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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos
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DESENVOLVIMENTO DE UM DISPOSITIVO DE LIBERACAO CONTROLADA
DE FARMACO PARA TRATAMENTO COADJUVANTE DE DOENCA
PERIODONTAL

Vanessa de Moura Queiroz
Margo/2018

Orientadoras: Renata Antoun Simao
Maira do Prado

Programa: Engenharia MetalUrgica e de Materiais

A doenca periodontal é uma condicdo inflamatoria, principalmente devido a acédo das
bactérias presentes no filme subgengival, que se nédo tratada, provoca a perda progressiva
dos tecidos de suporte dental. O presente estudo descreve o desenvolvimento de um
dispositivo para liberagdo controlada de antimicrobiano, a partir de um filme com base
polimérica biodegradavel, com o objetivo de ser utilizado como coadjuvante ao
tratamento periodontal crénico. Foram fabricados filmes de amido termoplastico com a
incorporacdo da clorexidina, pelo processo de gelatinizacdo e evaporacdo do solvente,
sob agitacdo de 48 h para formacdo de particulas no filme. As caracterizacbes
morfoldgicas realizadas por MEV e AFM, mostraram uma superficie irregular composta
de particulas incorporadas com clorexidina com diferentes tamanhos dispersas em matriz
de amido. Os modulos de dureza e elasticidade foram determinados por nanoindentacéo,
se mostrando satisfatorios para a proposta de insercdo na bolsa periodontal. Os testes de
Raman e FTIR determinaram a composic¢do quimica dos filmes, e mostraram a presenca
do amido e da clorexidina. A DRX, demonstrou que os filmes formados eram amorfos.
A liberacdo do farmaco in vitro foi observada durante 21 dias por espectrofotometria de
UV-Vis, com um total de 0,19 g/L de clorexidina liberados. O potencial microbiologico
dos filmes foi avaliado pelo teste de disco-difusdo em Agar contra micro-organismos
importantes da doenca periodontal, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, e P.

melaninogenica e obtendo boa inibi¢do de crescimento em todos 0s casos.
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Periodontal disease is an inflammatory condition, mainly due to the action of the
bacteria present in the subgingival film that can cause, if not treated, progressive loss of
dental support tissues. The present study describes the development of a drug delivery
system of antimicrobial, from a film with biodegradable polymer base, with the purpose
of being used as an adjunct to chronic periodontal treatment. Thermoplastic starch films
were manufactured by gelatinization and casting with the incorporation of chlorhexidine
after 48 h of stirring for particle formation in the film. Morphological characterizations
were performed by MEV and AFM and showed an irregular surface with particles
incorporated with chlorhexidine with different sizes dispersed in a starch matrix. The
hardness and elasticity modules were determined by nanoindentation, proving
satisfactory results for the insertion proposal in the periodontal pocket. Raman and FTIR
tests determined the chemical composition of the films, and showed the presence of starch
and chlorhexidine. The DRX, demonstrated that the films were amorphous. The release
of the in vitro drug was observed for 21 days by UV-vis spectrophotometry, with a total
of 0.19 g/L of Chlorhexidine released. The microbiological potential of the films was
evaluated by the disk diffusion test in agar against important micro-organisms of
periodontal disease, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, and P. melaninogenica
and obtaining good inhibition of growth in all cases.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doenca de etiologia infecto-inflamatoria, que
resulta na perda progressiva dos tecidos de suporte dos dentes, ou ainda do elemento
dental propriamente dito (AAP 2015).

A DP esté relacionada com a susceptibilidade e habitos do hospedeiro. Em relacdo
as condigdes sistémicas que aceleram o desenvolvimento e a evolugdo da DP, pode-se
destacar o Diabetes Mellitus, fatores genéticos, obesidade, osteoporose, entre outros
fatores ndo modificaveis. Fatores de risco modificaveis, como o tabagismo e o estresse,
também influenciam no agravamento da DP (CAFIEIRO et al., 2013; KINANE et al.,
2017).

Os sintomas classicos que caracterizam o inicio da DP, sdo edema, vermelhidao
da gengiva marginal e sangramento a sondagem ou espontaneo, além do desenvolvimento
da bolsa periodontal (BP). O diagndstico precoce da DP é o primeiro desafio no
tratamento, porque, no seu estagio inicial, a doenca periodontal raramente provoca dores.
Assim, a maioria dos pacientes ndo procura ajuda odontoldgica antes do agravamento da
doenga (KINANE et al., 2017).

O tratamento da DP requer a remocdo da placa bacteriana através do tratamento
mecanico ndo cirdrgico de raspagem e alisamento coronario e radicular, que combinada
com um bom controle da higiene bucal, pode promover a reducdo da BP (LINDHE et al.,
2010). A cooperagédo do paciente € um fator muito importante para manter o controle da
placa bacteriana. (HAFFAJEE et al., 1997). Além das dificuldades do paciente ao realizar
a limpeza dos tecidos moles e do dente, problemas anatémicos e limitacdo de acesso a
BP, podem comprometer a efetividade da terapia mecanica, permitindo a recolonizacao

da placa e permanéncia da BP (BERCHIER, et al., 2010).



A terapia coadjuvante ao tratamento mecénico, utilizando antimicrobianos, tem
sido sugerida a fim de superar estas limitagdes. O objetivo do uso de antimicrobianos é
conseguir que este tenha uma atividade eficaz e que mantenha a sua concentragio
inibitéria minima prolongada, com a finalidade de ndo permitir a reincidéncia da infecgdo
(TEIXEIRA, 2008). O periodontista pode realizar abordagens diferentes, combinando o
tratamento mecénico a antimicrobianos locais ou sistémicos, de acordo com a necessidade
de cada caso (BIDAULT et al., 2007;LINDHE et al, 2010; GAETTI-JARDIM et al.,
2010). Dos diversos farmacos utilizados para este fim destaca-se a clorexidina (CHX)
(ELLEPOLA & SARAMANAY AKE, 2001; LIMA, 2016).

Nas Ultimas décadas vem sendo desenvolvidos uma grande variedade de estudos
para liberacdo controlada de farmacos para tratamento da DP (TABARY et al. 2014).
Em especifico, os dispositivos intrabolsa periodontal que podem ser divididos em duas
categorias, dispositivos biodegraddveis e ndo-degradaveis. Os dispositivos
biodegradaveis possuem a grande vantagem de exigir que o paciente ndo precise remover
o dispositivo (RAMS, 1996; NAGARAJU et al. 1999), além de reduzir as reagdes
adversas e efeitos colaterais indesejados associados a a¢do do farmaco (LANGER, 1990).

Todavia, apenas alguns dispositivos de liberacdo controlada intrabolsa periodontal
a base polimeros bioabsorviveis, géis, modificadores de viscosidade ou plastificantes séo
mundialmente aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), tais como
Actisite®, Atridox™, Arestin™, Periostat, Periochip®. Além destes, dois dispositivos
ndo sdo aprovados pela FDA, o Dentomycin® e o Elyzol®.(TABARY et al., 2014;
YADAV et al., 2015 ).No entanto, a comercializacdo destes dispositivos € realizada
apenas na Europa, Asia e parte dos Estados Unidos, e possui um custo elevado.

Além disso, pelo fato da periodontite cronica ser uma das doencas orais de alta

prevaléncia, principalmente em paises de baixo indice sdcio-econémico e com grande



desigualdade social (PETERSEN & OGAWA, 2012), é preciso um dispositivo local, que
ndo seja absorvido sistemicamente, biodegradavel, potencialmente superior e mais eficaz,
que proporcione uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes.

E preciso que o dispositivo tenha um maior tempo de agdo do antimicrobiano,
menor toxicidade, amplo espectro, facil producdo, que diminua os custos da terapia
periodontal, além de evitar a evolucdo da DP, terapias cirurgicas e até a perda dos dentes

afetados, fazendo-se assim, necessario o desenvolvimento deste estudo.



2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de um dispositivo de

liberacdo controlada de farmaco intrabolsa periodontal de base polimérica.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos do presente estudo foram desenvolver um dispositivo de liberagdo
controlada de farmaco intrabolsa periodontal com base polimérica biodegradavel
(Amido) e um antimicrobiano de amplo espectro (Gluconato de Clorexidina).

Foram avaliados:

e Aviabilidade da producéo de filmes de amido utilizando CHX como farmaco.
e As propriedades mecanicas através de testes de nanoindentacéo;

e A caracterizacdo da superficie dos filmes através de MEV e AFM.
e A caracterizacdo da estrutura quimica do dispositivo através de Raman e FT-
IR.

e Avaliacdo da cristalinidade através de DRX.

e A liberacdo controlada do farmaco através de espectrofotometria por UV —
Visivel;

e O potencial bactericida/bacteriostatico do dispositivo in vitro na presenca das
bactérias Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella

melaninogenica e Porphyromonas gingivalis.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo apresentados os topicos relevantes para a contextualizacao e

entendimento do tema.

3.1. PERIODONTO SAUDAVEL

Todos os dentes saudaveis completamente desenvolvidos sdo constituidos por
tecidos conjuntivos modificados, que compreende: O 6rgao dentario (esmalte, dentina e
polpa), o periodonto de protecdo (gengiva e a cuticula do dente) e o periodonto de
inser¢do (ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar) (LINDHE, et al
2010). Cada um destes tecidos possui particularidades quanto a sua posicao, arquitetura
e composi¢do quimica/bioguimica, mas desempenham independentemente cada uma das
suas funcdes (LIMA, 2016).

A gengiva é uma membrana composta pelo tecido epitelial estratificado
pavimentoso e pelo tecido conjuntivo subjacente, chamado Iamina propria. Pode ser
diferenciada em gengiva livre e gengiva inserida. A gengiva livre se caracteriza por
coloracgéo rosea, superficie lisa, opaca e arredondada, de consisténcia firme e espessura
em torno de 1mm, formando uma pequena invaginacdo entre o dente e a gengiva, o sulco
gengival (LINDHE et al., 2010). A gengiva inserida encontra—se localizada em direcéo
apical até a juncdo mucogengival, se tornando continua com a mucosa alveolar. Esta
mucosa estd firmemente inserida no 0sso alveolar e no cemento através de fibras do tecido
conjuntivo, sendo comparativamente imovel em relacdo aos tecidos subjacentes.
Apresenta coloracao rosada, textura firme, com pequenas depressdes na superficie, dando

aspecto de casca de laranja (CARRANZA et al., 2012; LINDHE et al., 2010).



Um termo frequentemente utilizado para descrever as dimensdes dos tecidos
mucosos em contato com os dentes é o espaco bioldgico. Esta regido consiste em uma
barreira biol6gica, que tem como funcdo proteger os tecidos de suporte (cemento
radicular, ligamento periodontal e 0sso alveolar) de agressdes bacterianas e seus produtos
toxicos. Quando essa protecdo é violada, seja pela doenca periodontal, por cérie, fraturas
dentais, procedimentos restauradores, entre outros, ha um comprometimento do processo
fisiologico periodontal, havendo uma migracdo e reorganizacdo mais apical destas
estruturas periodontais (BEZ, 2014).A fisiologia do espaco biolégico compreende as
medidas do epitélio juncional (0,9 a 1,0 mm), do sulco gengival (0,65 a 0,69mm) e a
insercdo de fibras supracrestais (1,06 a 1,08mm). Estes valores determinam uma estrutura
tecidual sadia na faixa de 2 a 3 mm (GARGIULO et al., 1961).

Em relacdo ao periodonto de insercdo, oligamento periodontal € um tecido
conjuntivo frouxo, altamente vascularizado e celular, unindo o cemento radicular ao 0sso
alveolar. Possui largura variavel, medindo entre 0,2 — 0,4mm. A presenca do ligamento
periodontal permite que a forca aplicada na atividade biomecénica de mastigagédo e
mordida seja amortecida, distribuida e absorvida pelo processo alveolar, através do 0sso
alveolar. O ligamento periodontal é essencial para a mobilidade dentaria, que é
determinada pela largura, altura e pela qualidade do ligamento periodontal (LINDHE et
al., 2010).0 cemento radicular € um tecido mesenquimal especializado, mineralizado e
avascularizado, que reveste as superficies radiculares e, as vezes, pequenas por¢des das
coroas dos dentes (LINDHE et al., 2010).A parte da maxila e da mandibula que forma e
suporta os alvéolos dentarios € o 0sso alveolar, que constitui o aparelho de insercao dos
dentes. Estes sdo considerados estruturas ¢sseas dependentes, sujeitas a atrofia em caso

de perda do dente (LINDHE et al., 2010).



3.2. DOENCA PERIODONTAL

O periodonto responde a multiplos estimulos mediados por processos
inflamatdrios agudos e crénicos, que sdo divididos em duas categorias principais:
gengivites e periodontites.

A Academia Americana de Periodontia (AAP) classificou as doencas
periodontais, em 1999, como: (ARMITAGE, 1999; LINDHE et al., 2010)

1) Gengivites;

2) Periodontite agressiva;

3) Periodontite cronica (PC);

4) Periodontite com manifestacGes de doencas sistémicas;

5) Necrosantes;

6) Abcesso Periodontal;

7) DP associada a lesGes endodénticas;

Ja em 2015, a Academia Americana de Periodontia propds a atualizacdo da
classificacdo proposta por ARMITAGE, 1999. Tal atualizacdo aborda trés areas
especificas: nivel de insercdo, periodontite crénica versus agressiva e localizada versus
generalizada (AAP, 2015).

A periodontite cronica é a forma mais frequente da DP (AAP, 2015; CARRANZA
et al., 2012). E caracterizada pela inflamag&o dos tecidos de suporte dental e além dos
sintomas classicos como alteragdo de cor, textura, volume da gengiva marginal,
sangramento a sondagem, também apresenta reducdo da resisténcia dos tecidos moles, o
que provoca aumento da profundidade de sondagem da BP, perda de insercdo (Figural),
aumento da mobilidade dentéria, exposicdo de furca, perda de osso alveolar e eventual

esfoliacdo do dente. A PC atinge adultos, mas também pode ocorrer em criangas. A



destruicdo dos tecidos periodontais esté relacionada com os habitos de higiene bucal, ou
com fatores secundarios como tabagismo, estresse e fatores de risco sistémico, tais como
diabetes, HIV, obesidade, entre outros (LINDHE et al, 2010).

