propriedade mecéanica pelo o ensaio de flexdo e a liberagdo do flaor.
Os resultados revelaram que os nanocompa@sitos desenvolvidos apresentaram uma
resisténcia alta, bem como a liberagdo sustentada de fllor, uma combinagdo que
nao esta disponivel nos materiais atuais, portanto, estes compésitos podem produzir
restauragdes e reduzir a ocorréncia de caries secundarias (Xu et al., 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961208005334
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Kulshrestha e colaboradores estudaram a capacidade das nanoparticulas de
fluoreto de calcio (NP- CaFz2) sob a formacao de biofilmes de S. mutans in vivo e in
vitro. Os resultados in vitro revelaram uma reducao de 89% e 90% da formacédo do
biofilme e da producédo do exopolisacharideo (EPS), respectivamente, e que houve
uma reducdo da producédo de acido da S. mutans na presenca das nanoparticulas.
Para o estudo in vivo utilizando dente de ratos ocorreu uma reducdo das caries
quando comparado ao sem caries, sugerindo que as nanoparticulas de CaF2 sédo
candidatos ao uso topico contra S. mutans afim de reduzir as caries dentarias
(Kulshrestha et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

e Quitosana, média massa molar (150-390 KDa) com grau de desacetilacdo 75
— 85%, Sigma Aldrich.

e Acido Acético, Sigma Aldrich;

¢ Hidrdxido de sédio — PA, Vetec;

e Tripolifosfato de sodio - TPP, Sigma Aldrich;

e Fluoreto de sédio — NaF, Vetec.
3.2 Procedimentos Experimentais

3.2.1 12 Etapa - Estudo exploratério

3.2.1.1 Preparacao das particulas de quitosana com NaOH

As particulas de quitosana foram preparadas mediante a diluicgdo do
polimero em pd, em uma solugdo aquosa de &cido acético (0,75% v/v), sob
temperatura ambiente e agitacdo mecénica, obtendo uma solucédo de quitosana de
concentragao final de 5 mg/ml. A esta solucéo foi adicionado o hidroxido de sddio a
1M para obter o pH 5.5. A solucdo de quitosana com pH 5.5 foi submetida a um
dispersador de alta rotagdo (IKA ultra-turrax T25 digital) e simultaneamente,
adicionado uma solucado de TPP (2 mg/mL) gota-a-gota, conforme apresentado na
Figura 9. Ap6s a adicao do TPP, a solucao final ficou sob alta rotacdo por 10
minutos e mais 20 minutos em agitacdo magnética a 300 rpm. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 3.500 RPM por 30 minutos. A metodologia adotada é
uma adaptacao do método utilizado/aplicado por Sipoli e colaboradores (2015).

A fim de estabelecer os parametros iniciais, foram realizadas as variagdes
na adicdo de TPP para obter a razdo das massas (quitosana (m) /TPP (m) de 4:1;
5,8:1 e 7:1, e na velocidade (5.000, 10.000, 15.000 e 20.000) rpm. Apds a obtencéo
das particulas, estas passaram pelas caracterizacées de FTIR e DLS.
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Gelificagao ionotrépica
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Figura 9- Esquema do processo utilizado para obtencéo das particulas de quitosana.

Apbs essa etapa foram definidas a velocidade de rotacdo e a razao
quitosana/TPP. Considerando os seguintes requisitos: nao formar aglomerados
visiveis, espuma e perda de material durante o processo, e possuir menor tamanho

de particula.

3.2.2 22 Etapa - Preparacao das particulas de quitosana sem NaOH

As particulas de quitosana foram preparadas mediante a diluicdo do
polimero em pé, em duas solucées aquosa de acido acético (0,75% e 0,14% v/v)
sob temperatura ambiente e agitagdo mecanica, obtendo duas solugdes de
quitosana com concentracdo final de 5mg/ml. As solu¢gbes de quitosana foram
submetidas a um dispersador de alta rotacao (IKA ultra-turrax T25 digital) e
simultaneamente a solugdo de TPP (2mg/mL) foi adicionada gota-a-gota. Apds a
adicdo total do TPP a solugdo final ficou sob alta rotacdo por 30 minutos.
Posteriormente o material foi centrifugado a 3.500 RPM por 30 minutos. Apds a
obtencgéo das particulas foram caracterizadas por DLS e potencial zeta.

3.2.3 32 Etapa - Preparacao das particulas de quitosana com fluor

Apés diluir o pé da quitosana em uma solucdo aquosa de acido acético
(0,14% v/v) sob temperatura ambiente e agitagdo mecanica, o fluoreto de sdédio foi
adicionado na solug¢éo de quitosana nas concentragdes de 0,05% (230 ppm F), 0,2%
(900 ppm F) e 2% (9.040 ppm F) de NaF sob agitacdo mecénica constante por 30
minutos. Apds a realizacao dessa etapa, a solugéo de quitosana/flior passaram pelo
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processo gelificacdo ionotropica para obter as particulas descrito no ponto 3.2.2, e
foram submetidas a caracterizacao apresentadas no ponto 3.3.

As concentragdes de NaF escolhidas para desenvolver esta pesquisa foram
baseadas nas formas de aplicacao tépica disponiveis comercialmente, apresentadas
Tabela 2, solugao para bochecho de uso caseiro (0,05% e 0,2% de NaF) e gel para

aplicacéao profissional (2% de NaF).

Tabela 3 - Identificacbes das amostras

Amostras Identificacao
Solugéo de quitosana (0,14% de acido acético) S
Particula de quitosana Q
Particula de quitosana com NaF a 0,05% Q0,05%
Particula de quitosana com NaF a 0,2% Q0,2%
Particula de quitosana com NaF a 2% Q2%

3.2.4 Caracterizacao

3.2.4.1 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por Transformada de

Fourier — FTIR

A caracterizacao por FTIR foi realizada para identificar os grupos funcionais
que correspondem aos niveis de energia da molécula das particulas de quitosana.
As amostras foram vertidas em placas Petri (90 cm X 15 cm), congeladas um freezer
(-18 °C) por 48h e liofilizadas por 48h. Utilizou-se um espectrofotdbmetro Spectrum
400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer Perkin Elmer (com resolucdo de 4 cm™ e 20

varreduras, e com varredura de 4000 a 650 cm'1, sem a necessidade de preparagao
de pastilhas de KBr, por via da utilizacdo do dispositivo ATR (atenuatted total

reflectance).
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3.2.4.2 Tamanho de particula de quitosana

O espalhamento dindmico de luz (DLS) foi a técnica usada para analisar o
tamanho e distribuicdo das particulas. Antes de iniciar o0 ensaio, todas as amostras
foram submetidas ao ultrassom (UP 400S Ultraschallprozessor -Hielsher ultrasound
technology) por 1 minuto. Apds esse processo, foi realizado o ensaio nas amostras,
para identificar o tamanho de particulas, onde utilizou a célula DTS0012, a uma
temperatura de 25°C, com os parametros indice de refracdo (RI) de 1.700 e indice
de absorgédo 0.010 da quitosana, e para solvente agua RI:1.330, com viscosidade de
0.8872cP. O equipamento usado foi Zetasizer nanoseries - Malvern instruments por
espalhamento dinamico de luz (DSL) / Instituto de Ceramica e Vidro (CSIC). Este
equipamento foi utilizado na Primeira etapa do trabalho.

A partir da segunda etapa utilizou Zetapals - Brookhaven por espalhamento
dindmico de luz (DSL) para determinar o tamanho das particulas e indice de
polidisperséo (IP). Utilizou-se a célula BI-SCP, a uma temperatura de 25°C, com os
parametros de indice de refracdo (RI) de 1.700 e indice de absorcao 0.010 da
quitosana e para solvente agua RI:1.330, com viscosidade de 0.8872cP. Todas as
leituras foram caracterizadas em triplicatas e ap6s 24h da preparagéo das amostras.