Diferente da gengivite, que se manifesta ap6s poucos dias ou semanas a partir do
actimulo de biofilme dental (LOE et al., 1965), a PC, na maioria dos casos, se desenvolve
apos longos periodos, as vezes por anos de exposicao as toxinas liberadas pelas bactérias
do biofilme dental (LINDHE &NYMAN., 1975). A progressao da PC é lenta, mas em
algum estagio ela sofre uma fase aguda e resulta na perda adicional de insercdo e 0sso
alveolar, com consequente aumento da BP. A perda de insercao clinica pode determinar
a extensdo e a gravidade da PC, que pode ser considerada como leve (1 a 2mm de perda
de insercdo), moderada (3 a 5mm de perda de inser¢éo), ou grave (> do que 5mm de perda

de insercdo) (AAP, 2015; LINDHE et al., 2010 ).

Dentes/gengivas infectados . Dentes /gengivas saudaveis
Placa bacteriana . .
Gengiva saudavel
Bolsa ' — \
Periodontal

Inflamacao

Figura 1. llustracdo mostrando a diferenca entre a gengiva saudavel (lado direito) e
apresentando doenca periodontal (lado esquerdo). (Adaptado de NAIR & ANOOP,
2012).



3.3. BIOFILME DENTAL (BD)

De forma geral, bactérias gram-positivas e facultativas sdo associadas a saude
periodontal e sdo consideradas espécies benéficas, enquanto as bactérias gram-negativas
e anaerobias sdo geralmente associadas a doenca periodontal. Por isso, a compreensdo da
formagdo do biofilme dental e da sua estrutura biologica é fundamental para controlar ou

prevenir a evolucdo da DP (HARVEY, 2017).

A composicéo do biofilme dental é em torno de 70% bactérias e 30% de elementos
ndo microbianos, como por exemplo, mucina salivar, polissacarideos, detritos
alimentares, enzimas, leucdcitos, proteinas, sais minerais e células epiteliais descamadas
(JAIN et al., 2008). Esta matriz envolve 0s micro-organismos do BD em um ambiente
que os protege eficazmente (ANWAR et al., 1990). Assim, estas bactérias sdo de 1000 a
1500 vezes mais resistentes aos antimicrobianos que aquelas existentes fora do BD, no

mesmo ambiente oral (TEUGHELS et al., 2012).

O biofilme é permeado por canais circulatorios que permitem o influxo de
nutrientes e saida de produtos residuais ou metabolitos. Este sistema de canais atende as
necessidades nutricionais e respiratorias da populacdo densa de organismos, 0 que ndo

seria possivel apenas por difusdo pela matriz (TEUGHELS et al., 2012).

A primeira camada que se forma em uma superficie de dente recém-limpa é
chamada de pelicula adquirida que caracteriza o biofilme supragengival. Esta camada
comeca a se formar em segundos pela adsorcdo de glicoproteinas salivares no esmalte
dentario, cemento, dentina ou raiz exposta, ou qualquer outra superficie dura dentro da
cavidade oral (HARVEY, 2017; TEUGHELS et al., 2012; EGLAND & MARQUIS,

2014). A formacéo da pelicula adquirida é rapidamente seguida pela fixacéo inicial dos



primeiros colonizadores que sao predominantemente gram-positivos, facultativos e sem
motilidade, que em geral, sdo bactérias dos géneros Streptococcus (até 80%) e
Actinomyces. A fixacdo, ou adesdo, é o processo que envolve o reconhecimento de
moléculas receptoras especificas na pelicula por proteinas chamadas adesinas que se
projetam de superficies bacterianas e permitem esta ligacdo a superficie dental (EGLAND

& MARQUIS, 2014).

Camadas bacterianas subseqlientes se formam sobre outras bactérias que ja estdo
aderidas na superficie por coagregacdo, dando origem ao biofilme subgengival. Certas
espécies de bactérias s6 se coagregardo com outras espécies de bactérias, com base em
caracteristicas compartilhadas e / ou relagdes simbioticas. Um exemplo de tal simbiose
ocorre entre Treponema denticola e Porphyromonas gengivalis. A T. denticola produz
succinato a partir da fermentacdo de aminoacidos na placa subgengival, e P. gingivalis
utiliza este succinato para coagregar a superficie e em contrapartida, ela produz certos
acidos graxos que podem estimular o crescimento a T. denticola (JENKINSON et al.,

2014; HARVEY, 2017).

Deslocamentos populacionais ocorrem durante o desenvolvimento do biofilme e,
com o aumento da populacgdo bacteriana, pela coagregacdo de mais camadas, 0 oxigénio
se torna escasso, tornando o ambiente mais adequado para a colonizagdo por organismos
anaerdbios, que sdo predominantemente bastonetes, gram-negativos e filamentosos,
considerados patogénicos. Um exemplo de colonizador chave para este processo € o
Fusobacterium que € considerado um organismo “ponte” entre 0s primeiros
colonizadores e 0s colonizadores secundarios, porque é exclusivamente capaz de
coagregar com todas as outras espécies dentro da placa (TEUGHELS et al., 2012;

EGLAND & MARQUIS, 2014; SCANNAPIECO, 2014; HARVEY, 2017).
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Quando se forma a BP, a formag&o do biofilme se torna muito mais complexa,
predominando a presenca de bactérias com potencial patogénico maior nas camadas mais
apicais da BP. Algumas delas com capacidade de invadir os tibulos dentarios, que podem
servir de “abrigo” para recolonizagdo apés o tratamento da DP (LINDHE et al., 2010).

O trabalho de LOE e colaboradores (1965) confirmou a relagdo causal entre PB e
gengivite experimental em humanos. Eles verificaram clinicamente a evidéncia que a
gengivite se desenvolve no periodo de 7 a 21 dias apds a suspensdo das medidas de
higiene oral e que o restabelecimento da satde gengival ocorre entre 7 e 10 dias apés a
volta da rotina da higiene bucal. Documentou—se também a mudanca da populacao
bacteriana predominante gram—positiva, que é normal em periodontos saudaveis, para a
maioria de bastonetes gram—negativos e espiroquetas durante a evolucdo da gengivite
para DP. J& no trabalho de SOCRANSKY e colaboradores (1998),seis grandes complexos

bacterianos presentes no biofilme subgengival em adultos foram observados (Figura 2).

Figura 2. Complexos bacterianos (Adaptado de SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).
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O complexo vermelho é composto por bactérias extremamente patogénicas que
causam maior dano ao periodonto. E intimamente associado ao sangramento na sondagem
e € compreendido pelas espécies: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e
Treponema denticola. A Eubacterium notadum foi adicionada mais tarde (HARVEY,
2017).

O 2° grupo consiste no complexo laranja, que precede a colonizagao das bactérias
do complexo vermelho e inclui as espécies:Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Streptococcus constellatus e Campylobacter gracilis. Estes dois
grupos sdo considerados de maior importancia no que diz respeito a DP. A Prevotella
melaninogenica foi adicionada ao grupo posteriormente (TELES et al., 2013).

No 3° grupo, o complexo é representado pela cor amarela e composto por algumas
espécies de Streptococcus, tal como S. sanguis, S. oralis, S. mitis. S. gordonii e S.
intermedius. O 4° complexo, de cor verde, abrange as espécies de Capnocytophaga,
incluindo Campylobacter concisus, Eikenella corrodens e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sorotipo a. O complexo roxo, ou 5° € representado pelas espécies
Veiltonelta parvula e Actinomyces odontolyticus,0 6° e ultimo, complexo azul, abrange
as outras especies do género Actinomyces. Estas espécies sdo colonizadores primarios da
superficie do dente e seu crescimento geralmente precede a multiplicacdo das bactérias
dos grupos vermelho e laranja, predominantemente gram-negativos.

Estes autores mostraram que os complexos azul, roxo, verde e amarelo séo
compostos por bactérias com maior capacidade de adeséo a superficie dental. A presenca
destas bactérias favorece uma ligacdo através de receptores para adesdo de outras
bactérias do complexo laranja, que sdo patogénicas e relacionadas a DP. Sucessivamente,

estas bactérias do 2° grupo, criam suporte para a adesdo das bactérias do complexo
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vermelho, que sdo agentes etioldgicos da PC e estdo diretamente relacionadas com o
aumento da profundidade da BP.

De acordo com LINDHE (2010), existem dois mecanismos que explicam a
maneira que as bactérias da PB séo capazes de driblar a resposta imune do paciente para
conseguir invadir as células, se multiplicarem e colonizar a BP, baseando—se em fatores
de viruléncia destrutivos.

O primeiro mecanismo, é que durante a formacdo do biofilme, quando as bactérias
se multiplicam e liberam enzimas proteoliticas (ex.: hialuronidase, colagenase, nuclease,
hemolisina, coagulase, sulfatase, glicuronidase etc.) que sédo capazes de lesionar 0s
tecidos, provocando rompimento da barreira epitelial. Desta forma, alcangando o tecido
conjuntivo subjacente, ativando o sistema imune com uma resposta a inflamagéo. No
segundo mecanismo é pela presenca de varias espécies bacterianas patogénicas capazes
de produzir substancias antigénicas (endotoxinas ou metabdlicos toxicos) que sdo capazes
evadir-se do sistema imunolégico degradando as imunoglobulinas e sistema
complemento, tendo um efeito indireto (LIMA,2016).

Isto € demonstrado no estudo in vitro de SEYMOUR & HEASMAN (1992), onde
varias destas espécies bacterianas podem produzir uma variedade de enzimas e toxinas
que podem interferir em muitas funcbes celulares. As espécies P.gingivalis e A.
actinomycetemcomitans sintetizam colagenase e outras enzimas proteoliticas toxicas que
podem contribuir para a destruicdo dos tecidos de suporte. Além de também haver a
possibilidade de produzirem fatores que inibem o mecanismo de defesa normal na BP,
inativando anticorpos e esquivando da fagocitose. A A. actinomycetemcomitans secreta
leucotoxina, endotoxinas e bacteriocinas, enquanto a P. gingivalis produz um

lipopolissacarideo que pode causar infeccdes orais, extraorais, abscessos de tecidos moles
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e destruicdo total do suporte dos dentes (RASMUSSEN et al. 1966;
STEINBERG&FRIEDMAN, 1988; PIOVANO, 1999).

O nivel de patogenicidade dos micro-organismos também pode influenciar na
gravidade da DP e na profundidade da BP. A P.gingivalis é uma bacteria encapsulada
considerada o principal patdgeno responsavel pela progressdo da DP, devido a sua
capacidade de interagir e facilitar o desenvolvimento das outras bactérias do complexo
vermelho, como a T. denticola (como ja descrito anteriormente). Além disso, ela
consegue penetrar nas células epiteliais da BP, conseguindo evadir-se dos mecanismos
de defesa do hospedeiro. Seus componentes moleculares se modulam a resposta
imunolégica do hospedeiro gerando um aumento na liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias e metaloproteinases de matriz e alteragdes nos mecanismos de apoptose de
macrofagos e linfocitos T (LEON et al., 2016).

As bactérias do género Prevotella (nigrenscens, intermedia e melaninogenica)
possuem presenca elevada em determinados casos de DP e em sitios progressivos da
periodontite cronica (LINDHE et al., 2010). Estes patégenos sdo produtores de R-
lactamase, que é relacionada a resisténcia bacteriana a antimicrobianos como as
penicilinas. A P. intermédia e a P. nigrescens sdo alguns dos principais micro-
organismos causadores da DP, pois alguns dos seus fatores de patogenicidade séo
responsaveis por estimular a reabsor¢do 0ssea e ativar ou inibir células imunitarias, tais
como sua capsula polissacaridica, a presenca de enzimas protetoras contra o oxigénio e
de proteases que intensificam a enfermidade periodontal acelerando a destruicdo dos
tecidos de suporte e evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (MUNCHOW et

al., 2015).

14



3.4. TRATAMENTOS PARA DOENCA
PERIODONTAL

Partindo—se do principio de que a causa primaria da DP € a placa bacteriana ou o
biofilme dental, o tratamento periodontal tem o objetivo de eliminar, minimizar e reduzir
consideravelmente o nimero de bactérias patogénicas existentes e a reducdo daBP

(STEINBERG& FRIEDMAN, 1988).

3.4.1.TRATAMENTO MECANICO

O tratamento mecéanico na terapia periodontal é realizado por meio da raspagem e
alisamento radicular (RAR) com objetivo de remover os micro-organismos da PB e o
calculo supra e subgengival. A RAR é o principal tratamento periodontal ndo-cirargico
considerado padréo ouro e pode ser realizado com instrumentos manuais, sonicos e ultra-
sonicos. A remocdo da PB subgengival através da RAR, expdem a dentina, 0 cemento e
0 epitélio da BP, para colonizacdo de bactérias aer6bias menos patogénicas. Com a
concentracdo reduzida de produtos bacterianos patogénicos,hd uma reducdo do fluxo
crevicular e a estabilizagdo de pH. Com a diminuicdo da inflamagdo, a RAR também

promove a reducdo da BP (LINDHE et al., 2010).

Apos o tratamento de RAR em BP profundas ocorre a recessdo da margem gengival,
devido a reducéo do processo inflamatdrio e a adaptacdo do epitélio juncional na base da
BP. Também ocorre a redugdo do sangramento a sondagem que pode refletir o aumento
da resisténcia de penetracdo da sonda no tecido, quando é feita a reavaliacdo (LINDHE

et al., 2010).
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Os procedimentos para tratamento da DP que sdo realizados em consultério
devem ser combinados com o hébito de higiene bucal do paciente apds a consulta, afim
de proporcionar uma rapida restauracéo da homeostase e cicatrizagao local da area afetada
(HARVEY, 2017).

No estudo de HAFFAJEE e colaboradores (2006) foi demonstrado um aumento
da colonizagdo de micro-organismos gram-positivos associados a saude periodontal, tais
como S. mitis, S. oralis, S gordonni e S. sanguinis, entre outros ap0s o tratamento
mecanico subgenvival. O reaparecimento de micro-organismos patogénicos do complexo
vermelho e laranja foram identificados apds 3 meses do tratamento.

No trabalho de TORRES e colaboradores (2000), foi descrito que nos estudos que
se desenvolveram na década de 80, observou—se que trés meses apos o tratamento por
RAR com orienta¢des ao paciente sobre a manutencéo da higiene oral, o indice da placa
atingiu de 60 a 80% em relagéo ao inicial.