3.2.4.3 Potencial Zeta (¢)

O potencial zeta foi realizado para mensurar a carga eletrostatica presente
na superficie das particulas e estudar as modificagbes das cargas devido a presenca
do fluor. O equipamento usado foi Zetapals - Brookhaven com o eletrodo AQ-1214.
Todas as leituras foram realizadas em triplicata (n=3) e apds 24h da preparagao das

amostras.

3.2.4.4 Microscopia de Eletronica de Varredura - MEV

A Microscopia Eletrénica de Varredura foi utilizada para avaliar a morfologia
e tamanho das particulas obtidas. As amostras foram colocadas no porta amostras
de aluminio e deixadas por 24h no dessecador para retirar toda humidade, em

seguida as mesmas foram recobertas com ouro em vacuo durante 3 minutos com
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corrente de 10mA. As amostras foram caracterizadas utilizando um microscopio
eletrébnico de bancada, Phenom modelo Pro-X com profundidade de foco de 1 mm,
resolugéo de 30 nm, e tenséo de 15 kV, baixo vacuo e presséo variada (1 a 270Pa).

3.2.4.5 Espectroscopia de raios X por Energia Dispersiva — EDS

As amostras foram caracterizadas utilizando um microscopio eletrénico de
bancada, Phenom modelo Pro-X neste é acoplado a Espectroscopia de raios X por
Energia Dispersiva (EDS) que foi utilizado para identificar a presenca dos elementos
quimicos nas regioes estudadas.

3.2.4.6 Ensaio Citotoxicidade

As amostras (n=5) foram auto clavadas em autoclave da marca Odontotec
modelo AV05, a temperatura de 121°C e pressao de 1,1atm por 16 minutos e
manipuladas em ambiente estéril utilizando cabine de seguranca biolégica da marca
Quimis modelo Q216F21RA1.

A citotoxicidade das amostras foi avaliada seguindo a norma ISO 10993-5,
através da determinacao da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método
da reducdo do MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio], que
estabelece uma correlacdo entre a atividade metabdlica celular e o nimero de
células viaveis em cultura in vitro.

Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a reducao
do anel tetrazélico deste sal resulta na formacéo de cristais de formazan de cor azul
que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois
transportados para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose um
mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio do MTT tem sido usado
frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Foi utilizada uma concentracédo de 5 x 10° células/mL RPMI e adicionados 100
UL em uma placa de 96 pocos. A placa foi transferida para a estufa de CO2 (5%) a
37 °C por 1 hora. Apés este periodo, foram adicionadas 10 pL das amostras e mais
200 uL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-C foi utilizado como controle negativo. A placa
foi incubada novamente em estufa de CO2 (5%) a 37 °C por 24 horas.
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Apés as 24 horas, foram adicionados 100 pL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL)
em RPMI 1640-C. Novamente, as placas foram incubadas em estufa de COz (5%) a
37 °C por 3 horas. Depois disso, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL
de alcool isopropilico.

A leitura da densidade ética foi determinada em um leitor de microplacas
(Victor3 — PerkinElmer), a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A viabilidade
celular foi calculada em porcentagem, considerando o controle negativo com 100%
de viabilidade.

3.2.4.7 Atividade antibacteriana

A andlise microbiolégica foi realizada para avaliar a capacidade de inibicdo de
crescimento bacteriano pelos compostos estudados. Para a analise da atividade
antimicrobiana foi utilizada a cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus. As culturas
foram estocadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e mantidas sobre refrigeracéo.
As amostras a serem testadas foram autoclavadas em autoclave (Odontotec modelo
AVO05) a temperatura de 121°C e pressao de 1,1atm por 16 minutos e manipuladas
em ambiente estéril, utilizando cabine de seguranga biolégica (Quimis modelo
Q216F21RA1).

Para o inoculo bacteriano foi utilizado crescimento em placa de BHI (Brain
Heart Infusion) ap6s 24h de incubacao a 37°C e ap6s o crescimento e confirmacgao
da pureza da cultura as cepas, foram diluidas em solugéo salina estéril a 0,9% até
atingir a escala 0,5 de McFarland. Em seguida, diluido em escala de 1:10 de forma
a se obter, aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. A partir desta solugdo, foram
transferidos 10 ul para cada poco a ser testado da placa de microtitulacdo 96 pocos
fundo em U.

Cada poco da placa de microtitulacéo foi preenchido com 100ul de meio de
cultura Mueller Hinton Broth (Caldo Mueller Hinton- Kasvi - Italy), 100ul das amostras
testada e 10 ul do in6culo bacteriano. A placa foi incubada a 37 °C a leitura do teste
foi realizada com 24h.

O teste em placa agar foi realizado ap6s a incubagao de 24h a 37 °C, foi feito,
foram retiradas aliquotas de 100 pl das diluicbes das amostras e foram espalhadas
em placas de petri com meio (ajustados com 0,25% de acido acético conforme
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metodologia proposta por Chang (2015) estéril e incubadas a 37°C por 48h. O

controle positivo usado foi para obter atividade bacteriana.

3.2.4.8 Estabilidade das particulas

As amostras Q, Q0,05%, Q0,2% e Q2% foram armazenadas na temperatura
de 4°C, em geladeira comercial e analisadas da seguinte forma: ap6s 21 dias, as
amostras foram retiradas para analise por MEV e EDS, retornando para a
armazenagem e mantidas por 40 e 80 dias, respectivamente. Apds cada um destes
periodos, foram realizadas caracterizagbes para avaliar o tamanho de particula,

potencial zeta e pH.
3.2.4.9 Etapas da pesquisa

O Fluxograma 1 apresenta de forma resumida as etapas que foram

desenvolvidas nesta pesquisa.

Fluxograma 1 - Resumo das etapas desenvolvidas na pesquisa.

- FTIR
- Tamanho de particula
- Potencial Zeta

- MEV/EDS

- Citotoxicidade

- Atividade antibacteriana
- Analise Visual; - Estabilidade
- FTIR;
- Tamanho de particulas.

Determinagdo dos pardmetros _
- Tamanho de particula
- Potencial Zeta
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 12 Etapa: estudo exploratério particulas de quitosana com NaOH

4.1.1 Analise visual e condicoes de processamento

No presente estudo, foi tomado como parametro duas varidveis: a razao das
massas Q/TPP (4:1, 5.8:1 e 7:1) e condi¢cdes de mistura -velocidade de rotacao
(5.000, 10.000, 15.000 e 20.000) RPM.

A Figura 10 ilustra as amostras obtidas com as variaveis: razdo Q/TPP e

velocidade de rotacao.

:
A
s
§ 0

Figura 10 - Amostra obtidas com a razdo Q/TPP (4:1, 5.8:1 e 7:1) e velocidade de rotacao
(5.000, 10.000, 15.000 e 20.000) RPM

Na Figura 10 é possivel notar que as amostras obtidas se apresentaram
translucidas, indicando a presenca de material em suspensao e que, mesmo com
variagdes na velocidade de rotacdo, ndo houve mudangas nesta caracteristica. Ja
com relacao as diferentes razées de Q/TPP, foi possivel notar que a razao Q:TPP
4:1 se apresentou mais translucida que as demais, e isso pode ser atribuido a maior
quantidade de TPP formando particulas na suspensdo, corroborando com o0s
resultados apresentados por Antoniou e colaboradores (2015).

Estudos realizando por Antoniou e colaboradores (2015) relatam que os
tamanhos de particulas foram maiores para a menor razdo quitosana/TPP e diminui
linearmente 3:1 até 6:1, pois 0 aumento da quantidade de TPP tornou a suspensao
mais translucida.

A Figura 11 apresenta as condi¢cdes de processamento para velocidade as
estudadas.
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(d)

Figura 11 - Amostra obtidas com a razao Q/TPP 4:1 com velocidade de rotacao: (a)
5.000RP; (b) 10.000RPM; (c) 15.000RPM e (d) 20.000RPM.