Entretanto, em alguns casos a RAR parece ndo ser capaz de manter a salde
periodontal, devido a questdes anatbmicas e também devido a patogenicidade bacteriana,
de algumas espécies, como Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermédia, etc. Alguns destes patdgenos possuem a capacidade de atingir os tecidos
periodontais através dos tdbulos dentinarios e podem transformar estas areas em
reservatorios de microrganismos, dificultando ou inviabilizando o sucesso do tratamento
mecanico (BASTOS, 2015)

Nestes casos, 0 uso coadjuvante de antimicrobianos no tratamento da DP tem
potencial de suprimir as bactérias que colonizam a BP e invadem os tecidos periodontais,

de acordo com a indicacdo do periodontista (BIDAULT et al., 2007).
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3.4.2. TRATAMENTOCOADJUVANTE COM

ANTIMICROBIANOS

A utilizagdo de antimicrobianos como coadjuvantes ao tratamento mecéanico
podem promover a inibicdo e controle do biofilme bacteriano, além de serem hébeis em
minimizar a patogenicidade da microflora subgengival, obtendo assim melhores
resultados no tratamento da DP (SEYMOUR & HEASMAN, 1992).

Entre as décadas de 1930 e 1940, foram testados diversos quimioterdpicos
potentes e ativos antimicrobianos, tais como penicilinas, estreptomicinas e sulfonamidas,
no tratamento da DP. Porém, devido ao uso difundido e indiscriminado dos
antimicrobianos, as bactérias da placa foram realizando mutacbes e adquirindo
resisténcia, além de novamente aparecerem efeitos colaterais do uso sistémicos destes
medicamentos, implicando em outros riscos (LINDHE et al., 2010).

As concentragdes terapéuticas dos antimicrobianos sistémicos eram estabelecidas
no foco da infeccdo por periodos curtos ap6s a sua administragdo oral. Foi constatado,
que ndo é adequado utilizar os antimicrobianos por um espaco de tempo muito longo,
justamente pela possibilidade de apresentarem os efeitos colaterais indesejados como
febre, néuseas, diarréia, gastrite, ulceracdo, transtornos digestivos, alem de alergias
tornando o tratamento sistémico inadequado. Desde modo, a aplicagdo local do
antimicrobiano atraves do sistema de liberacdo de farmaco intrabolsa periodontal, se
tornou um método atrativo no tratamento da DP, além de buscar reduzir bruscamente 0s
efeitos colaterais (BRUSCHI, 2006).

Entdo, como a DP é uma condicdo inflamatoria, a administracdo de um
antimicrobiano localmente tem varias vantagens em relagdo ao tratamento sistémico,

como descrito na Tabela 1,além de permitir atingir o intervalo terapéutico adequado e
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penetrar perfeitamente nos locais da mucosa apenas na cavidade oral(SCHWACH-

ABDELLAOUI et al., 2000; LESZCZY — SKA et al., 2011).0s antimicrobianos mais

estudados para tratamento local incluem as Tetraciclinas (minociclina e doxiciclina),

metronidazol e clorexidina (LINDHE et al., 2010).

Tabela 1. Potenciais vantagens da administracdo de farmaco local versus a

administracdo sisttmica para tratamento da DP (Adaptado de YADAYV et al., 2015)

Administracdo Sistémica

Administracdo Local

Menor concentragdo de fa&rmaco na BP

Alta concentracdo do farmaco na BP

Desenvolvimento de resisténcia dos

patdgenos

Menos chances de desenvolvimento de

resisténcia

Efeitos colaterais indesejaveis

Efeitos secundarios minimos

Todo o corpo é exposto ao medicamento

podendo ser toxico ao organismo

Evita a exposicdo do farmaco a locais

desnecessarios

E necessaria uma dose mais elevada

E necessaria uma dose relativamente

mais baixa

Inativacdo de farmacos devido ao

metabolismo e excrecao

Evita a inativacdo de drogas

Invasivo, podendo perturbar a flora

bacteriana residente

Né&o invasivo, ndo compromete a flora

residente

Depender da adesao do paciente as

dosagens

Menor dependéncia do paciente para

administrar as dosagens

Os sistemas de administracdo local de farmaco possuem uma gama de aplica¢tes

(YADAV et al., 2015). Ha enxaguatorios bucais (bochechos), pastas especiais, gomas de

mascar, irrigantes, jatos pulsateis, mas que penetram, no maximo até 2mm abaixo da

margem gengival. E mesmo utilizando dispositivos irrigantes adequados, o tempo de

permanéncia dentro da BP é insuficiente, devido a frequente troca do fluido crevicular.



Por este motivo, a aderéncia ao tratamento pelo paciente, se torna um fator limitante para
garantir que o tratamento clinico seja eficaz (BRUSCHI, 2006; YADAV et al., 2015).

Sobre a farmacodinamica, segundo CIONCA e colaboradores (2009), os
antimicrobianos utilizados no tratamento da DP, podem ser classificados de acordo com
seu mecanismo de agéo:

¢ Inibigdo da sintese de parede celular;

e Inibigdo de sintese de acido nucléico;

e Inibigdo de sintese protéica;

e Alteracdo da permeabilidade na difusdo ou transporte ativo através da membrana

celular.

Quanto mais destes mecanismos o fArmaco apresentar, aumentara sua efetividade,
que pode ser comprovada em estudos in vitro e clinicos. Porém, ndo ha produtos
comercializados que preencham todos os requisitos e ainda alguns apresentam pouca
eficacia e efeitos colaterais indesejaveis ao longo do tratamento (SAMPAIO et al., 2011).

LINDHE (2010) classifica os agentes de acordo com a sua substantividade, que
refere—se a atividade antimicrobiana residual. Alguns compostos quaternarios de amonio,
fenolicos, fluoreto, alcaldides e agentes antioxidantes, possuem baixa substantividade,
sendo referenciados antimicrobianos de primeira geragdo. Ja as biguanidas e os f —
lactdmicos (que interferem na aderéncia bacteriana na superficie do dente) possuem
substantividade elevada, sendo classificados como antimicrobianos de segunda e terceira
geracao, respectivamente.

Os antimicrobianos podem ainda ser classificados como bactericidas e 0s
bacteriostaticos. Os bactericidas provocam a morte das bactérias independente do sistema
imune do paciente, que pode estar debilitado. Os bacteriostaticos inibem o crescimento
bacteriano por um espaco determinado de tempo. Sendo estas denominagdes nédo tdo

exatas, pois pode ocorrer o efeito inverso, dependendo da populagéo bacteriana existente.
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O grande determinante para eficicia do antimicrobiano é o conhecimento do seu espectro
de alcance em relagdo aos patdgenos envolvidos na DP. Também deve ser considerada a
dosagem, via de administracéo e a duracdo do tratamento afim de otimizar as chances das
concentracdes adequadas atingirem efetivamente o local da infeccdo (BIDAULT et al.,
2007; GAETTI — JARDIM et al., 2010). Testes microbiolégicos para quantificar e
identificar os micro-organismos presentes na PB podem auxiliar na escolha do
antimicrobiano apropriado (LINDHE et al., 2010).

A biodisponibilidade do antimicrobiano é um dos fatores determinantes da sua
eficacia, pois o efeito vai depender da sua adsorcao ou ligacdo no local da infeccdo sem
a perda da sua atividade. A eficécia clinica depende da sua poténcia, do nivel das ligacoes
nas superficies e da sua cinética de liberacdo (BIDAULT et al., 2007).

Com objetivo de aperfeicoar todas estas caracteristicas importantes e finalmente
erradicar ou suprimir o desenvolvimento destas bactérias patogénicas, associado a
resposta anti—inflamatdria, os sistemas de liberacéo controlada do antimicrobiano (LCA)
intrabolsa periodontal, tem sido de grande interesse dos pesquisadores (CETIN et al.,

2005; AGARWAL et al., 2016; LIMA, 2016; MORELLI et al., 2017).

3.5. DISPOSITIVOS DE LIBERACAO
CONTROLADA DE ANTIMICROBIANOS
(LCA)

A LCA é um sistema quem vem sendo desenvolvido e aprimorado com o objetivo
de estender o tempo de liberagdo do ativo, nesse caso 0 antimicrobiano, no organismo
mantendo a concentragdo plasmatica em homeostase e controlando a localizagdo temporal

e espacial das moléculas in vivo por meios quimicos e bioldgicos. Este direcionamento
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dos ativos no organismo, também é utilizado para tratamento de diversas doengas, tal
como o cancer, levando em consideracdo a caracteristica de reducdo da dosagem
sistémica, assim diminuindo os efeitos secundarios (CERIZE, 2012; PEREIRA et al.,
2014).

Nas administragdes sistémicas de medicamentos, a concentracéo do farmaco ativo
na corrente sanguinea sofre alteragdes de concentragdo, primeiro tendo um aumento
stbito, atingindo um &pice, e declinando logo em seguida, assim se fazendo necessarias
varias doses para que se mantenha a concentracdo terapéutica de interesse (LOCKMAN,
2012)

As potenciais vantagens do sistema de LCA diretamente na bolsa periodontal s&o
(STEINBERG & FRIEDMAN, 1990; SOSKOLONE & FREIDMAN, 1996; NAIR &.
ANOOP, 2012):

e Reducdo significativa dos efeitos colaterais, quando comparado a

administracao sistémica;

e Obtencdo de altas concentracfes do ativo no local de interesse, quando

comparadas com os niveis plasmaticos apds a administracéo oral;

e Melhor aceitacdo do paciente;

e Reducdo de custos de tratamentos extensivos da saude bucal;

e Uma administracdo efetiva em pacientes com problemas de degluticéo;

e Absorcdo pontual e eficaz;

e N&o é absorvido pelo sistema gastrointestinal, também ndo sendo

metabolizado pelo figado;

e Pode ter longa duragdo com apenas uma aplicacéo;

e Tem aplicagdo néo invasiva, indolor e simples;
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o Disfarca sabor e odor desagradavel de determinados farmacos e evita o

aparecimento de manchas nos dentes.

Como desvantagens destes sistemas, podemos citar a irritagdo ou intolerancia ao
farmaco, a impossibilidade de reverter o processo rapidamente, assim como as condi¢des
anatomopatologicas da BP e o efeito do farmaco ser dependente do fluxo do fluido
crevicular gengival (SOSKOLONE & FREIDMAN, 1996). Este fluido tem substituicdo
constante (em média de 40 vezes/hora), se fazendo necessario um melhor controle da
liberacdo do farmaco em quantidade suficiente para sua maior eficacia (QUIRYNEN et
al., 2002).

O processo de dissolucdo do farmaco dentro da BP ocorre por lixiviagdo. A
concentracdo do medicamento deve estar acima da concentragdo minima efetiva e abaixo
da concentracdo minima téxica (NAIR & ANOOP, 2012). Este tipo de tratamento local
deve ser coadjuvante e proporcionar uma concentracdo de farmaco adequada, de tal forma
que consiga penetrar na regido mais profunda da BP, combatendo e inibindo o
crescimento da placa bacteriana por periodos maiores (SALVI et al., 2002).

A LCA esta associada, fisica ou quimicamente, a biocompatibilidade dos
farmacos com os materiais utilizados como matriz, formando um sistema que quando
administrado possua as caracteristicas de conduzir o farmaco até o sitio especifico de
atuacdo e ter um controle determinado anteriormente da taxa de liberagdo e entrega do
farmaco por este sistema. H& uma vasta investigacdo dos materiais usados como matriz
destes dispositivos, sendo eles de natureza inorganica, lipidica e polimérica (MULLER

et al., 2010).
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Os dispositivos de liberacdo controlada podem ser biodegradaveis e nao
biodegradaveis, e dependem da base polimérica empregada em sua composi¢do. Os
dispositivos biodegradaveis sdo dissolvidos localmente liberando o farmaco, no caso o
antimicrobiano, por periodos prolongados e dosagem controlada. Enquanto que os tipos
ndo biodegradaveis devem ser removidos do local de acdo (SOSKOLNE & FREIDMAN,
1996; YADAV et al., 2015). Polimeros, geis formadores in situ, modificadores de
viscosidade, plastificantes, filmes, fibras, implantes, microparticulas, nanoparticulas
constituem os Vvarios tipos de dispositivos de LCA com objetivo de melhorar a retencéo

intrabolsa (YADAV et al., 2015; BRUSCHI et al., 2006).

Sistema de Liberagao
de antimicrobiano

Agao imediata Ml Agao controlada ]

Enxaguatorio
bucal

Solugao
Irrigante q Filmes
Pasta de dentes
4 Fibras

Goma de mascar

Nao-biodegradaveis Biodegradaveis J

Implantes
Microparticulas
Nanoparticulas

Uil

Figura 3. Classificacdo dos sistemas de LCA (Adaptado de YADAV et al., 2015).

Os polimeros utilizados nos sistemas de LCA podem ser classificados como
naturais, naturais modificados e sintéticos. Os polimeros naturais mais utilizados séo a
quitosana, a celulose e o coldgeno. Porém, como eles levam muito tempo para degradar,

sdoestudados polimeros modificados, com a finalidade de reduzir a reticulacdo
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permitindo uma degradagdo menos complexa. Os polimeros sintéticos mais utilizados s&o
o poli (alcool vinilico), poli (acido acrilico), poli (etileno), poli (etilenoglicol), entre
outros (NASCIMENTO et al., 2011).

Diferentes dispositivos de LCA foram avaliados cientificamente e encontram-se
disponiveis no mercado internacional (YADAV et al., 2015), dentre eles:

Actisite® (TONETTI et al. 1990) é um dispositivo a base de fibras de acetato de
vinil etileno com 23 cm de comprimento e 0,5 mm de didmetro que fornece 12,7 mg de
cloridrato de tetraciclina. Este foi o primeiro dispositivo de LCA comercialmente
disponivel, produzido pela Alza Corporation e sendo distribuido somente nos Estados
Unidos (California). Ele é eficazcontra A. actinomycetemcomitans. A fibra é aplicada em
camadas ou em circunferéncias até preencher completamente a BP. E utilizado um
adesivo de cianoacrilato para fixacdo e o tratamento é feito entre 7 — 10 dias. Como nao
é biodegradéavel, o dispositivo precisa ser removido apos este periodo.

Atridox™ (STOLLERet al.,1998) é uma formulacdo biodegradavel de gel
contendo 10% em peso de hiclato de doxiciclina para liberacdo subgengival, também
produzida pela Atrix Laboratories nos Estados Unidos (Colorado). Uma seringa contém
42,5 mg da doxiciclina e a outra contém 450 mg do sistema de entrega chamado de
ATRIGEL que é uma combinacéo fluida de 36,7% de poli(acido latico) dissolvido em
63,3% de N — metil — 2 — pirrolidona. Para aplicacéo, o conteddo das seringas € misturado
e inserido na BP. O antimicrobiano é liberado durante 21 dias, sendo eficiente contra P.
gingivalis e F. nucleatum.

Arestin™ (JONES et al.1994) sdo microcapsulas de poli (latico — co — acido
glicolico) (PGLA) incorporadas com cloridrato de minociclina, produzidas pela Ora
Pharma em Ohio nos Estados Unidos. Este antimicrobiano faz parte da classe de

tetraciclinas e inibe a sintese de proteinas. As microcapsulas bioabsorviveis, sdo
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utilizadas em conjunto com o tratamento mecanico e inseridas no interior da BP, onde o
fluxo crevicular provoca a hidrdlise do polimero permitindo a liberagdo do
antimicrobiano. Seu periodo de liberacdo é de 14 a 21 dias e sua atividade é eficaz
contraP. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, E. corrodens e A.
Actinomycetemcomitans.

Periochip® (STEINBERG et al., 1990; SOSKOLNE et al.1998) é um chip
biodegradavel a base de glicerina e gelatina hidrolisada de origem bovina reticulada
comglutaraldeido contendo 2,5mg de gluconato de CHX para insercdo na BP. Ele foi
desenvolvido em Israel pela Perioproducts Ltda. e é produzido nos Estados Unidos e
distribuido na Florida e em alguns paises da Europa. E aplicado como um tratamento
adjuvante ao mecanico, geralmente em pacientes com profundidadade da BP > 5mm. A
liberagdo do gluconato de CHX, ocorre 40% nas primeiras 24 horas e o restante é liberado
de forma linear durante o periodo entre 7 e 10 dias. A atividade anti — séptica deste
dispositivo se mostra eficaz contra A. actynomicetecomitans.

Ainda, ha 3 sistemas que nédo sao aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) (NAIR &. ANOOP, 2012; YADAV et al., 2015):

Dentomicyn® é uma pomada com base de Hidroxietil — celulose, aminoalquil —
Metacrilato, triacetina e glicerina contendo 2% de cloridrato de minociclina. E fabricada
no Reino Unido e comercializada em varios paises da Europa, mas ndo é aprovada pela
FDA mundial. No Japdo, ele é fabricado e comercializado como Periocline
(NAKAGAWA et al., 1991). Ela é aplicada intrabolsa periodontal, a concentracdo do
ativo atinge 1300 pg/ml em 1 hora e diminui para 90 pug/ml apos 7 horas. Os niveis
detectaveis durante um minimo de trés dias ap0s a administracao de Unica aplicagéo, € de

0,05 g do gel (1 mg de minociclina) na BP. Se demonstrou eficaz contra P. gingivalis, P.
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intermedia, T. forsythia, E. corrodens, A. actinomycetemcomitans, em dois estudos (MC
COLL et al., 2006; SATOMI et al, 1987).

Elysol® (LOESCHEet al., 1991) é um gel branco a base de déleo de sésamo e
Mono-oleato de glicerilo, semisélido incorporado com 25% de metronidazol (equivalente
a 1g de Benzoato metronidazol). A mistura da base ajuda manter a concentracdo desejada
do farmaco intra BP entre 24 e 36 horas, entretanto, ndo é um produto biodegradavel.
Apresenta efetividade contra anaerobios da PB em geral (GRIFFITHS et al., 2000). Ele
é produzido e distribuido pela Dumex Alpharma em Copenhagen na Dinamarca.

Chlo — Site® (PAOLANTONIO et al., 2009)é um gel com base de xantano, que
é um polimero polissacarideo, que quando combinado com a &gua, forma uma matriz
tridimensional e controla a liberacdo do farmaco. Contém 1,5% de CHX combinada
(0,5% de digluconato de CHX e 1,0% de cloridrato de CHX). E biodegradavel, aplicado
dentro da BP com uma seringa e pode ser usado como adjuvante do tratamento mecanico,
inibindo o crescimento bacteriano durante duas semanas (VERMA et al., 2012). Este
produto € produzido pela Ghimas Company, Italia.

Para o tratamento da PC, ainda ha necessidade de novos dispositivos que tenham
efeitos equivalentes ou superem o tratamento mecanico. Avancar em pesquisas de
liberacdo intrabolsa mais eficazes do que as existentes, poderiam contornar as questfes
relativas a liberacdo. Estes novos dispositivos precisam de componentes melhorados com
bases biodegradaveis, contendo nanoparticulas, nanofibras, lipossomas, etc (YADAYV et
al., 2015).

MEDAIAH e colaboradores (2014) avaliou3 grupos: um grupo apenas com 0 Uso
do Periochip®, sem o tratamento mecanico; o outro apenas tratado mecanicamente com
aplainamento radicular e o terceiro grupo tratado mecanicamente e com uso do chip de

CHX como coadjuvante, em todos 0s casos, 0s pacientes apresentavam PC moderada a
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grave. Apos trés meses de acompanhamento, as redugdes médias foram de 2,8mm para o
grupo que realizou apenas o tratamento mecanico e 2,6mm para o grupo que utilizou o
tratamento mecénico mais o chip de CHX como adjuvante. Para o grupo que aplicou
apenas o chip de CHX a redugéo da BP foi apenas de 0,7mm, demonstrando a importancia
do tratamento mecanico.

DANESHMAND e colaboradores (2000) compararam a microbiota subgengival
de sitios com periodontite cronica, de grupo tratado com RAR + o Periochip® e 0 grupo
controle, tratado por RAR, somente. Foi observado que n&o existiram diferencas
estatisticamente significantes na quantidade total de col6nias bacterianas de P. gingivalis,
P. intermédia, T. forsythia, F. nucleatum, entre outras bactérias testadas dos complexos
laranja, azul e amarelo, nos grupos de teste e o grupo controle apds 4 semanas de
tratamento. Concluindo que o Periochip® ndo ofereceu vantagem antimicrobiana
adicional, comparado ao tratamento mecéanico.

CRUZ e colaboradores (2006) avaliaram a eficacia do Periochip® em pacientes
com periodontite crénica moderada a grave, em conjunto com o tratamento de RAR e
outro grupo apenas tratado com RAR. Os parametros clinicos foram avaliados nos
periodos de 7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias. Os resultados demonstraram que houve reducao
do processo inflamatorio semelhante nos dois grupos, com e sem o0 uso do Periochip®.
Os autores concluiram que o uso do Periochip® associado ao tratamento por RAR
mostrou eficiéncia clinica, entretanto, ndo apresentou beneficio adicional no ganho de
insercéo clinica, quando comparado a terapia convencional.

No Brasil, até o presente momento ndo ha comercializacdo de dispositivos para
liberacdo intrabolsa periodontal. A partir destes dados, houve a ideia de utilizar um
polimero natural e biodegradavel, como exemplo do amido, junto a um antisseptico

padrdo ouro contra formacdo de BD, a clorexidina, no desenvolvimento de um dispositivo
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de liberagéo controlada intrabolsa mais eficaz para tratamento coadjuvante da DP. E estes
componentes estdo descritos a seguir, sendo os componentes da matriz do dispositivo

desenvolvido neste estudo.

3.6 CLOREXIDINA

Dos antimicrobianos usados como adjunto para o tratamento da DP, a clorexidina
(CHX) é considerada um anti—séptico potente, padrdo ouro no controle do BD (LINDHE
etal., 2010).

A CHX é uma bisbiguanida catidnica que teve sua primeira sintese em 1950na
Inglaterra, com o objetivo de alcangar a cura para maléria, mas ndo obteve sucesso.
Somente alguns anos depois, em 1953, o cloridrato de clorexidina foi desenvolvido como
um antisséptico com excelente acdo topica, para tratamento de ferimentos superficiais na
pele. Em 1970 foi produzido nos Estados Unidos, onde teve éxito por mostrar sua fungéo
antisséptica com baixa toxicidade e amplo espectro.

Possui agdo bactericida e bacteriostatica dependendo da concentragdo, agindo
contra uma grande gama de bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de leveduras
e fungos como a Candida albicans, anaerobios facultativos e restritivos e alguns virus
(LINDHE et al., 2010). Seu efeito esta associado pela atragdo e adsor¢do das moléculas
de CHX a superficie celular dos micro-organismos, que é carregada negativamente. Ela
adsorve compostos anionicos, tais como glicoproteinas, radicais fosfatados e carboxilicos
que estdo presentes no biofilme bacteriano. Assim, ocorre a alteragdo da permeabilidade
da membrana, provocando desequilibrio osmotico e perda de componentes intracelulares

(FERRAZ et al., 2001),
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Em 1983, foi considerada um agente quimico de grande importancia pela World
Health Organization, devido a sua baixa toxicidade e amplo espectro de agéo, sendo a
partir dai considerado um antimicrobiano de primeira escolha, amplamente prescrito,
quando necessario, para auxiliar no tratamento da DP(FRANCO NETO et al., 2008).

ACHX apresenta substantividade, isto €, ela se liga & hidroxiapatita do esmalte ou
da dentina e a grupos anibnicos &cidos de glicoproteinas, sendo liberada lentamente, a
medida que a sua concentragdo no meio diminua, permitindo desse modo um tempo de
atuacdo prolongado. Com isso essa substancia pode manter seus efeitos por longos
periodos de tempo (GOMES et al., 2003; ZANATTA & ROSING, 2007; LINDHE et al.,
2010).

Considerada uma base forte e mais estavel em forma de sal, a CHX é descrita pela
férmula molecular de C22H30CI2N19, com massa molar de 505,4 g/mol, composta por dois
anéis clorofendlicos nas extremidades da sua estrutura, ligados a um grupamento
bisguanida, um de cada lado e conectados por uma cadeia central de hexametileno. Possui
densidade = 1,06 g / cm?® e ponto de ebuli¢do = 134 °C. (O’NEIL, 2001).

A CHX em solugdes a base de 4gua é geralmente mais estavel entre pH de 5-8.
Em pH mais alcalino, acontece a precipitacdo da CHX e em pH mais &cido ocorre a perda
da sua atividade, devido a solucdo ndo estar mais estavel. Ou seja, a sua atividade
antimicrobiana da CHX depende da sua estabilidade em pH fisioldgico, e sua acgdo é
proporcionada pela liberacéo das moléculas carregadas positivamente (GIANELLI et al.,
2008).

As concentrages efetivas de CHX dentro da BP foram avaliadas por SOSKOLNE
e colaboradores (1998), através de um estudo de liberagdo do Periochip® em pacientes
com periodontite crdnica, com profundidade de BP entre 5 —8mm, durante 9 dias. Através

de amostras do fluido crevicular gengival, constatou-se que a concentragdo de CHX duas
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horas ap6s inser¢do do chip na BP, foi de 0,2 g/L, e permaneceu com 1,3 - 1.9 g/L nas 70
horas seguintes, acima da concentracdo inibitéria minima que é de 0,125 g/L.
Progressivamente, a concentragao foi decaindo entre as 72 e 120 horas posteriores, e foi
obtida a concentragdo de 0,057 g/L no nono dia apos a inser¢do do chip. Em amostras de
sangue e urina, a CHX ndo foi detectada, indicando que a CHX pode manter um nivel
clinico efetivo na BP no periodo em torno de uma semana, sem ser absorvida ou
metabolizada sistemicamente.

No estudo de MUSIAL e colaboradores (2010) foi desenvolvido um carreador
polimérico em gel de metilcelulose e outro de poli (acido acrilico) para liberacdo de CHX.
As taxas de liberacdo foram comparadas com os parametros de pH, viscosidade e
condutividade em temperaturas de 22°C, 32°C e 42°C. Nas analises de MEV/EDS, o0s
atomos de cloro indicavam a presenca de CHX, demonstrando a dispersdo homogénea de
CHX na matriz polimérica no gel de poli (4cido acrilico). Em relacéo a liberagéo, as taxas
da CHX no gel de metilcelulose sofreram interferéncia da temperatura de que quanto
maior, também aumentava a liberacdo da CHX, o que ndo houve interferéncia no gel de
poli (&cido acrilico). Em 10 horas de liberacdo, houve um aumento de 35% na taxa de
liberacdo no sistema de metilcelulose, e para o sistema de poli (&cido acrilico) o aumento
foi apenas de 0,5%.

GROVER e colaboradores (2011) realizaram um estudo com o Periochip® como
adjuvante no tratamento de RAR. Os resultados clinicos mostraram melhora significativa
e mais rapida com reducéo da profundidade da BP em torno de 1,15 + 1,30 mm em relacéo
ao tratamento mecanico sozinho, que teve reducdo da BP de 0,47 £ 1,26 mm.

JOSE e colaboradores (2016) realizaram um estudo para comparar os efeitos de
um laser de diodo e um chip de CHX sozinho e em combinacdo quando usado como

adjuvante do tratamento mecanico para DP cronica. O grupo do laser de diodo nédo
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apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Concluiu —se que a CHX
administrada localmente ou em combinagcdo com o tratamento mecanico se mostrou
altamente eficaz na reducdo da profundidade da BP e melhoria dos niveis de insercdo
clinica quando utilizada como adjuvante no tratamento mecénico.

YUE e colaboradores (2014) fabricaram um sistema de LCA em formato de chip
a base de poli (4cido latico—co—&cido glicdlico) ou PGLA com ciclodextrina e CHX em
microsferas e desenvolveram um estudo sobre suas propriedades fisico — quimicas, além
da atividade antimicrobiana in vitro contra A. actynomicetecomitans. Foi observado que
a liberacdo da CHX se manteve estavel por duas semanas, sendo a liberagdo inicial
diminuida com a complexacéo da ciclodextrina. Em relagdo a atividade antimicrobiana,
a forma do chip foi capaz de manter as zonas de inibigdo durante uma semana nos testes
de difuséo em Agar.

Diante dos estudos apresentados em relacdo a CHX, por conta de todas as suas
caracteristicas, de biodisponibilidade, substantividade, baixa toxicidade e amplo espectro

de acdo, ela seréd usada nesta pesquisa como ativo antimicrobiano em um sistema de LCA.

3.7 AMIDO (AA)

O AA ¢é um polimero natural (polissacarideo), biocompativel, ndo toxico,
biodegradavel, ecoldgico e de baixo custo. Nos dltimos anos, o AA foi tido como um
novo biomaterial potencial para aplicacfes farmacéuticas devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas e funcionais (OCHUBIOJO& RODRIGUES, 2012).