Durante o processo de obtencéo das particulas, foram percebidas algumas
dificuldades no que tange a variacao das velocidades. Quando aplicada a velocidade
de rotacdo de 5.000RPM, ja foi possivel detectar que a mesma né&o foi suficiente
para homogeneizar o TPP e a solugdo de quitosana, apresentando formacdo de
aglomerados, conforme apresentado na Figura 11 (a). Para as amostras obtidas sob
as velocidades de rotacao de 15.000 RPM e 20.000RPM, ocorreu a formacao de
espuma como apresentado na Figura 14 (c) e (d), resultando na perda de material.
Logo, as amostras obtidas a 10.000 RPM se mostraram eficaz pois apresentou

pouca formacdo de espuma e sem a presenca de aglomerados visiveis (Figura 11

(b)).

4.1.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de
Fourier — FTIR
O espectro de FTIR da solugcdo de quitosana (SQ) e solugcdo de quitosana
com NaOH (SQNaOH) estéo ilustradas na Figura 12.
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Figura 12- Espectro de FTIR das amostras SQ e SQNaOH

O espectro da amostra SQ (Figura 12) mostra absorcdes tipicas da
quitosana, que estdo localizadas na regido entre 3661 a 3000 cm' e sdo atribuidas
as vibracoes de estiramento dos grupos OH e NH. Na regido de 2972 a 2235 cm™! ha
uma sobreposicdo no estiramento dos grupos funcionais OH e NHz, devido a
formacédo de pontes de hidrogénio. A banda localizada na regido de 1638 cm™ é
atribuida a absorcado do C=0, relativas ao alongamento dos grupos carbonilas (-
NHCOCHs, e em 1537 cm™ corresponde ao grupo amina (NH2), e a presenca dessas
duas bandas comprova que a quitosana nao é totalmente desacetilada. Bandas
fortes localizadas em 1537cm™' e 1405 cm™' (vibracdo da deformacgdo N-H do grupo
amina) sao atribuidas aos alongamentos assimétricos e simétricos do anion
carboxilado, indicando que uma interagdo ocorreu entre o &cido acético e os
nitrogénios doadores da quitosana, produzindo acetato de quitosana. Em 1376 cm™’
e 1319 cm ' é atribuida a vibragdo do alongamento C-N. A banda em 1062 cm™ é
referente ao alcool primario (OH) e por fim as bandas nas regides de 1150,1025 e
905 cm™ sdo atribuidas ao alongamento C-O-C (Fideles, 2014; Furtado, 2014;
Antoniou et al., 2015).

Para a amostra SQNaOH observa-se bandas caracteristicas da quitosana,
porém as bandas que correspondem ao fon carboxilato (1537cm™ e 1405 cm),
comportamento ja esperado, uma vez que o0 mesmo o pH sendo ajustado para 5,5,
ainda ha presenga de acido no sistema, e consequentemente, ions carboxilados.
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O espectro de FTIR do tripolifosfato de sdédio (TPP) puro e das amostras com
razao Q:TPP 4:1, 58:1 e 7:1, obtidas com velocidade de 10.000RPM estédo
ilustradas na Figura 13.
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Figura 13 - Espetros de FTIR do TPP puro e das as razdées Q:TPP(m/m) 4:1, 5.8:1 e 7:1 com
velocidade de 10.000RPM.

O espectro de FTIR do TPP puro (Figural3) apresentou bandas em 1207
cm’!, caracteristica do alongamento P=0, em 1128 cm™', caracteristica da vibracdo
simétrica e assimétrica de alongamento dos grupos POz, em 1092 cm relativa a
vibracdo simétrica e assimétrica de alongamento dos grupos POs e 887 cm™,
caracteristica do alongamento assimétrico da ligacao P-O-P (Antoniou et al., 2015).

A Figura 13 apresenta os espectros das amostras estudadas, onde é
possivel identificar as bandas entre 1257-1074 cm™' correspondem ao estiramento
P=0 e a banda na regido de 899 cm™ a P-O com P-O-P que indica a presenga do
TPP. Em 1638 cm™ corresponde a amida (NH2CHs), e em 1543 cm™' corresponde
ao grupo amina (NHz). Ao comparar os espectros de quitosana, com as amostras
obtidas, € possivel verificar modificagdes nos espectros de Q:TPP indicando que ha
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interacdo entre o grupo amino da quitosana protonada com o grupo fosfato do TPP,
sugerindo a formacgédo das particulas e que as agdes inter e intra-moleculares sao
reforcadas em particulas de quitosana, corroborando com os resultados obtidos por
Antoniou e colaboradores (2015). Estes resultados indicam que o material em
suspensao ilustrado na Figura 10 possivelmente sdo particulas de quitosana em

escala nano.

4.1.3 Tamanho de particulas

A Figura 14 mostra a relagao entre o tamanho de particula e a velocidade de

agitacao para cada razao Q/TPP.
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Figura 14- Tamanho de particulas das amostras estudadas.

Na Figura 14 é possivel identificar que, na razao 4:1 (Q:TPP), com o aumento
da velocidade de rotacao ocorre a reducao do tamanho da particula de 489 nm para
252nm, o que corresponde a uma diminuicdo em 48 % do tamanho. Para a raz&o
5,8:1 (Q:TPP), ha uma redugdo no tamanho de particula de 641 nm para 444nm,
com o aumento da velocidade de rotacdo de 5.000RPM para 10.000RPM, o que
corresponde a uma diminuicdo em 31% do tamanho. Com o0 aumento da velocidade
de 10.000RPM para 15.000RPM, houve um aumento no tamanho de particulas de
5,9% (de 444 nm para 472nm). Ja para o aumento da velocidade de 20.000RPM foi
de 8,5% (de 472 nm para 484nm), apresentando um comportamento praticamente

constante com o aumento da velocidade de rotacao. Ja para a razéo 7:1 (Q:TPP), é
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possivel observar que um aumento do tamanho de particula de 370 nm para 390
nm (que corresponde a 5,1%) e que para a velocidade de 20.000RPM ha uma
reducao para 358nm (que corresponde a 3,2%).

Ao comparar as razdes Q:TPP, é possivel notar um comportamento bem
definido: uma relagcdo inversamente proporcional entre tamanho de particula e
velocidade de rotagdo. H4 uma redugédo no tamanho de particulas com o aumento
da velocidade, e isso pode ser atribuido aos dois parametros estudados: velocidade
de rotacao e concentracao do TPP. Ao aumentar a velocidade de rotagcao, ocorre a
fragmentacao/separacdo das cadeias poliméricas da quitosana em tamanhos
menores, que interagem com o TPP livre no sistema (n&o reagiram) resultando em
particulas menores. Esse comportamento € nitido para a razao 4:1 (Q:TPP). Para as
razées 5,8:1 (Q:TPP) e 7:1 (Q:TPP) também observa-se uma reducao do tamanho
de particula com o aumento da velocidade de rotacdo porém, apresentam maior
tamanho de particulas, sugerindo a formagdo de aglomerados. Essa formacao de
aglomerados pode ser favorecida pela quantidade de TPP usada, que pode nao ter
sido o suficiente para evitar que as particulas aglomerassem. Com menor
concentracdo de TPP, obteve-se maior tamanho de particulas, 0 que sugere maior
formacao de aglomerados. Outros fatores que podem ter influenciado a formacéo
dos aglomerados séo as interagdes eletrostaticas, forgas intra e intermoleculares,
area superficial e colisdes.

Sipoli e colaboradores (2015) investigaram a producdo de nanoparticulas
quitosana/ TPP utilizando uma concentracao de (5 mg/mL) de quitosana com pH 5,5
em um reator e observou que o aumento da propor¢cdo de massa quitosana/TPP de
4 a 8 corresponde ao aumento no diametro médio, de 300 a 600nm, corroborando
com os resultados obtidos nesta pesquisa. O aumento no diametro médio de 300 a
600nm ocorre da seguinte forma: quando a quitosana esté solubilizada, ha repulsao
eletrostatica entre as cargas ao longo das cadeias do polimero, mas quando o pH
aumenta para 5.5 cadeia tendera a adotar uma conformagédo arco (tends to loop)
reduzindo os nimeros de sitios para reagir com o TPP. Logo, a conformacao espiral
€ adotada, resultando em tamanhos de particulas maiores.

Tsai e colaboradores (2008) avaliaram o didmetro médio de nanoparticulas de
quitosana obtidas pelo método de gelificacdo ionotrépica com dois tipos de
condicbes de misturas: ultrassom e agitacdo mecénica. Os resultados obtidos
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indicaram que, com o aumento da poténcia do ultrassom (10, 30 e 50 watts) e
agitacdo mecanica (60, 300 e 1000) rpm, houve a reducao do tamanho de particula
e que com o aumento da temperatura de 25°C a 45°C para o ultrassom houve uma
reducdo do tamanho de particulas, mas para agitacdo mecéanica permaneceu
praticamente constante. Isso ocorre porque, quando a quitosana € submetida ao
ultrassom ou agitacgdo mecanica, as cadeias poliméricas podem ser
fragmentadas/separas em metade ou menor do seu tamanho original, resultando em
diferentes tamanhos de particulas (Tsai; Bai e Chen, 2008).

Assim, diante desses dois estudos mencionados acima, fica um
embasamento maior que sugere uma possivel explicagdo para o tamanho de
particula obtido nesta pesquisa. A quitosana quando esté solubilizada, ha repulséo
eletrostatica entre as cargas ao longo das cadeias de quitosana, porém, quando o
pH aumenta para 5.5, essa repulsdo € reduzida, a cadeia polimérica tendera a
adotar uma conformacéao arco (tends to loop) reduzindo os numeros de sitios para
reagir com o TPP. A forca cisalhante tenderd a quebrar essa conformacao de arco
adotando a conformacgdo estendida, e, o TPP que esta livre no sistema, pode
interagir e formar particulas menores. Entretanto, quando ha pouco TPP livre no
sistema, a cadeia polimérica pode retornar a conformacgéo de arco e interagir com o
TPP disponivel no sistema, adotando uma conformagédo em espiral resultando em
tamanhos de particulas maiores. Além desses parametros, outros fendbmenos devem
ser considerados, como: interacbes eletrostaticas, forcas intra e intermoleculares,
area superficial e colisdes.

A partir do estudo preliminar realizado, foram escolhidos os parametros
razao de 4:1 (Q/TPP) e velocidade de rotagcdo de 10.000 rpm pois, apresentaram

melhores condi¢des de processamento e menor tamanho de particula.

4.2 22 Etapa: estudo exploratério das particulas de quitosana sem NaOH

Apos os estudos desenvolvidos na 12 etapa, foi avaliada a necessidade de
adicionar o NaOH (pH~13) para ajustar o pH de 3.5 para 5.5 da solugdo de
quitosana. Logo em seguida seriam adicionados o NaF (pH~10.2) e o TPP (pH~9,5),
duas substancias que possuem o pH basico. Assim, foi realizado o segundo estudo
exploratério, reduzindo a concentragdo da solucao do acido acético para obter uma
solucdo de quitosana com o pH préximo de 5 e excluir a adicao do NaOH.
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Com o objetivo de reduzir a quantidade de materiais utilizados e excluir a
adicao do NaOH na solucao, foram avaliadas duas novas concentragdes de acido
acético (0,75% e 0,14%) para preparar as solugcées de quitosana. Nessa etapa
também foram obtidas particulas de quitosana com NaF com concentracao de 0,2%
para as concentracées de acido acético estudas, com o objetivo de avaliar a
influéncia da adigcao no NaF.

4.2.1 Tamanho de particula e Potencial Zeta (¢{)

Para avaliar influéncia da concentracao do &acido acético (0,14% e 0,75%) e
do NaF no tamanho de particula e pH final das particulas obtidas, foi realizada a
caracterizagdo por DLS, potencial zeta, e pH. Os resultados obtidos estéo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Diametro médio das particulas, IP e potencial zeta (¢), pH para NQ (0,14%) e
NQ(0,75%).

Média diametro Média (&
Amostra (nm) Média IP (mV) pH final
Q (0,14%) 1579,71 0,38 41,16 5,4
Q (0,75%) 1070,19 1,68 57,68 4,6
Q (0,14) NaF(0,2%) 439,14 0,28 20,27 5,6
Q (0,75)NaF(0,2%) 1332,24 0,38 35,64 4,7

Com os dados apresentados na Tabela 4 percebe-se que a amostra Q
(0,14%) apresentou maior tamanho de particula, sugerindo a formacao de
agregados. As amostras Q (0,14%) e Q (0,14%)NaF(0,2%) apresentam indice de
polidispersdo (IP) inferior a 0,40, potencial zeta 41,16 mV e 20,27 mV,
respectivamente, e pH final préximo a 5,5. Porém, com a adicdo do NaF, o tamanho
de particula teve uma reducao de 72,2%.

Ao considerar a suspensdo de quitosana/TPP como um sistema
metaestavel, e ao modificar a forca ibnica (NHs*), € possivel alterar o
comportamento das moléculas, favorecendo a agregacdo das mesmas (Bao; Li;
Zhang, 2008). Os resultados obtidos nesta fase se apresentaram distintos quando
comparados com os resultados encontrados por Sipoli e colaboradores (2015) e Gan
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e colaboradores (2005) pois, com a reduc¢ao do pH, ocorre a redugao no tamanho de
particula.

Gan e colaboradores (2005) estudaram os efeitos da variagédo do pH (4,0;
4.5; 5,0; 5,5 e 6) no tamanho de nanoparticulas e potencial zeta das nanoparticulas
de quitosana/TPP com diferentes razdes quitosana/TPP. Para o pH 4 sem adicao de
NaOH obtiveram tamanho de particula préximo a 135 nm e potencial zeta de 37 mV.

Estudo realizado por Sipoli e colaboradores (2015), investigaram a producao
de nanoparticulas quitosana/TPP utilizando uma concentragdo de 5 mg/mL de
quitosana e 2mg/ml de TPP, com trés valores de pH diferentes (4.0, 5.0 e 5,5) em
um processo escalavel, utilizando um reator. Para a 4:1 Q/TPP com pH 4, o
tamanho foi 150 nm, indice de polidisperséo elevado (préximo de 1,0) e Potencial
zeta com valor de 43 mV.

Para aplicacdo odontolégica, o pH deve ser superior ou igual a 55 e o
tamanho de particula deve estar entre 100-500 nm, pois a camada organica
formada, que exerce uma funcéo biolégica de atuar como barreira protetora para
exposicdo a acidos e desgaste erosivo dos tecidos dentarios duros, apresenta
capacidade de se associar em globulos tipo micela, com tamanho de 100-500 nm.
Assim, para ter sucesso na aplicacao, deve-se obter particulas dentro desta faixa de
tamanho para obter uma bioadesao ideal na superficie do esmalte dentario (Keegan
et al., 2012; Nguyen et al., 2017).

Assim, dentro dos resultados obtidos e, com base na literatura, a
concentragdo da solucdo de acido acético escolhida para continuar a pesquisa foi
0,14%.

4.3 32 Etapa: particulas de quitosana com flaor

Nesta etapa foram obtidas particulas de quitosana com NaF nas
concentracdes de 0,05% (m/v) (230 ppm, F), 0,2% m/v (900 ppm, F) e 2% m/v
(9.040 ppm, F), conforme ilustrado na Tabela 3.
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4.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de
Fourier — FTIR

O espectro de FTIR das amostras solu¢do de quitosana (0,14% de acido
acético) (S), Q, Q 0,05%, Q0,2% e Q2% estao ilustradas na Figura 15.
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Figura 15- Espectro de FTIR das amostras S, TPP, Q, Q 0,05%, Q0,2% e Q2%

Ao analisar os espectros apresentados na Figura 15 das amostras Q,
Q0,05%, Q0,2% e Q2% ¢é possivel observar a regido entre 3700 cm™ a 3000 cm™
que corresponde ao alongamento na vibracao dos grupos O—H e N-H. Para a regiao
de 2999 cm™ a 2969 cm™' sdo atribuidas a sobreposicdo no estiramento dos grupos
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funcionais OH e NH2 encontrados na quitosana. Na mesma regido, nota-se uma
reducao de intensidade das pontes de hidrogénio, que é causada tanto pela
protonacao dos grupos —NH2, a banda mais ampla que apareceu representa o
alongamento da vibracdo do grupo amina protonado (—NHs*), como também pode
ser relacionada a presenca de reticulagbes no sistema, j& que as pontes de
hidrogénio sdo diretamente relacionadas a estrutura cristalina da quitosana. E
possivel identificar uma modificagcdo na regido entre 1127-1076 cm™ que pode ser
atribuida a sobreposicdo do P=O do TPP, ao alcool priméario (1062 cm) (OH) e
alongamento C-O-C (1027 cm™'). A banda na regido de 899 cm™ a P-O com P-O-P
que indica a presenga do TPP (Fideles, 2014; Antoniou et al.,2015; Anitha et al.,
2011).