Ele é um carboidrato de reserva entre os vegetais. E estocado pelas plantas, apos
ser biossintetizado em forma de granulos com tamanho entre 0,5 — 175um. Estes granulos

de amidos sdo semicristalinos, podendo apresentar propriedades diferentes dependendo
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de sua origem tais como forma, tamanho, distribuicdo, composicao e cristalizacdo. S&o
encontrados em folhas, tubérculos, raizes, sementes, frutos, entre outros. Os principais
alimentos comercializados onde é encontrado 0 amido séo de batata, ervilha, milho, arroz,
mandioca, aveia, trigo, cevada, etc (BULEON et al., 1998; THIRE et al., 2004;
ANGELLIER et al., 2006).

As macromoléculas que constituem o AA sdo a amilopectina e a amilose. Ambas
sdo formadas por unidades de o—D—glicose que s&o ligadas em a-(1,4) na amilose, que é
linear ou levemente ramificada e possui peso molecular entre 10%a 10°, e na amilopectina as
ligacOes sdo em a-(1,6) em sua maior parte, 0 que formam mais ramificacfes e peso
molecular entre 107 a 10°, como mostrado na Figura 4 (BULEON et al., 1998; RINDLAV

—WESTLING &GATENHOLM, 1998; VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004).

A)

A

O

Figura 4. Estrutura da (A) amilose (B) amilopectina (adaptado de LAJOLO &

MENEZES, 2006).

No caso do AA de milho nativo a concentracdo é de 20 — 30% de amilose e 70 —
80% de amilopectina, sendo que esta razdo pode variar de acordo com a fonte do AA.

Quando o AA de milho contém um alto teor de amilose (50-70%) € denominado de
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amilomaize. Outras espécies mutantes também podem produzir amido com alto teor de
amilopectina (cerca de 99%), no caso do amido ceroso, denominado waxymaize
(SHOGREN e JASBERG, 1994). Assim, em relacdo as diferentes quantidades de amilose
e amilopectina, ha diferentes propriedades fisico—quimicas na sua estrutura e distribuicéo
(BULEON et al., 1998, KURAKAKE et al., 2009).

Além da amilose e da amilopectina, outros componentes estdo presentes em menor
quantidade. Estes podem ser agrupados em trés categorias:

e Materiais particulados, que sdo compostos por fragmentos de parede celular;

e Componentes superficiais: Enzimas, proteinas e aminoacidos que sao
removidos durante o procedimento de extracao;

e Componentes internos: Lipideos, que representam a fracdo mais importante
associada ao granulo de amido. Nos amidos de trigo e milho sua quantidade
chega até 1,2 e 0,8%, respectivamente (BULEON et al., 1998).

O AA apresenta um elevado grau de organizagdo supramolecular no interior dos
graos (THIRE, 2003). Os granulos de amido apresentam birrefringéncia quando avaliados
em microscopio optico de luz polarizada, observando-se uma cruz escura caracteristica,
conhecida como “cruz de malta” (VAN SOEST, 1996). Isto indica que 0s grdos podem
ser considerados como esferocristais distorcidos. O sinal de birrefringéncia é positivo em
relacdo ao raio do esferocristal, sugerindo que a orientacdo media das cadeias poliméricas
seja radial (BULEON et al.,1998).

Os granulos de AA nativo apresentam trés tipos principais de estruturas
cristalinas: A, B e C. Estas estruturas diferem-se pela densidade de empacotamento das
hélices simples ou duplas e pelo teor de 4gua. Os tipos A e B consistem em estruturas de
hélices duplas hexagonais. A estrutura do tipo B € uma associagdo de hélices com uma

coluna de agua presente no centro do arranjo, enquanto que na cristalinidade do tipo A,
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esta coluna de &gua € substituida por uma hélice dupla. A quantidade de 4gua incorporada
na rede cristalina € estimadaem 0,1 e 0,25 grama, por grama de amido seco para as formas
A e B, respectivamente (VANSOEST et al., 1996). Estruturas tipo A sdo encontradas em
cereais e 0 tipo B, sdo encontradas geralmente em tubérculos. A estrutura do tipo C é
considerada como uma estrutura intermediaria entre os tipos A e B, sendo encontrada em
amido de ervilha (THIRE, 2003).

Outro tipo de cristalinidade pouco comum, pertence ao grupo das estruturas do
tipo V (de origem alema "Verkleisterung", que significa gelatinizacéo), sdo originadas da
precipitacdo de complexos de amilose e &cidos graxos ou monoglicerideos, que aparecem
apos o0 processo de gelatinizagdo do amido. No precipitado cristalino, a amilose assume
uma conformacdo de hélice simples. Este tipo de cristalinidade € raramente vista em
granulos nativos, embora estudos por ressonancia magnética nuclear no estado sélido
tenham provado a presenca de complexos de lipideos e amilose amorfa em amidos nativos
de milho, aveia e arroz (BULEON et al., 1998). Comparada com as redes do tipo A e B,
as estruturas do tipo V apresentam uma cavidade maior, a qual contém o composto
complexado (VAN SOEST et al., 1996). Também sdo conhecidas outras formas
intermediarias entre a estrutura hidratada Vx e a estrutura anidra Va, provavelmente
devido as diferencas de hidratacdo da célula unitaria. A Va apresenta hélices de amilose

mais contraidas e contém menos agua do que a do tipo Vu (THIRE, 2003).
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3.7.1 FILMES DE AMIDO TERMOPLASTICO

Os amidos quimicamente modificados tém mais reacdo para transportar
compostos biologicamente ativos, tornando-se mais efetivos e biocompativeis
(OCHUBIOJO& RODRIGUES, 2012).

O AA nativo nédo é solavel na maioria dos solventes organicos e em agua na
temperatura ambiente. Ele apresenta estrutura termossensivel quando é disperso em
excesso de agua, com cisalhamento moderado. A partir deste processo ocorre a
gelatinizacdo. Esta primeira etapa da gelatinizacdo consiste na transformacdo do amido
granular em uma pasta viscoelastica. A temperatura em que acontece a gelatinizacdo é em
torno de 60 a 75 °C, dependendo da fonte botanica do amido. Com o aguecimento, ocorre
um colapso nas organizacdes moleculares da estrutura do grdo de AA resultando em
mudancas irreversiveis nas propriedades primarias tais como inchamento, solubilizacéo,
fusdo cristalina e viscosidade.

Existem dois estagios no processo de gelatinizacdo: hidratacdo e inchamento. A
regido amorfa dos granulos ¢ hidratada e por consequéncia incha, ocorrendo a perda da
birrefringéncia de sua cristalinidade, em seguida hd o rompimento dos granulos
(DORRER & RUHE, 2006; NOSONOVSKY & BHUSHAN, 2008a; 2008b).

O estudo de SOUZA & ANDRADE (2000) demonstrou gque os granulos de amido
se rompem ao sofrer o processo de inchamento durante a gelatinizacdo, quando a
quantidade de agua é maior do que 40%. Ao reduzir a quantidade de agua, a temperatura
precisa ser elevada para obter o rompimento dos granulos. Além da temperatura, a
velocidade de agitagéo durante a gelatinizacdo interfere nas propriedades dos filmes.

Durante o resfriamento de suspensdes gelatinizadas, ocorre o processo de

gelificacdo do AA, tornando um gel opaco, com aumento de sua viscosidade e rigidez.
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Este processo constitui a rede intermolecular tridimensional formado por moléculas de
amilose e granulos inchados gelatinizados que contém principalmente amilopectina. A
resisténcia do gel vai depender da concentracdo e do tamanho formado pelas moléculas
de amilose e das moléculas contendo amilopectina (VAN SOEST, 1996; MORRIS,
1990).

Quando o amido gelatinizado é armazenado e resfriado, ele sofre um fenémeno
chamado retrogradacdo. Este processo ocorre acima da temperatura de transicéo vitrea
(Tg), onde o AA amorfo ou com baixo grau de ordenacdo, independente do teor de &gua,
comega a se reassociar em um estado mais ordenado, resultando na formacao de zonas de
unido entre as moléculas gelificadas e cristalizadas, agregadas de estruturas helicoidais
resultantes. O aumento da cristalinidade neste processo pode influenciar em mudancas no
comportamento mecanico (SHOGREN 1992; VAN SOEST et al., 1996; ELFSTRAND
et al.,2004). Na amilose, os processos de gelificacdo e retrogradacéo séo relativamente
rapidos, diferente no caso da amilopectina que a retrogradacéo é lenta, sendo diretamente
dependente da concentracdo de amido e da temperatura de secagem ou armazenagem
(VAN SOEST et al., 1996).

Para conseguir uma matriz polimérica homogénea e essencialmente amorfa em
um processo convencional chamado casting, que envolve a evaporacdo do solvente e
reorganizacdo das cadeias de amilose e amilopectina durante a secagem do filme, pode-
se utilizar diferentes plastificantes, tais como a agua e o glicerol (SOUZA & ANDRADE,
2000; THIRE et al., 2003; MALI et al, 2010).

A adicdo dos plastificantes aliado a um processo termo—mecéanico produz um AA
completamente termoplastico, diminuindo as interagcdes entre os segmentos de cadeia e
sua energia (VAN SOEST &VLIEGENTHART, 1997). Eles sdo aditivos com massa

molecular menor em relacdo ao polimero. S&o muito empregados e de grande importancia
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para aumentar a flexibilidade e melhorar a processabilidade do amido. Durante o processo da
gelatinizacdo, a &gua contida no processo e os plastificantes adicionados formam ligacdes de
hidrogénio com o amido, substituindo as fortes interacGes entre os grupos hidroxila das
moléculas do amido, resultando no amido termopléstico. Na maioria dos estudos, os polidis
sdo frequentemente utilizados como plastificantes, tais como glicerol, sorbitol e ureia, e
outros (VISAKH et al.,2016).

O glicerol é o plastificante mais comumente utilizado, pois ele contém trés grupos
hidroxila, que permite sua solubilidade em &agua. A sua eficacia na producdo filmes
biodegradaveis de AA termoplastico é provavelmente devido ao seu pequeno tamanho, o que
Ihe permite ser mais facilmente inserido entre as cadeias do polimero e como consequéncia,

exercer mais influéncia nas propriedades mecanicas (CRISTANCHO, 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. FABRICACAO DOS FILMES DE AMIDO
TERMOPLASTICOS

Os filmes foram produzidos com base no processo de casting proposto por MA e
colaboradores (2008). Uma solucéo polimérica contendo 200 mL de agua milli — Q, 10,7
gramas de amido de milho (AMIDEX® 3001 — TinnKol, SP, Brasil) e 6,2mL de glicerol
>99.5% (Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos),foi mantida sob agitacdo no reator
com capacidade para 500mL (Laborglas, Sdo Paulo, SP, Brasil), conforme Figura5(A) e
com o agitador mecanico RW20 digital (IKA equipamentos de laboratério, Campinas,
SP, Brasil) em velocidade constante de 420rpm, na temperatura ambiente, em torno de
28°C, durante 30 minutos.

Em seguida, a solucdo foi aquecida até 95°Cem banho-maria (Fiastom, Perdizes,
SP, Brasil) contendo 6leo de silicone 95% (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), mantida
em agitacdo constante de 420rpm durante 30 minutos para gelatinizar o amido e torna-lo

termoplastico.

4.1.1. INDUCAO PARA FORMACAO DE PARTICULAS E

INCORPORACAO DO ANTIMICROBIANO

O amido gelatinizado foi transferido para um baldo com capacidade de 1L, sob
agitacdo constante, até retornara temperatura ambiente e em seguida foi adicionado 200
mL de etanol 99% (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por gotejamento, formando uma
suspensdo de amido termoplastico permitindo formacéo de particulas de amido.
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Neste momento, € coletada uma amostra de 50 mL para sedimentacéo, e depois
de 1h foi coletado 30 mL do fundo precipitado para formacdo de um filme controle e
acondicionado em uma placa de petri 90 x 15 mm.

A partir desta etapa, o protocolo foi adaptado para incorporar uma solugéo de
gluconato de clorexidina (CHX) 20% (Drogal© Farmacéutica, S&o Paulo, Brasil), junto
ao processo de retrogradacdo e a formacgdo de particulas. Foram adicionados 80mL de
CHX, que equivalem a proporcionalmente 16g de farmaco, por gotejamento na suspenséao
de amido termoplastico, mantido sob agitacdo em velocidade constante de 420rpm
durante 24 e 48 horas.

Ap0s cada periodo, as suspensdes foram fracionadas em Erlenmeyers de 250 mL
e submetidas a sedimentacdo do precipitado, descansando por 1 hora, conforme
Figura5(B). De cada uma das suspensfes, foram coletadas aliquotas de 30 mL do
precipitado sedimentado, com o auxilio de uma pipeta Pasteur (Kasvi®, Curitiba, PR,
Brasil) e condicionados em uma placa de petri 90 x15cm, gerando entre 4 e 5 placas de
cada lote. A secagem dos filmes para evaporacdo do solvente e formagéo do filme foi
realizada por 24 horas, em estufa (Labiomédica Engenharia de laboratério, Rio de Janeiro,

RJ, Brasil) a 50°C, conforme Figura 5 (C),

Figura 5. Etapas de fabricacdo dos filmes: A) Gelatinizacdo do amido; B) Sedimentacao

do precipitado C) Secagem das placas; D) Filme pronto.
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Um organograma do protocolo pode ser visto na Figura 6.

Solugao inicial

200mL H,0 +10,7g AA +6,2gGli

I
| Agitagao 30min/ temp amb. |

I
| Agitagao 30 min/ 95°C |

AA Termoplastico
|

transferir p/
balao de 1L

|
Resfriamento
Sob agitagao constante
(Gelificagao)
|
Em torno de 40°C
Add 200mL de Etanol
por gotejamento
sob agitagio constante

Filme controle:
Coletar 30mL da suspenséo e

Suspensao AA Termoplastico -
acondicionar em placa de petri

(Inicio da retrogradagao)

Add 80 mL de CHX ‘
Por gotejamento

Sob agitagao constante
| Secagem dos filmes

Manter sob agitagao por 48h a 50°C /24h (Casting)

(Incorporagaoe do farmaco)
I

Suspender a agitacao e fracionar a
suspensao em Erlenmeyers de 250 mL
! Filme com CHX:
‘ Descansar por 1h | ‘ Coletar 30 mL da suspenséo e
acondicionar em placa de petri

Figura 6. Etapas de fabricacéo dos filmes.