A regido em 1638 cm™' corresponde a amida (NH2CHz), e em 1543 cm!
corresponde ao grupo amina (NH2). Ao comparar os espectros de S, com as
amostras obtidas, é possivel verificar modificagdes no espectro de Q, indicando que
h& interacdo entre 0 grupo amino da quitosana protonada com o grupo fosfato do
TPP, corroborando com os resultados obtidos por Antoniou e colaboradores (2015) e
Anitha e colaboradores (2011).

Anitha e colaboradores (2011) estudaram o desenvolvimento de
nanoparticulas de quitosana tioladas mucoadesivas para aplicacbes biomédicas.
Obtiveram nanoparticulas de quitosana por gelificacdo ionotrépica utilizando TPP
como agente de reticulagdo. Os resultados mostraram caracteristicas das bandas de
quitosana e modificagdes nas regides de 1637 cm' indicando a reacdo de
reticulagéo entre quitosana e TPP.

Antoniou e colaboradores (2015) também investigaram as nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato obtidas pelo método de gelificacao ionotrépica. Os resultados
mostraram alteragdes na regido de 3421 cm™, 1568 cm™' e 1630 cm™' indicando a
interacdo entre o grupo amino da quitosana e TPP.

Contudo ao adicionar o NaF houve redugao na intensidade na regidao 1547 cm
1. Estudos realizados por Huang e Lapitsky (2012) investigaram a influéncia da
adicdo de NaCl na obtencéo de microgel de quitosana/TPP. Eles observaram que ao
adicionar quantidades moderadas de NaCl enfraquece a forca de ligacdo entre
quitosana/TPP e também as tornam mais lentas, devido a competicao entre o TPP e
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NaCl, ao reduzir a taxa de reticulagdo quando comparada com auséncia de NaCl,
provavelmente resultam em uma distribuigdo uniforme de TPP ligada a quitosana.

4.3.1 Tamanho de particula e Potencial Zeta (¢{)

A Figura 16 apresenta os dados obtidos do diametro médio das particulas e
das amostras Q, Q(0,05%), Q(0,2%) e Q2%.
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Figura 16 - Tamanho de particula e indice de polidispersdo das amostras Q , Q0,05%,
Q0,2°/o e Q2%

De acordo com os resultados apresentados na Figura 16, foi observado que o
didmetro obtido para amostra Q é de 1,646 um. Esse ja era um resultado esperado,
pois as cadeias poliméricas da quitosana quando solubilizadas em meio acido
adotam conformacdo rigida e estendida, devido a repulséo eletrostatica entre grupos
amina (NHs*). Uma vez que o TPP, carregado negativamente, entra em contato com
-NHs*, ha atracdo eletrostatica, e ocorre a reticulagdo (Bao; Li e Zhang, 2008;
Jonassen; Kjoniksen e Hiorth, 2012), porém devido a repulsao eletrostatica entre
grupos amina (NHs+) podem resultar em particulas maiores e maior formagédo de
agregados (Bao; Li e Zhang, 2008; Jonassen; Kjgniksen e Hiorth, 2012; Antoniou,
et.al, 2015)

Para Q0,05%, Q0,2% e Q2%, houve uma redugcao no didmetro da particula
de 34%, 69% e 58%, respectivamente comparado com Q. Foram obtidas particulas

na escala nano, corroborando com estudos realizados por Huang e Yan Lapitsky,
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2011; Jonassen; Kjegniksen e Hiorth, 2012; Antoniou et al., 2015; Nguyen et al.,
2017. Essa reducao pode ser atribuida a presenga do sal monovalente (NaF), pois o
mesmo € adicionado antes do TPP. Uma vez que o flior (F) esta presente no
sistema, pode se ligar ao NHs* reduzindo a quantidade os grupos aminos protonados
livres, diminuindo a disposicdo das reticulagdes, resultando em particulas menores
e mais compactas, devido a reducdo da repulsdo eletrostatica aumentando a
flexibilidade da cadeia polimérica e ao efeito de blindagem (screening of charges)
(Jonassen; Kjoniksen e Hiorth, 2012; Nguyen et al.,, 2017). Também ¢é possivel
observar na Figura 16 que, para a amostra Q2, ha um aumento 0,169 um quando
comparado com a amostra QO0,2.

Ao observar o indice de polidisperséo (IP) na Figura 16, é possivel identificar
que para a amostra Q0,05 e Q0,2, ha uma leve reducgéo e para Q2, ha aumento sutil
no IP. Entretanto, esse aumento ndo é significativo seguindo as tendéncias dos
estudos realizados por Huang e Yan Lapitsky, 2011; Antoniou et al., 2015; Nguyen et
al., 2017. Além disso, essa reducao pode ser atribuida a presenga do F- que pode
reduzir as direcdes das ligacdes ibnicas (NHs*), sugerindo que o rearranjo estrutural
das particulas pode influenciar parcialmente no IP (Huang e Yan Lapitsky, 2011).

A Figura 17 apresenta o Potencial zeta e pH das amostras, S (solugdo de
quitosana) Q, Q,05%, Q0,2% e Q2%.
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Figura 17- Potencial zeta e pH das amostras S (solugdo de quitosana), Q , Q0,05%, Q0,2%
e Q2%
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E possivel observar também na Figura 17, que a amostra S apresentou
valores de potencial zeta de +49,93 mV, conforme j& reportado na literatura (Bao; Li
e Zhang, 2008; Huang e Yan Lapitsky, 2011; Jonassen; Kjgniksen e Hiorth, 2012;
Antoniou et al., 2015; Nguyen et al., 2017). Com a adicdo do TPP a quitosana, ha
uma reducgao para +20,57 mV, resultado ja esperado, uma vez que o TPP ¢é atraido
pelo grupo amina protonado da quitosana (NHs*) ocupando as cargas positivas
conforme apresentado na literatura (Bao; Li e Zhang, 2008; Huang e Yan Lapitsky,
2011). Para as amostras Q0,05 e QO0,2, houve um aumento no potencial zeta
+33,2mV e +38,64mV respectivamente, enquanto para Q2, houve uma redugéo de
corroborando com os dados encontrado por Antoniou et al., 2015. Isso pode ser
atribuido a adicao do fluor, pois 0 mesmo foi adicionado antes do TPP reduzindo o
namero de cargas positivas, de acordo com os estudos realizados por Huang e Yan
Lapitsky, 2011; Antoniou et al., 2015; Nguyen et al., 2017. Essa possivel reducao de
cargas positivas, pode ser observada com o aumento do pH, conforme apresentado
na Figural7.

Com relacao a analise de pH, a amostra S apresentou valores de pH 5,1.
Com a adicao do TPP, o pH elevou para 5,6 (Amostra Q). Para as amostras Q0,05 e
QO0,2, o pH permanece praticamente constante. Para Q2, aumentou para 6,5, valor
préximo ao pKa (6,3-6,5) da quitosana (Sipoli et al., 2015). O aumento do pH
préximo do pKa sugere a diminuicao da protonagéao da quitosana que pode contribuir
para a formacao de aglomerados (Mattu; Li e Ciardelli, 2013; Sipoli et al., 2015).

Huang e Lapitsky (2011) investigaram a influéncia da adicdo de NaCl na
obtencdo de microgel de quitosana/TPP. Ao adicionar quantidades moderadas de
NaCl revelou um impacto direto no tamanho e distribuicdo das particulas. Os
resultados obtidos apresentaram menor distribuicdo de tamanho de particula, IP e
diminui¢cdo no potencial zeta.

Antoniou e colaboradores (2015) investigaram a adicdo de NaCl na
composicao ibnica antes de obter nanoparticulas de quitosana pelo método de
gelificagao ionotrépica. Como resultado, obtiveram uma distribuicdo de tamanho de
particula estreita (~150nm) e redugdo no tamanho da particula em 25% quando
comparado as particulas sem NaCl, devido mudanga da forga ibnica na cadeia de
quitosana, que durante o processo de gelificacdo ionotropica, reduziu a carga do
grupo amina protonado (NHs*) produzindo particulas com tamanhos menores. Com
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0 aumento da concentragdo de NaCl, ndo foram observadas alteragdes significativas
(P> 0,05) na IP das particulas. Para o Potencial Zeta houve uma diminui¢cao devido a
reducao das interacdes entre a quitosana e TPP.

Nguyen e colaboradores (2017) desenvolveram nanoparticulas de quitosana/
TPP com NaF (0,2% e 0,4%) pelo método de gelificacdo ionotropica e obtiveram
tamanho de particula de 101nm e 112 nm e baixo indicie de polidispersdo (0,16 e
0,14) para as concentragbes de NaF 0,2% e 0,4%, respectivamente. Esses
resultados podem ser atribuidos a presenca do flior, que é o mais eletronegativo e
reativo de todos os elementos da tabela periddica, que permitem ligagcbes com
outros atomos de carater ibnico. Assim, 0 mesmo atrai as cadeias de quitosana,
favorecendo a acdo de reticulacdo do TPP e resultando em uma matriz de
nanoparticula menor e compactada.

Jonassen e colaboradores (2012) estudaram a concentragdo de
nanoparticulas de quitosana produzidas via gelificagdo ionotropica com e sem
adicéo de NaCl. A presenca do sal monovalente induziu a um valor de potencial zeta
positivo e baixo, podendo estar relacionado ao efeito de blindagem (screening of
charges), uma vez que a presenca de cargas negativas do sal monovalente, pode

preencher algumas cargas positivas da quitosana antes da reacdo com TPP.
4.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura- MEV e Espectroscopia de raios X

por Energia Dispersiva — EDS

As Figuras 18 e 19 ilustram as micrografias e EDS das amostras
apresentadas nas Figuras 16 e 17.
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Na micrografia apresentada na Figura 18 (a), observa-se particulas
aglomeradas, com formato esférico e superficie lisa conforme descrito na literatura
(Gan et al., 2005; Bao; Li; e Zhang, 2008; Antoniou et al., 2015). Para as Figuras
18(b) e 19, também é possivel notar que as particulas sao esféricas, com superficie
lisa e aglomeradas conforme apresentado na literatura (Liu, et. al, 2007; Huang e
Lapitsky, 2011; Huang e Lapitsky, 2012), exceto para QO0,2, corroborando com
resultados obtidos por Liu et al., 2007. A auséncia de aglomerados na amostra Q0,2
comprova que o sistema se apresentou de forma estavel, o que ja tinha sido
identificado nos resultados de Potencial zeta (+38.64 mV), conforme Figura 17. Uma
vez que valores de potencial zeta maiores que +30 mV s&o atingidos, 0s sistemas
sdo considerados mais estaveis, prevenindo assim, a formacao de aglomerados
(Jonassen; Kjgniksen e Hiorth, 2012; Bao; Li e Zhang, 2008). A presenca do NaF
ndao modificou a superficie das particulas e também nao houve a formacado de
cristais de NaF na superficie das particulas, resultados semelhantes foram
encontrados por Keegan et al., 2012, exceto para Q2 ( Figura 20).

Ao observar os espectros das amostras Q, Q0,05, Q0,2 e Q2 (Figura 18 e 19)
€ possivel visualizar a presenca dos picos de carbono, oxigénio e nitrogénio tipicos
da quitosana. Para todas as amostras foi possivel confirmar a presenca do sodio e
fosforo, atribuidos ao TPP, bem como aluminio referente ao porta amostra e ouro
atribuido ao recobrimento. Para as amostras Q0,05, Q0,2 e Q2 percebe-se a
presenca do fluor.

A Figuras 20 apresenta a micrografia e EDS da amostra Q2 com aumento de
30.000X.



64

2um

Weight percentage Certainty
Au [ 39.2% 94.4 %
Na [ 19.0% 983 %
Fo Il ss% 97.6%
Al lzr% 98.5 %
o [Masw 96.4%
N 1w 91.4%
P |09% 92.2%
cC 01% 59.5%

" W -

7 1 1 } s g 0 g 10 1 5 [}
38131 count m 130 smcance

Figura 20- Micrografias (30.000X) e EDS de Q2

Na Figura 20 € possivel perceber particulas com formato esférico, porém
com superficies rugosas quando comparada com as demais amostras ((Figura 18 (b)
e 19 (a)), isso sugere-se que o NaF pode estar em excesso recobrindo as particulas
ou ainda o F-migrou ou acumulou, ja que Q2 contém maior quantidade de NaF.

A Figura 21 apresenta o histograma do didmetro das particulas obtidas das

micrografias apresentadas nas Figuras 18 e 19.
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Figura 21- Histograma do diametro das particulas: (a)Q; (b)Q0,05%; (c)Q0,2% e (d)Q2%

E possivel observar na Figura 21 os histogramas referentes aos diametros
médios obtidos através das micrografias apresentadas nas Figuras 18 e 19, com
médias de 1,71 (£0,599) um, 1,23 (£0,344) um, 0,17 (+0,042) um e 0,38 (+0,239)
um, respectivamente. Na Figura 21 (b), (c) e (d), € possivel observar que a adigao
do NaF proporcionou uma redugéo de 28,1%, 90,1% e 77,7%, nos diametros das
particulas de QO0,05, Q0,2 e Q2 respectivamente, indicando uma reducao
significativa, corroborando com os resultados obtidos por DLS apresentados na
Figura 16, indicando um comportamento diretamente proporcional entre o didametro
da particula e a concentracédo do NaF no sistema.

Na Figura 21 (c) e (d) é possivel identificar também, que hd um aumento no
didmetro das particulas Q2 quando comparadas com QO0,2, corroborando com os
resultados do tamanho de particula apresentados na Figura 19. Esse aumento pode
ser atribuido ao excesso de NaF, que pode ter depositado na superficie das
particulas resultando no aumento do tamanho das particulas conforme apresentado
na Figura 20.

As amostras submetidas a caracterizacdo por MEV podem apresentar uma

retracdo volumétrica, uma vez que as amostras analisadas por MEV estdo
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desidratadas e as submetidas a caracterizagdo por DLS estdo intumescidas
(Sawtarie; Cai; Lapitsky, 2017). Esse comportamento foi apresentado para as
amostras Q0,2 e Q2 com a retracdo volumétrica de 66,7% e 44,1%,
respectivamente. Porém, para Q e QO0,05, foi identificado aumento volumétrico de
3,82% e 11,9%, respectivamente, sugerindo que nesse intervalo de 24 horas
algumas particulas podem ter coalescidos.

Na Figura 21 (c) é possivel identificar que Q0,2 apresentou 94,7% das
particulas na faixa de tamanho entre 0,1-0,3 um mostrando uma distribuicdo de
particulas estreita. Resultados semelhantes foram obtidos por Huang e Lapitsky,
2011.

A quitosana € extremamente sensivel as variagcbes ambientais como: pH,
forca ibnica, ou carga oposta por ser um polieletrélito. A adicdo de um tampao (NaF)
antes da adicdo do agente reticulante, pode modificar as interacbes moleculares
com ions de reticulacdo (TPP) conforme estudos realizados por Huang e Lapitsky
(2011) onde eles avaliaram influéncia da adicdo de um sal monovalente (NaCl) na
formacao, estrutura e estabilidade coloidal de microgéis de quitosana, obtidos por
gelificacdo ionotrépica, utilizando o tripolifosfato de sddio com agente reticulante.
Este estudo revelou que quantidades moderadas de NaCl aumentam a estabilidade
coloidal de microgéis de quitosana/TPP e produz uma distribuicdo de tamanho de
particula menor e mais estreita durante a sua formacgéao, devido ao enfraquecimento
da ligagdo de quitosana/TPP que inibe a formagao de “pontes” (bridging) entre os

microgéis recém formados (Huang e Yan Lapitsky, 2011).