A afericdo da espessura dos filmes foi realizada com auxilio de paquimetro digital
modelo Insize (1-25 mm) com preciséo de 0,001 mm. Foram realizadas 5 mensuragdes
de espessura, por filme.

Todos os testes foram padronizados e realizados com as amostras de filme em

triplicata, no tamanho 4 mm x 5 mm ou discos com didmetro de 4 mm.
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4.2. PROPRIEDADE MECANICA DOS FILMES

4.2.1 NANOINDENTACAO

Para determinacdo da dureza e do modulo de elasticidade dos filmes, 0 método de
nanoindentacdo instrumentada foi utilizada usando o Nanoindentador Agilent G200
(Santa Clara, EUA), que tem a resolucédo de deslocamento < 0,01 nm e resolucéo de forca
de 50 nN. Um microscépio 6ptico com uma ampliacdo de 40x acoplado ao Nanoindenter
foi usado para localizar as posicdes de indentacdo na superficie da amostra.

Foi utilizado o método bésico de dureza e modulo elastico com um indentador
Berkovich com raio de 20nm e &rea da indentacdo calibrada com padrao de silica, para
obtencdo da curva de carga e descarga (Figura7). Foram realizadas para cada amostra
10indentagbes, com carga de 10 mN, em ciclo Unico de 15 s e pico de esperade 1 s. A
razdo de Poisson das amostras foi estimada em 0,3 (assumindo um polimero). Os valores
e graficos da dureza e do modulo de elasticidade foram obtidos usando o software
NanoSuit v5 baseado no método de OLIVER E PHARR (2004).

Figura 7. Curva de carregamento e descarregamento utilizada para medir propriedades

mecanicas dos filmes.

carregamento

P

descarregamento

Carga

Y

Deslocamento , h

A partir da Figura7, a carga maxima (Pmax), a profundidade (ou deslocamento) na

carga méaxima (hmax), a rigidez do material (S), a area de contato (sob a curva) (A), o
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deslocamento residual apds a descarga do indentador (hr) e a profundidade de contato real
(hc) foram obtidas. Uma vez que a area de indentacdo é determinada, a dureza foi
calculada usando a Equacéo 1, enquanto que o médulo elastico foi calculado a partir das

Equacdes 2 e 3:

H PIT-.I."-
~ A (1
2
S=PB——Eq VA
A\ 2
I e 1
E., E N E,

3)

Onde, H ¢ a dureza do filme, que se baseia na area de contato sob a carga. E é o
modo de elasticidade, que tem relacdo com a area de contato (A) e a rigidez do material
(S). Eetf se trata do médulo elastico efetivo, que leva em consideracdo o deslocamento
elastico que podem ocorrer na amostra com madulo elastico (E), na razdo de Poisson (V),

e no indentador, descrito pelas constantes elasticas E; e vi. (OLIVER E PHARR, 2004).
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4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A MEV foi realizada para visualizar a morfologia e o tamanho das particulas na
superficie dos filmes. Amostras, com dimensdes de 4 mm x 5 mm foram fixados em fita
adesiva de carbono dupla—face, sem recobrimento. As imagens foram obtidas através do
microscopio de feixe de ions focalizados FEI Helios NanoLab 650 Dual Beam da Thermo
Scientific (Thermo Electron Scientific Instruments Corporation, Madison, WI, USA) do
laboratdrio de caracterizacdo de materiais NULAM/DIMAT no INMETRO, operando

com corrente de 13pA, tensdo de 700Vno aumento de 6000x.

4.3.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
(ATOMIC FORCE MICROSCOPY - AFM)

A AFM foi realizada para analisar o padrdo de dispersdo da CHX na matriz de
AA através da analise no AFM JPK™ (JPK Instruments AG, Colditzstr, Berlin,
Alemanha), modelo NanoWizard® 1, com a agulha NCST — 50 em soft tapping mode
(modo intermitente), com freqiiéncia de ressonancia de 160kHz e constante de mola de
7,4 N/m (Nanoworld Inovate Tecnology, Neuchatel, Suica).A varredura foi feita na
frequéncia de oscilacdo livre da haste e com diferentes amplitudes, dependendo da
estabilidade e do contraste obtido. O set point foi fixado em 20-40% da amplitude de
oscilacéo livre. Foram realizadas trés imagens em cada filme, com tamanho de 10 X 10
um?e resolugdo de 512 X 512 pixels. As imagens foram analisadas no modo topografia

(height) e contraste de fase (phase).
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4.4 COMPOSICAO QUIMICA DOS FILMES

4.4.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

O Raman foi realizado nas regides aproximadas das caracterizaces de AFM para
correlacionar a composi¢do quimica especifica das particulas dispersas e da matriz dos
filmes de AA com CHX. Os espectros foram obtidos no Microscépio Raman Confocal
Witec alpha300 R operando com um laser de excitacdo em 785 nm,poténcia maxima de

50 mWe objetiva de 100X com N.A. =0,95.

4.4.2 ESPECTROSCOPIAINFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Para a identificacdo e determinacdo de grupos funcionais das estruturas das
macromoléculas e comparagfes quimicas dos trés lotes de filmes produzidos com AA e
CHX, foram realizadas andlises de FTIR no Laboratorio Multi-usuario de Caracterizacdo
de Materiais do PEMM/ COPPE/ UFRJ, utilizando-se espectrofotdmetro de absorc¢éo no
infravermelho Perkin Elmer, modelo Spectrum 100, no modulo de refletancia total
atenuada (ATR). Os espectros foram registrados em intervalo de 4000 — 550 cm™, com

32 scans e 4 cm™* de resolugéo.

4.4.3 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

A técnica de difracdo de raios-X foi utilizada para avaliar variacdo da cristalinidade
nos filmes produzidos com AA e com AA/CHX. Utilizou-se o difratdbmetro de raios X
(XRD 6000, Shimadzu, Japédo), tubo Cobre (Cu) do Laboratério Multiusuario de

caracterizacdo de Materiais - PEMM/COPPE/ UFRJ. As andlises das amostras foram
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realizadas a temperatura ambiente no intervalo angular 26 de 5 a 50 ° em modo de scan

continuo, operando com poténcia de 30kV/30 mA a uma velocidade 2 °/min.

45 LIBERACAO DO ANTIMICROBIANO POR
ESPECTROSCOPIA UV - VISIVEL

Para avaliar a liberacdo da CHX, um total de nove amostras de filmes medindo
4mm X 5mm foram imersos em 200 mL de tampéo fosfato (PBS) 1X estéril pH 7,4 em
Erlenmeyers de 250 mL e acondicionados na estufa (Labiomédica Engenharia de
laboratdrio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 37°C, durante 21 dias. As medidas foram obtidas
através do espectrofotdbmetro Evolution 600 UV-VIS (Thermo Electron Scientific
Instruments Corporation, Madison, WI, USA), ajustado para gerar graficos de
absorbancia, no intervalo de 210 - 400 nm. As aliquotas de 1,5mL foram coletadas e
medidas nos tempos de 0Oh, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 168h (7dias), 240h (10dias), 360h
(15dias) e 504h (21dias), esta analise foi adaptada do protocolo de OBERMEIER e
colaboradores (2014).

A solucdo tampdo fosfato pH 7,4 10X foi preparada em 200 mL em um frasco tipo
Schott com capacidade para500 mLonde foram misturados 136,9 mM (38 g) de NaCl, 2,7
mM (1 g) de KCI, 15 mM (20,1 g) do NaH2PO4 e 1,5 mM (1 g) de KH2PO4 e adicionada
agua milli-Q para completar 500 mL de solugdo. O ajuste de pH foi feito com 3 gotas
acido cloridrico atingindo assim o pH desejado e em seguida a solucédo foi autoclavada a
121°C por 15min. Apoés esse processo, 300 mL da solugdo tampéao 10X foi diluida para
1X em 2,7 L de &gua milli-Q, totalizando 3 L de solugdo tampé&o estéril 1X em um frasco

tipo Schott com capacidade para 5L. O pH n&o precisou ser ajustado.
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Para construgéo da curva de calibracédo, preparou-se uma solucéo inicial de 0,4 g/L de
CHX20% em 10mL de solucdo tampéo. A partir desta, foram preparadas outras cinco
solugdes aliquotadas com a solucdo inicial e completadas para 3 mL de volume final com

a solucdo tampéo, de acordo com as quantidades descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo de CHX em g/L das solugdes utilizadas para construcéo da

curva de calibragéo.

Solugédo | Solucdo inicial + Tampédo PBS Concentracédo g/L
1 0,3mL +2,7mL 0,04
2 0,6 mL+2,4mL 0,08
3 0,9mL+2,1mL 0,12
4 12mL+18mL 0,16
5 1,5mL+15mL 0,20

Todas as solugbes foram preparadas em ambiente estéril e utilizando
micropipetadores calibrados de 1000 pL e 200 pL (Gilson S.A., Middleton, WI, USA).

O pico de absorbancia de 230nm foi utilizado para determinar as concentracfes de
CHX (LIMA, 2016). As concentracdes das solucdes, descritas na Tabela 2, quantificadas

seguindo a equacéo C1.V1 = Co.V2. (FERNANDES, 2014).

4.6 TESTE DE DISCO-DIFUSAO

A atividade antimicrobiana dos filmes, contra micro-organismos presentes na
cavidade oral foi avaliada em testes de disco-difusé@o em agar frente aos seguintes micro-
organismos: Porphyromonas gingivalis (P.g), Prevotella intermedia (P.i) e Prevotella

nigrencens (P.n), Prevotella melaninogenica (P.m).
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Estes micro-organismos foram selecionados por estarem descritos entre 0s
principais agentes etioldgicos da DP, que fazem parte dos complexos vermelho e laranja

(SOCRANSKY et al, 1998).

A) PREPARO DO INOCULO

Os micro-organismos foram previamente cultivados em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) suplementado com extrato de levedura (1%), Hemina (1%) e Menadiona (1%)
em condigdes de anaerobiose (H2 5 %;CO2 5 %;N2 90 %) a 37° C por 24 horas. Apoés este
periodo, foi realizado um repique deste in6culo em agar Brucella Sangue, pelo método de
esgotamento e incubado nas mesmas condi¢fes de anaerobiose por periodo suficiente

para crescimento de coldnias entre 2 a 4 dias.

Para o teste de disco-difusdo foi preparada, em condi¢bes de anaerobiose, uma
diluicdo de 3 ou 4 col6nias do repique ja crescido, em solucdo salina 0,85%, seguindo o
padrdo de turbidez da escala de McFarland 0,5, que corresponde a 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/mL. A densidade correta do controle de turbidez foi
verificada usando um espectrofotdmetro com cubeta apropriada para determinar a
absorbancia. A absorbancia da solucdo padrdo de McFarland a 0,5 dever variar de 0,08

a 0,10 utilizando um comprimento de onda de 625 nm (CLSI, 2003).

B) PREPARO DO MATERIAL

Com 48h de antecedéncia ao teste de disco-difusdo, foram preparadas 9 placas de agar

BHI-pras (Brain Heart Infusion) e Agar Brucella Sangue, suplementados com extrato de
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levedura (1%), Hemina (1%) e Menadiona (1%) em tamanho 90x15mm. Este intervalo
permitiu a realizacdo do teste de esterilidade do meio, em temperatura ambiente por 48h.
Os trés lotes de filme (L1, L2 E L3) foram testados em cada placa com amostras

medindo 4 mm de diametro.

Para o controle positivo, foram utilizados discos de papel estéreis, também com 4 mm

de diametro, embebido em 5 L de solucdo de digluconato de clorexidina a 2% e 0,2%.

C) TESTE DE DISCO-DIFUSAO

Dentro da camara de anaerobiose, um swab foi embebido na solugdo bacteriana,
semeado uniformemente na placa de BHIpras e de Brucella Sangue. Este processo foi

repetido para cada bactéria (OH et al., 2014; CLSI, 2003);

Em cada uma das placas semeadas foram aplicados 1 disco de cada lote do filme e 1
controle com 2% de CHX e 1 controle com 0,2% de CHX de acordo com o esquema

ilustrado na Figura 7.
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Figura 7. Esquema de organizacao do teste de disco-difuséo

Os testes foram realizados em triplicata, para cada bactéria, totalizando 24 placas.

As placas foram incubadas a 37° C por 10 dias em condi¢Oes de anaerobiose. Os
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resultados foram avaliados através da aferigdo dos halos formados de cada placa. Para
os valores finais, as medidas das triplicatas de cada lote, foram feitas suas respectivas

médias e desvios padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESCOLHA DO FILME PILOTO

O amido foi escolhido para fabricacdo dos filmes deste trabalho por ser um
polimero natural, biodegradavel com capacidade de formar filmes a partir de processos
simples como de gelatinizacdo, além do seu baixo custo. Em trabalhos anteriores,a
producdo do dispositivo de LCA teve como partida materiais poliméricos que ndo sao
totalmente naturais, como o polietilenoglicol com gelatina (LIMA, 2016) e gelatina com
glutaraldeido (STEINBERG et al., 1990,) que passam por processos mais complexos e
com muitas etapas para producdo de filme ou particulas incorporadas de CHX quando
comparados ao processo utilizado no presente estudo. Os processos de gelatinizacao,
precipitacdo e casting tém a vantagem de formar filmes com particulas dispersas de
maneira muito mais simples.

A quantidade ideal da suspensdo de amido termoplastico com CHX em placa foi
determinada a partir da observacdo na variacdo da morfologia dos filmes formados
quando depositada 7 mL, 30 mL e 40 mL da suspensdo. Verificou-se que, nas placas com
7 mL de suspensdo, agitadas por 24 e 48h, ndo houve volume suficiente para formagéo
de um filme continuo (Figura 8 A). Na placa com 40 mL de suspensdo agitada por 24 e
48h, os filmes formados eram muito espessos (> 0.5mm) (Figura 8 B). Observou-se ainda
gue o filme com 30 mL de suspensdo, agitado por 24h, ndo foi resistente o suficiente,
apresentando grande maleabilidade e auséncia de rigidez, o que inviabilizaria a aplicacéo

proposta, isto é, a inser¢do na bolsa peridontal (BP)(Figura 8 C).
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Figura 8. Observacdo das mofologias dos filmes em relacdo a quantidade de suspensao

de amido termopléstico com CHX de 7 mL(A), 40 mL(B) e 30 mL agitado por 24 h (C).