4.3.3 Ensaio Citotoxicidade

A Figura 22 mostra os resultados de viabilidade celular para a solucao de
quitosana (0,14%) (S), solucao de quitosana com 0,05%, 0,2% e 2%, de NaF,
S0,05%, S0,2% e S2%, respectivamente e as particulas de quitosana avaliadas
nesta etapa.
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Figura 22- Viabilidade celular das amostras S, S0,05%, S0,2%, S2% Q, Q0,05%, Q0,2% e
Q2%.

Ao observar a Figura 22, nota-se que a viabilidade celular para a solugao de
quitosana é de 59% e com a adicdo de NaF, essa viabilidade € reduzida. Logo,
essas amostras apresentam toxicidade relevante, prejudicial ao metabolismo celular.
Ja para as particulas de quitosana (Q) apresentam viabilidade em 69% e mesmo
com a adicdo do NaF, as amostras Q0,05% e QO0,2% apresentaram viabilidade
celular de 78%, sugerindo que as amostras ndo apresentam toxicidade a niveis de
prejudicar o metabolismo celular, pois de acordo com a norma ISO 10993-5, os
materiais que possuem viabilidade a partir de 70% sao considerados viaveis.

Liu e colaboradores (2007) avaliaram citotoxicidade das nanoparticulas
obtidas pelo método de emulsdo agua-6leo utilizando o glutaraldeido como agente
reticulante. Os resultados demonstram que as nanoparticulas de quitosana
reticuladas ndo apresentaram toxicidade.

4.3.4 Atividade Antibacteriana

A Figura 23 apresenta placa inoculada com meio de cultura contendo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 para as amostras estudadas.
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(a) (b)
Figura 23- Placa inoculada com meio de cultura contendo Staphylococcus aureus ATCC
25923 para as amostras: (a) TTP, S, S0,05%, S0,2% e S2% e (b) NaF, Controle positivo, Q,
Q0,05%, Q0,02% e Q2%.

Conforme apresentado na Figura 23, é possivel perceber que para o NaF e
TPP houve crescimento bacteriano, e isso ja era um resultado esperado, uma vez
que o TPP nao apresenta propriedade antibacteriana. Ja para o NaF, o mesmo
possui efeitos bactericidas em altas concentragées (Moynihan; Petersen, 2004;
Conceicao et al., 2007; Keegan et al., 2012).

Para as amostras S e Q ha crescimento bacteriano, diferindo dos resultados
apresentados na literatura (Qi et al., 2004; Chang et al., 2015). Isso pode ser
atribuido ao pH das amostras 5,1 e 5,6 respectivamente, conforme apresentado na
Figura 17, ja que atividade antibacteriana da quitosana aumenta a medida que o
valor do pH diminui, pois, a presenca de mais NHs* favorece a ligacdo com células
bacterianas, causando desestabilizagdo estrutural da bactéria (Chang et al., 2015).

E possivel observar, qualitativamente, na Figura 23 que para as amostras:
S0,05%, S0,2%, S2%, Q0,2 e Q2%, ocorreu inibicdo do crescimento bacteriano, e
isso pode ser atribuido a presencga do fluor.

Tambeém foi possivel observar que a atividade antibacteriana foi diretamente
proporcional ao potencial zeta uma vez que a Staphylococcus aureus é gram-
positiva, e as particulas de quitosana sdo menos eficazes a presenca das bactérias
Gram-positivas. A carga negativa na superficie da bactéria Gram-negativa favorece
a interacao das bactérias com as particulas de quitosana ( Du et. al, 2009)
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Estudos realizados por Chang e colaboradores (2015) observaram o efeito
das massas molares (300, 156, 72,1, 29,2, 7,1, e 3,3 kDa) e do pH na atividade
antibacteriana (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) da quitosana preparadas
por degradacao de celulase de quitosana (300 kDa) e técnicas de ultrafiltragdo. Os
resultados obtidos indicaram que a atividade antibacteriana aumenta para a
quitosana de elevada massa molar e pH acido, independente da temperatura (45°C
37°C, 15°C e 4°C) e do tipo de bactéria (Escherichia coli e Staphylococcus aureus).
A atividade antibacteriana da quitosana aumenta a medida que o valor do pH
diminui, pois a presenca de mais NHs* favorece a ligagdo com células bacterianas,
causando desestabilizacdo estrutural da bactéria (Chang et al., 2015)

Estudos realizados por Qi e colaboradores (2004), desenvolveram
nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas de quitosana carregadas com cobre
pelo método de gelificacdo ionotrdpica utilizando o TPP, a fim de avaliar a atividade
antibacteriana. Para o estudo eles utilizaram as nanoparticulas desenvolvidas,
solucdo de quitosana (0,5% m/v) e doxiciclina, com as seguintes bactérias: E. coli, S.
choleraesuis, S. typhimurium, e S. aureus. De acordo com os dados obtidos, as
nanoparticulas de quitosana e as nanoparticulas de quitosana carregadas com
cobre apresentaram uma atividade antibacteriana mais elevada que a solucao de
quitosana e doxiciclina. Para algumas bactérias como S. choleraesuis, S.
typhimurium e S. aureus as nanoparticulas de quitosana apresentaram uma
atividade antibacteriana maior (Qi et al., 2004).

Estudos realizados por Du e colaboradores (2009), avaliaram nanoparticulas
de quitosana obtidas pelo método de gelificacao inotrépica e os ions metalicos, Ag*,
Cu 2+, Zn?* , Mn 2+, Fe 2+ foram incorporados em nanosuspensodes respectivamente,
e foram analisados o potencial zeta, tamanho de particula e atividade bactericida in
vitro por concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentragdo bactericida minima
(MBC) contra Escherichia coli 25922, Salmonella choleraesuis ATCC 50020 e
Staphylococcus aureus 25923. Os resultados obtidos indicaram que a atividade
antibacteriana da quitosana aumentou com a presenca dos ions metalicos com
destaque para a prata com MIC de 3 e 6 ug / ml contra E. coli e S. aureus,

respectivamente.
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4.3.5 Caracterizacao da estabilidade

A Figura 24 apresenta o estudo de estabilidade do diametro de particula e IP
das amostras Q, Q0,05%, Q0,2% e Q2% no periodo de 24h, 40 e 80 dias.
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Figura 24- Diametro de particula e IP das amostras Q, Q0,05%, Q0,2% e Q2% no periodo
de 24h, 40 e 80 dias.

Na Figura 24 a, quando compara-se os tamanhos de particulas das
amostras armazenadas e avaliadas por 40 e 80 dias, € possivel observar que nao
houve modificagbes significativas no tamanho de particula e IP, mostrando que o
sistema permaneceu estavel corroborando com os resultados obtidos por Nguyen e
colaboradores (2017), exceto a amostra Q(0,05%) para 40 dias.

A Figura 25 apresenta o estudo de estabilidade do potencial zeta e pH das
amostras Q, Q0,05%, Q0,2% e Q2% no periodo de 24h, 40 e 80 dias.
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Figura 25- Potencial zeta e pH das amostras Q, Q0,05%, Q0,2% e Q2% no periodo de 24h,
40 e 80 dias.

Na Figura 25 observa-se que no periodo de 24 horas quando comparado com
os resultados obtidos no periodo de 40 dias houve reducao no potencial zeta para as
amostras Q0,05% e QO0,2% com 19,33% e 53,95% respectivamente. J& para o
periodo de 80 dias ndo houve modificagdes significativas. Durante o periodo
estudado, os valores de pH das amostras ndo apresentaram modificacoes
significativas.