Os filmes contendo 30 mL de suspensdo de amido termoplastico e CHX, agitados
por 48 horas, apresentaram elasticidade e dureza que se parecem ser adequadas para a
aplicacdo proposta. Estes filmes apresentaram morfologia translicida com espessura
média de 0,35 mm e massa média de 2,6 g quando produzidos em placas de 90 mm de
diametro, com uma densidade de 1,17 g/cm®(Figura 9 A) e resisténcia a manipulaco e
ao corte (Figura 9 B e C). Apds a definicdo do protocolo para producdo dos filmes,em
estudo piloto , o processo de fabricacao foi repetido por trés vezes, com a finalidade de

demonstrar a reprodutibilidade do método.

Figura 9. Filme piloto contendo 30mL de suspensdo de amido termopléstico com
CHX(A) e seu corte (B e C), agitado por 48 horas, sedimentado por 1 hora e seco a 50°C

por 24 horas.
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5.2 NANOINDENTACAO

As propriedades mecéanicas dos filmes foram avaliadas por nanoindentacéo a fim de
determinar a dureza e o madulo de elasticidade dos filmes com e sem CHX. Com o auxilio
do microscépio Optico acoplado ao equipamento, foi possivel visualizar a superficie de
cada filme para marcacdo da posicdo da indentagdo. A partir das curvas de
carregamento/descarregamento e com auxilio do software NanoSuite v5 foram calculados
0s seguintes parametros: a profundidade de penetracdo méxima de carga, a dureza e o
modulo de elasticidade das amostras.A Tabela 3 mostra a varia¢do da profundidade de
penetracdo da ponta no filme controle em relagéo aos filmes com CHX, suas respectivas
médias e desvios padrdo para uma carga maxima de 10 mN.A partir destes dados obteve-

se a dureza e o mddulo eléstico dos filmes (Tabela 4).

Tabela 3. Faixa de profundidade de indentacdo e suas respectivas médias e desvio

padrdo do filme controle e os trés lotes com CHX.

Lotes Faixa de profundidade (um) | Média (um) | D.P.
Controle 1,60 — 2,27 1,92 0,25
1 3,45-4,28 3,90 0,22

2 4,47 5,87 5,24 0,47

3 3,12-4,20 3,75 0,10

Tabela 4. Medias e desvios padrdo de dureza e modulo elastico do filme controle e
dos trés lotes de filmes com CHX.

Lotes Dureza (MPa) D.P. | Mdd. Elastico (GPa) | D.P.
Controle 158 40 2,31 0,15
1 32 4 1,22 0,12

2 18 4 0,82 0,13

3 35 6 1,48 0,21
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O filme controle mostrou maior dureza e rigidez em relacdo ao filme contendo CHX.
Uma explicacdo para diferenca de dureza e modulo elastico com e sem CHX, pode ser
pelo fato de que a amilose apresenta alta tendéncia de interacdo através de ligagdes de
hidrogénio, formando filmes rigidos como no caso do filme controle, o que concorda com
o trabalho de ESCAMILLA-GARCIA e colaboradores (2017), onde os filmes de amido
termoplastico, mais finos, modificados com quitosana, apresentaram dureza e médulo de
elasticidade menores (com dureza em torno de 7,0 MPa £ 0,7 e médulo de elasticidade
em torno de 0,44 = 0,3 GPa) em relagdo aos filmes de amido termoplastico, que se
apresentaram mais rigidos (com dureza em torno de 180 + 10 MPa e mddulo de
elasticidade em torno de 3,0 £ 0,15 GPa) .

Com a adicdo de CHX, pode ter ocorrido um efeito plastificante adicional, com o
aumento da mobilidade das cadeias do amido, ndo permitindo o seu rearranjo durante o
processo de secagem do filme, reduzindo sua cristalinidade, o que concorda com um
estudo de DIEZ-PASCUAL e colaboradores (2015), onde eles estabelecem a correlagéo
das propriedades mecénicas e a cristalinidade de polimeros, mostrando que materiais mais
amorfos exibem baixa dureza em relagcdo a polimeros com maior cristalinidade, o que
sera apresentado mais adiante nos resultados de DRX.

Na Figura 10 é possivel observar nas curvas de nanoindentagdo que a do filme
controle se apresentou com maior inclinagdo em comparacdo aos filmes com CHX.
Segundo a teoria de OLIVER & PHARR (2004), quanto mais inclinada € a curva de
descarregamento, maior é a rigidez do material. No estudo de KLAPPERICH e
colaboradores (2001), eles observam a variacdo nos graficos de nanoindentagéo testando
diferentes tipos de polimeros, apresentando inclina¢Ges variadas, concordando com 0s

resultados do presente estudo.
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Na micrografia do filme controle observou-se a superficie menos irregular com
um aumento de 100X, sendo possivel visualizar as marcas do indentador. Os filmes com
CHX apresentam micrografias no aumento de 40X para observar uma area maior de
irregularidade dos filmes. As analises do lote 2 apresentaram variagdo em relacdo as
outras duas amostras dos lotes 1 e 3, 0 que pode ser devido a diferenca das zonas de
transicdo entre fases em materiais com partes cristalinas e partes amorfas,
especificamente em sua superficie ou interface, em intervalos de sensibilidade muito
baixos, o que concorda com ESCAMILLA-GARCIA e colaboradores (2017) e
igualmente com KLAPPERICH e colaboradores (2001) que também encontraram

irregularidades.
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Figura 10. Curvas convencionais de nanoindentacao e suas respectivas micrografias dos
filmes controle (com as marcas de indentacdo em aumento de 100X), lotes 1 (L1), 2 (L2)
e 3 (L3) com aumento de 40X.
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Obter as propriedades mecénicas dos filmes foi um desafio devido as irregularidades
de superficie tanto para o filme controle quanto para os filmes com CHX. Além disso, a
espessura dos filmes e sua sensibilidade a temperatura ndo permitiu serem realizados
ensaios de tracdo ou DMA, que geralmente sdo técnicas escolhidas na maioria dos
trabalhos para determinar as propriedades mecénicas dos materiais poliméricos. A
nanoindentacao vem sendo usada recentemente e ainda ndo ha muitas publica¢des no que
se refere a avaliacdo das propriedades de amido termoplastico.

Inicialmente, os filmes com CHX haviam sido escolhidos para este estudo devido a
sua facilidade de manipulagdo com a pinga, sem quebrar ou dobrar. O filme controle se
mostrou quebradico ao corte e sem resisténcia e firmeza ao ser manipulado. Isso pode ser
confirmado com os resultados dos testes de nanoindentacdo. Além disso, foi possivel
demonstrar que nao foi preciso utilizar agentes adicionais na fabricagdo dos filmes com
CHX, como o exemplo do glutaraldeido, que é usado para reticular a gelatina no
Periochip® (SOSKOLNE et al., 1998), para obter as propriedades mecanicas suficientes
com a finalidade de manipulagéo dos filmes e posteriores tentativas de inser¢do na bolsa

periodontal.
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5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foram analisados os filmes com CHX agitados por 48h e um filme controle,
produzido de uma aliquota da suspensdo gelatinizada que foi agitada aproximadamente
por 4 horas, até a adicdo de CHX, para verificacdo das particulas dispersas na superficie.

Comparando a superficie dos filmes na Figura 11, é possivel observar que todos
os filmes apresentaram uma superficie irregular, além das particulas em formato esférico
muito pequenas (entre 40 — 500 nm) no filme controle e maiores nos filmes com CHX

(entre 2 — 9 um), com uma menor quantidade de particulas dispersas na matriz.

Figura 11. Micrografias dos filmes controle e com CHX no aumento de 6000X.
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A irregularidade das superficies dos filmes pode ser explicada porque, quando o
etanol é gotejado lentamente na solucdo de amido gelatinizado, particulas de tamanhos
nano e micrométrico precipitam. As particulas menores terdo a tendéncia de ficar no
sobrenadante da solugédo, apesar de algumas ainda serem carreadas para o fundo
juntamente com o amido gelatinizado. Assim, o fundo que foi aliquotado na placa de petri
contera tanto amido gelatinizado quando particulas. Quando ocorre a evaporagcdo dos
solventes na secagem dos filmes, observa-se a formacdo de uma matriz completamente
gelatinizada composta pelo soluto e particulas de diferentes tamanhos, o que concorda
com o trabalho de MA e colaboradores (2008), que produziu filmes de amido
termoplastico com &cido ascorbico com o ativo e foi observada a formagéo de particulas
arredondadas de tamanhos variados entre 50-500 nm, com um tempo de agitacdo em torno
de 4h.

Como foi comparado, o tamanho das particulas formadas no filme controle, é
menor em relago as particulas dos filmes com CHX. E possivel observar na Figura 12
em um maior aumento (100.000X), que permite visualizar que o padrdo morfolégico das

particulas do filme controle é mantido nos filmes dos lotes com CHX.

HV cur mag o det WD  HFW 1 pm
700.00 V13 pA 100 000 x TLD 2.2 mm 2.98 ym Inmetro/Dimat/Nulam

Figura 12. Micrografia do filme controle no aumento de 100.000X para observagéo da

morfologia das particulas.
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Esta diferenca de tamanho das particulas nos filmes com CHX,pode estar
associado a incorporacdo do antimicrobiano a particula ou ainda ao tempo de agitacéo,
além da acdo do etanol, que se liga quimicamente na &gua através das hidroxilas de acordo
com MA e colaboradores (2008), permitindo maior disponibilidade de amido e CHX no
meio para formarem as particulas e também demonstrando a reprodutibilidade do método
de fabricacéo.

No trabalho de LIMA (2016) foram produzidas microparticulas de base
polimérica (Polietilenoglicol e gelatina) com incorporacdo de CHX através da formacao
de filmes em duas etapas e trituracdo dos mesmos ao final de cada uma delas, mostrando
que particulas muito maiores sdo formadas no processo, com tamanhos em torno de 100
pum. Com os resultados do presente trabalho, é possivel dizer que o processo de fabricacdo
dos filmes em menos etapas e mantendo a matriz polimérica em filme, permite a formacao
de particulas menores o que talvez possa ser um melhoramento em relagdo ao potencial
de liberacdo do farmaco.

MUSIAL e colaboradores (2010) produziram um hidrogel com particulas de poli
(&cido acrilico), incorporadas com CHX em meio aquoso, sob agitacdo constante por 48h
a 20°C, com o proposito de liberacdo controlada de antimicrobiano. As particulas
apresentaram formato esférico com didmetro de 2-10 um dispersas na superficie da
matriz do hidrogel. Estes formatos e tamanhos sdo semelhantes aos das particulas
formadas na superficie dos filmes do presente estudo. E possivel que o tempo de agitacio
para formacdo de particulas e incorporacdo do farmaco, interfira na morfologia e no

diametro das particulas formadas.
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5.4 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (ATOMIC

FORCE MICROSCOPY - AFM)

As imagens de topografia obtidas por AFM permitiram observar a dispersdo da
matriz, das particulas formadas e a variacdo da fase na presenca da CHX. Foram
analisadas amostras dos filmes com e sem CHX. A matriz de AA termoplastico é utilizada
como controle. Na Figural3, pode-se observar o filme controle sem adi¢do de CHX em

contraste de fase e topografia, com aumento de 10 x 10 pm?,

10

(=]

0

Figura 13. Imagens de topografia e contraste de fase da superficie do filme de AA

termoplastico sem adigdo de CHX (filme controle).

O filme controle apresentou superficie com baixa rugosidade nas imagens de
topografia, mostrada pela escala de contraste lateral. Em relacéo a fase, pode-se observar
uma boa miscibilidade do AA termoplastico. Também é possivel observar pequenas areas
mais claras, que podem corresponder as particulas que contém uma maior quantidade de
glicerol, o que também é reportado nos resultados de THIRE (2003) que fabricou filmes
de amido termoplastico com concentrac6es diferentes de amido sem precipitacao (5 mg,

20 mg e 90 mg) observando um padréo aproximado em relacdo a rugosidade (entre 24 e
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40 nm) e a mesma variagdo nas imagens de contraste de fase, com pequenos pontos de
irregularidades na superficie e particulas muito pequenas.

A Figura 14 mostra os filmes de amido termopléstico incorporado com a CHX, onde
observa-se a evidente variagdo na topografia e no contraste de fase em relagcdo ao filme
controle. E possivel visualizar também particulas formadas contendo CHX, com formatos
arredondados e dispersas na matriz, apresentado uma heterogeneidade em relagdo ao
controle. Estas particulas se apresentam com tamanhos mais regulares e melhores
dispersas na matriz. No trabalho de WOOD e colaboradores (2014), que produzem uma
matriz polimérica de etileno acetato de vinila (EVA) com nanoparticulas de
hexametafosfato de CHX com tamanhos em torno de 40 nm que foram observadas por
AFM demonstrando um padréo semelhante ao dos resultados do presente estudo, com
particulas com formatos arredondados, que formavam aglomerados na superficie dos
filmes, o que pode confirmar o padrdo da incorporacdo de CHX nas particulas formadas

nas imagens de contraste de fase.
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Figura 14. Imagens de topografia e contraste de fase da superficie dos 3 lotes dos filmes

de amido termoplastico com CHX no aumento de 10 x 10 um?.
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5.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN

O Raman foi correlacionado com a area aproximada das amostras analisadas por
AFM. Desta forma, foi possivel avaliar os componentes dispersos na superfice da matriz

e identificar a presenca de AA no filme controle, como mostram a Figuralb.
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Figura 15. Micrografia da regido analisada do filme controle (a) e seu espectro Raman

com marcagdo dos picos caracteristicos de AA (b).

Das vibracOes caracteristicas do AA, pode-se observar na regido entre 1380 1400
cm* o acoplamento do C-C-H edeformagesnas ligagdes de C-OH, que sdo geralmente
atribuidas a polimeros, e foi semelhante ao resultado encontrado no trabalho de MIR e
colaboradores (2016). Na regido entre1200 - 800 cm™ sdo muito caracteristicos o0s
estiramentos de C-O, C-C e deformagdesnas ligacdes de C—O-C, o que se refere as
ligagbesdo anel glicosidico das cadeias de amilose e amilopectina. Esta regido é também
é conhecida como a impresséo digital ouregido anomérica. As vibragfes originadasdas
ligagBes a-1,4 podem ser encontradas na regido entre 920-960-cmsendo atribuidasa
amilose, o que concorda com os resultados de HOLDER (2012) e ALMEIDA e

colaboradores (2010). As vibracdes na faixa em torno de 800 - 400 cm %, foram atribuidas
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as deformacdesdas ligacdes de C-O-C e C-C-C, com forte acoplamento entre as ligagdes
devido a deformacéo do anel glicosidico (ALMEIDA et al., 2010; MIR et al., 2016).