A Figura 26 e 27 apresenta as micrografias e EDS das amostras ap6s 21
dias.
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Figura 26- Micrografias (10.000X) e EDS apo6s 21 dias: (a) Q e (b) Q0,05% em 21 dias.

Weight percentage Certainty Weight percentage Certainty
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Figura 27- Micrografias e EDS apés 21 dias: (a) Q0,2%(20.000X) e (b) Q2% (10.000X) 21
dias.
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Na Figura 26 e 27 é possivel identifcar particulas com formato esferico,
superficie lisa, corroborando com os dados apresentados nas Figuras 18 e 19,
exceto para amostra Q2%,conforme apresentado na Figura 28.

Weight percentage Certainty
Al | 67.2% 99.3 %
F ol 11.8% 96.5 %
o [ l10a% 95.3 %
Na |[8.0% 96.9 %
N [19% 84.7 %

lo.6% 81.8%
P |06% 80.3%

Figura 28- Micrografias (30.000X) e EDS apoés 21 dia de Q2% em 21 dias.

Por outro lado, apenas Q2% apresentou regides divergentes quando
comparado com outras amostras com NaF (Figura 26 e 27). As particulas
mantiveram o formato esférico, embora com superficies rugosas e maior
porcentagem de flior quando comparadas as demais regides (Figura 26 (b), e 27(c)
e (d)). Como Q2% possui maior quantidade de NaF, pode estar relacionada a um
excesso ou a um efeito migratorio do F~ na superficie das particulas, corroborando
com os dados apresentados na Figura 20.

A Figura 29 apresenta o histograma do didmetro das particulas obtidas das
micrografias apresentadas nas Figuras 26 e 27.
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Figura 29- Histograma do diametro das particulas apés 21 dias: (a)Q; (b)Q0,05; (c)Q0.2 e
(d)Q2 em 21 dias.

Ao analisar a Figura 29, pode-se observar que o diametro médio obtido pela
micrografia da amostra Q foi de 2,78um. Para as amostras Q0,05, Q0,2% e Q2%
possivel observar didametros meédios de 2,67 pm, 1,61 pym e 1,68 pm,
respectivamente. Ao comparar com o didmetro médio da amostra Q (2,78 um), as
particulas mencionadas apresentaram valores de diametro menores.

Na Figura 26 (a) é possivel observar que houve coalescéncia significativa de
69% das particulas para a amostra Q quando comparas com as amostras
apresentadas na Figura 24. No entanto, € possivel observar na Figura 26 (b) e 27
que a presenca de NaF ndo impediu a coalescéncia das particulas ap6s o periodo
de 21 dias, 59,4% , 68,32% e 59,6% respectivamente, diferente dos resultados de
Nguyen e colaboradores (2017), mas corroborando com os estudos Liu e
colaboradores (2007). Isso pode ser atribuido ao aumento do pH e a redugédo do
potencial zeta, com aumento da concentracdo de NaF, como mostrado na Figura 25,
resultando em um sistema instavel, corroborando com os dados obtidos por (Liu et
al., 2007; Mattu; Li e Ciardelli, 2013) que com aumento de pH e a redugcédo do
potencial zeta favorece a formagao de agregados.
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Embora para a analise do tamanho de particula apresentada na Figura 24 nos
periodos de 40 e 80 dias ndo houve mudangas significativas, sugerindo que a
coalescencias das particulas ocorreu durante a etapa de preparacao das amostras
para realizacao do MEV, uma vez que as amostras em DLS sao intumescidas e no
MEYV estéo desidratadas .

Nguyen e colaboradores (2017) desenvolveram nanoparticulas de quitosana/
TPP com NaF (0,2% e 0,4% m/v) pelo método de gelificacdo ionotrépica, para
avaliar a estabilidade dessas amostras. As amostras foram armazenadas na
geladeira por um periodo de 30 dias e caracterizadas por DLS para obter o tamanho
de particula e IP. Os resultados obtidos mostram que ndo houve alteragdes
significativas no tamanho de particula e IP, para ambas as amostras.

Liu e colaboradores (2007) avaliaram a estabilidade das nanoparticulas
obtidas pelo método de emulsdo agua-éleo utilizando o glutaraldeido como agente
reticulante com NaF, e foram caracterizadas por DLS. As amostras armazenadas a
4° C por 20 dias apresentaram o tamanho duplicado, porém durante o tempo
estudado de 251 dias os tamanhos foram mantidos.
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5 CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados nesta tese pode-se concluir que:

o A técnica desenvolvida e adaptada nessa pesquisa demonstrou ser efetiva
para a obtencao de particulas de quitosana e particulas de quitosana com NaF.

o De acordo com a literatura, foram obtidos tamanho de particulas que se
enquadram na faixa que proporcione uma bioadesdo na superficie do esmalte

dentario, favorecendo futuras aplicagdes na area.

o Com os parametros experimentais que foram avaliados, trés tiveram
influéncia direta no tamanho de particulas obtidas: (1) a razdo Q:TPP, (2) velocidade
de rotacéo aplicada, que apresentaram comportamento inversamente proporcional
aos valores de tamanho da particulas obtidos; e (3) a presenca do NaF nas
concentragdes estudadas reduziu significativamente o didametro médio das particulas
proporcionando obtencdo de particulas em escala nanométrica, indicando um
comportamento inversamente proporcional entre o diametro da particula e a

concentracdo do NaF no sistema.

o A adicao do NaF contribuiu para diminuir os valores de potencial zeta, sendo
a amostra Q2% que apresentou menor valor, 0 que deixou o sistema mais instavel,
favorecendo a formagdo de aglomerados. De maneira inversa, a adicdo do NaF
elevou os valores de pH préximo a neutralidade.

o Com relacdo a morfologia das particulas, a adicdo de NaF nao provocou
alteracbes significativas, com excecdo da amostra Q2%, que apresentou um
excesso de NaF na superficie.

o Do ponto de vista dos testes realizados antevendo futuras aplicacoes,
amostras se mostraram estaveis mesmo apds o periodo de 80 dias armazenadas; as
particulas de quitosana com 0,05% e 0,2% de NaF apresentam valores acima do
limite estabelecido pela norma ISO 10993-5 no comportamento citotoxico, o que
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indica uma possibilidade de ser aplicado em sistemas biolégicos, muito embora o
caminho regulatério ainda seja longo.

o Para os ensaios microbiologicos iniciais, houve indicios preliminares e
qualitativos de que a presenca do NaF possibilitou a inibicdo do crescimento
bacteriano para as amostras S0,5%, S0,2%, S2%, Q0,2 e Q2%, 0 que endossa mais
uma vez o potencial de aplicacao do material estudado.

o Dentro do universo estudado, a amostra que apresentou resultados mais
promissores foi a amostra com 0,2% de NaF, indicando uma estabilidade no
sistema, com um controle maior da faixa de tamanho de particula e probabilidade de
uma atividade antibacteriana frente ao biofilme bacteriano. Portanto, sugere-se a
continuidade dos testes e futuros estudos, e também uma futura aplicagdo na area
odontoldgica, para essa a amostra.

Os estudos descritos apresentaram aspectos sobre obtencao de particulas de
quitosana, destacando trés pontos: varidveis de processamento, tamanho de particula
e morfologia. De maneira geral, com o presente trabalho foi possivel obter particulas
de quitosana e quitosana/NaF de forma satisfatéria, cumprindo os objetivos tracados,
necessitando de adaptacdes e sugerindo uma possivel aplicadas na odontologia

preventiva.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Dentro do trabalho desenvolvido nesta tese, surgiram novas possibilidades
de estudo para serem realizadas em futuras pesquisas:

e Realizar o ensaio de liberacado controlada das particulas de quitosana com
NaF;

e Realizar ensaios microbioldégicos quantitativos, especialmente o teste de
Concentragao inibitéria minima (CIM) com diferentes concentracdes das
amostras e Concentracdo bactericida minima (CBM), e utilizando a
Streptococcus mutans entre outras bactérias e leveduras;

e Realizar o teste de desmineralizacao in vitro e in vivo;

e Realizar ensaios citotdéxicos com células extraidas da mucosa oral.