No espectro Raman dos filmes com CHX, apresentados na Figura 16, surge uma
variagdo das vibrages na faixa dol564 a 1608 cm, que podem ser atribuidas a
protonacdo da base de CHX por conta do grande numero de grupos carboxilicos na
suspensdo polimérica que continha etanol, o que também pode estar relacionado ao fato
da CHX ter sua solubilidade diminuida, devido a alguma variagao de pH do meio (JONES
et al., 2000),se tornando mais acido durante o processo de fabricacdo dos filmes ou
quando a suspensdo foi acondicionada nas placas para a etapa de casting. Isto pode
descrever a mudanca de fase nas imagens de AFM, onde a CHX fica evidente na
superficie das particulas formadas, mas que também se encontra presente em outras areas
do filme, devido a semelhanca entre todos os espectros analisados. Esta agdo do etanol
também pode ter influenciado em relagdo a maior concentracdo de CHX livre na

superficie do filme, mantendo a intensidade do pico referente a ela em todas as analises.
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Figura 16. Micrografia do filme com CHX (a) e seu espectro Raman mostrando a

variacao de intensidade dos picos caracteristicos de AA (O) e CHX (0) (b).
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5.6 ESPECTROSCOPIAINFRAVERMELHO  POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A avaliacdo da miscibilidade dos componentes nos filmes pdde ser realizada
verificando os deslocamentos das bandas de absorcdo no infravermelho em relagédo ao
numero de onda, devido as interacdes entre grupos funcionais. Nestas anélises, houve a
tentativa de observar se houve a degradacdo dos componentes dos filmes testados.

Na Figural7é possivel observar a alteracdo quando o filme é processado e adicionado
CHX. Para o filme controle (sem CHX), observa-se uma banda larga na regido de 3000 -
3500 cm™ que é referente as vibragGes de deformacdes dos grupos hidroxila associados

as ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares.

Filme com CHX
Filme sem CHX
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Figural?. Espectro na regido do infravermelho do filme controle e com CHX.
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Nos filmes com CHX mostrou-se nas bandas na faixa de 3220 cm™ e 3330cm™ que
sdo referentes aos estiramentos de N-H da CHX que se sobrepuseram as bandas
representativas dos grupos hidroxilas que mostra a incorporacao da CHXa matriz do AA
termoplastico.

Na regido entre 2825 cm™ e 2980 cm™ apresentam as bandas correspondentes ao
estiramento assimétrico C-H no AA termoplastico. As bandas em 2945 cm™ estdo
relacionadas as vibragdes de deformacéo assimétrica do CH> da CHX.

Em 1645 cm™ a banda é atribuida & deformacdo angular de O-H no amido
termoplastico, o que deixa de ser observada na amostra do filme com CHX que apresenta
bandas em torno de 1.660 cm™ e 1.590 cm™ especificas para aromaticos, C=N e
estiramento de N-H, do grupo amina, que também mostram a incorporacdo da CHX a
matriz.

As bandas 1415 - 1350 cm™ fazem referéncia a deformagao angular da ligagdo C—H,
referente a0 amido. Em 1330 cm’esta relacionada as vibracbes de deformacéo
assimétrica de CHareferente a CHX.

A banda em 1090 cm™ corresponde a ligagdo C—N e ao estiramento do cloro ligado
a0 grupamento aromatico da CHX; em 1155 cm™corresponde ao estiramento do grupo
C-O-C proveniente do grupo éster da CHX; As bandas entre 900 - 1150 cm™ sdo
relacionadas ao estiramento das ligacbes C-O, C-C e ligacdes glicosidicas C-O-C
correspondentes aos grupos funcionais de amido e glicerol. Estas bandas observadas séo
encontradas também nos trabalhos de MENDES e colaboradores (2015) e
CRISTANCHO (2017) onde ambos analisam filmes de amido termoplastico variando as
concentracdes de amido entre 25 g e 35 g. Em relagdo as bandas correspondentes a
presenca de CHX nos filmes, os resultados sdo semelhantes aos trabalhos de

PRIYADARSHINI e colaboradores (2016) que comparou os espectros de CHX pura com
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microparticulas de hidroxido de célcio incorporado com CHX e de LIMA (2016) que
analisou a presenca de CHX em particulas poliméricas de polietilenoglicol incorporadas
com CHX.

As bandas em torno de 850 cm™ sdo correspondentes a deformagcéo das ligacoes de
C—H de D-glicose do amido termoplastico que é sobreposta pela banda 825 cm™ no filme
com CHX que corresponde as vibragdes de N-H, estas bandas também séo observadas
nos trabalhos de TOKAJUK e colaboradores (2017) e PRIYADARSHINI (2016).

Com esse resultado observa-se que a sobreposicdo das varias bandas encontradas,
semelhantes aos resultados dos trabalhos citados, pode ser devido a maior concentracao
de CHX em relacdo ao amido na superficie dos filmes, o que interfere na intensidade dos
picos referentes ao amido, havendo uma redugdo dos mesmos. Assim ndo sendo possivel
confirmar se houve interacdo ou degradacdo do material nas bandas apresentadas, apenas
sendo determinada a presenca dos componentes de acordo com a concentragdo

apresentada na superficie dos filmes.
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57 DIFRACAO DE RAIO X (DRX)

Os difratogramas de Raio X foram obtidos com a finalidade de comparar a perda da
cristalinidade do AA puro, pelo processamento do AA termoplastico e a adicdo de CHX.
Estes resultados sdo diretamente relacionados as propriedades mecanicas dos filmes
analisados. Quanto mais cristalino, maior a organizacao das cadeias e menor o teor de
agua. De acordo com a Figural8, observa-se que o AA de milho regular (puro), que
contém 27% de amilose e 73% de amilopectina (conforme informado pelo fabricante)
apresenta cristalinidade tipo A, que ¢ tipica de cereais, representada pelos picos em 2 ©
iguais a 15°,0, 17,7° (pico duplo), 19,7° e 23,2°, o0 que também € observado nas amostras

de amido puro no trabalho de CRISTANCHO (2017).
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Figura 18. Difratograma de Raio X dos filmes de amido termoplastico em comparacéao

ao amido regular puro.

ApoOs a primeira etapa de gelatinizagdo do amido com glicerol e adicdo do etanol é

evidente a alteracdo na cristalinidade do tipo A para o tipo B, representada pelo pico
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caracteristico em 20 igual a 16,8° e cristalinidade do tipo VH que é caracteristica nos
picos em 20 iguais a 19,7° ¢ 22,2°, devido a interacdo do plastificante (glicerol) entre as
cadeias de amilose, que formam estruturas helicoidais Unicas. Além disso, 0 processo de
formacéo das particulas de amido ap6s a adigdo de etanol, que marca o inicio do processo
de retrogradacéo, pode ter contribuido para a modificacdo da cristalinidade tipo A. Estes
padrdes também s&o reportados nos resultados de THIRE (2003)onde observou-se picos
de cristalinidade semelhantes em relac&o ao filme de amido termoplastico envelhecido.
No trabalho de CRISTANCHO (2017) também séo observados picos de cristalinidade
semelhantes aos do presente estudo, em blendas de amido termopléstico comparado ao
amido puro.

Os filmes de AA termoplastico adicionados de CHX apresentaram a perda
praticamente completa da cristalinidade. Este padrdo amorfo observado indica que a CHX
pode ter atuado também como plastificante no material, reduzindo sua resisténcia
mecanica e aumentando seu potencial de deformacdo elastica, como mostrado nos
resultados de nanoindentacdo.No trabalho de LIMA (2016), nos resultados de DRX
também foi possivel observar a perda de cristalinidade comparando o polietilenoglicol
puro e quando é adicionado CHX e gelatina, em diferentes concentrac@es, na producgéo
de particulas carreadoras de farmaco.

Além disso, a presenca da CHX pode ser caracterizada pelo deslocamento de um pico
de baixa intensidade em 20 igual a 20,1° que é citado como referéncia no estudo de
PRIYADARSHINI e colaboradores (2016), ou também pode ser considerada como a
reducdo de cristalinidade tipo V. Este padrao da perda de cristalinidade é semelhante aos

dos filmes produzidos por THIRE (2003).
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58 LIBERACAO DO ANTIMICROBIANO POR
ESPECTROSCOPIA UV - VISIVEL

O potencial de liberacdo de CHX dos filmes no formato do dispositivo foi realizado
para determinar a concentracdo liberada em funcdo do tempo, através das medidas de
absorbéancia obtidas por espectroscopia de UV-visivel, no comprimento de onda de

230nm que é caracteristico da presenca de CHX.

Para determinacdo da concentracdo, foi construida uma curva analitica a partir de
solucdes padronizadas descritas na metodologia, que foram analisadas no
espectrofotbmetro no mesmo comprimento de onda. A relacdo entre a concentracédo e
absorbancia confirma-se linear, de acordo com os resultados dos coeficientes do modelo
de regressao linear fornecidos pelo programa VISION pro™ Software, que forneceu a
equacdo A=5,05715 x C + 0,00183, onde, A € absorbancia e C é a concentracdo de CHX
(g/L), com erro residual de 0,00009 e com um coeficiente de determinacéo (R?) igual a

0,999544, como mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Curva de Calibracdo que relaciona a concentracdo de clorexidina em g/L

com a absorbancia no comprimento de onde de 230nm.
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As solucgbes diluidas para construcdo da curva tiveram as seguintes concentragoes:
0,04 g/L (solucéo 1), 0,08 g/L (solugéo 2), 0,12 g/L (solucdo 3), 0,16g/L (Solucdo 4) e
0,20 g/L (solucdo 5). Estas foram mantidas sob condicOes estéreis até 0 momento da
andlise.

Os perfis de liberacdo dos lotes 1 (L1), 2 (L2) e 3 (L3) foram analisados em triplicata
até 21 dias de liberacdo e os valores foram calculados a partir das médias de concentragao
de cada lote. Foi possivel observar que no periodo de 24 horas houve uma liberacdo
significativa na média de 0,13 g/L da quantidade de CHX em relacdo aos periodos
seguintes. Este comportamento se mostrou semelhante ao do Periochip®,entre as
primeiras 24 he 48 h (PURI et al., 2013). Nas amostras deste estudo,houve uma liberagéo
média de 0,02 g/L até 48 h, e continuouliberando em menor quantidade, por periodo, em
torno de 0,01 g/L, no periodo de 72h até o décimo dia (240 h). A partir das 240h (10 dias)
iniciou-se uma tendéncia a estabilizacdo, liberando uma quantidade em torno de 0,007g/L

CHX até os 21 dias, como mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Perfil de liberacdo dos trés lotes de filmes de AA termopléstico com CHX.

71



As médias e os desvios padrdo das concentragdes em cada lote sdo observadas em

relagdo ao tempo e estéo descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Média e desvios padréo da concentragdo de CHX encontrada nos 3 lotes dos

filmes.
L1 L2 L3

Tempo Média D.P. Média D.P. Média D.P.
3h 0,0470 g/L | 0,005 | 0,0481g/L | 0,005 | 0,0522g/L | 0,006

6 h 0,0669 g/L | 0,005 | 0,0729 ¢g/L | 0,005 | 0,0705¢g/L | 0,006

12 h 0,0861 g/L | 0,008 | 0,0948¢g/L | 0,007 | 0,0943g/L | 0,007

24 h 0,1280 g/L | 0,009 | 0,1357 g/L | 0,008 | 0,1352g/L | 0,009

48 h 0,1450¢g/L | 0,01 0,1572 g/L | 0,009 | 0,1555¢g/L | 0,009

72 h 0,1566 g/L | 0,01 | 0,1715¢g/L | 0,01 | 0,1689¢g/L | 0,01
168h (7D) | 0,1676 g/L | 0,01 | 0,1870¢g/L | 0,01 | 0,1794g/L | 0,01
240h (10D) | 0,1740¢g/L | 0,01 | 0,1942¢g/L | 0,01 | 0,1851¢g/L | 0,01
360 h (15D) | 0,1801¢g/L | 0,01 | 0,1973¢g/L | 0,01 | 0,1895¢g/L | 0,01
504h (21 D) | 0,1829g/L | 0,01 | 0,1998¢g/L | 0,01 | 0,1924¢g/L | 0,01

Os trés lotes, de modo geral, apresentaram variacfes muito pequenas em relacdo a
concentracéo total liberada. O lote 1 apresentou uma pequena diferencga de concentragédo
ao final do periodo avaliado em relagéo aos outros lotes. O lote 3 obteve a maior taxa de
liberagdo nas primeiras 3 horas, mas sua concentragdo final foi ligeiramente inferior ao
lote 2. Foram realizadas leituras até o 25° dia, porém estas nao apresentaram variacoes de
concentracdo em relacéo aos 21 dias, sendo desconsideradas.

Em comparacéo a outros dispositivos de LCA com matriz polimérica que utilizam a
CHX como ativo, no trabalho de MUSIAL e colaboradores (2010) um hidrogel de poli
(&cido acrilico) e metilcelulose promovem uma liberacdo de CHX através das particulas

formadas em torno de 10 horas, que com a variacdo de temperatura, o tempo de liberacéo
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pode ser reduzido. O dispositivo proposto por LIMA (2016) com microparticulas de
polietilenoglicol e gelatina, demonstrou uma liberagao de apenas 24h. Outro trabalho com
microesferas de alginato testado em diferentes concentrac6es, contendo CHX (SCHOLZ
et al., 2017), apresentou liberagdo em torno de 5 dias. O Periochip® de SOSKOLNE e
colaboradores (1998), que é um dos poucos dispositivos com CHX disponiveis no
mercado exterior, aprovado pela FDA, com base de gelatina reticulada com glutaraldeido
demonstrou a liberacdo em até 10 dias. Por fim, o dispositivo que apresenta um tempo
mais aproximado de liberacdo de CHX, em até 14 dias, € o Chlo — Site®
(PAOLANTONIO et al., 2009), se trata de um gel com base de xantano aplicado com
uma seringa na bolsa periodontal, mas que néo é aprovado pela FDA. Em comparacao a
estes dispositivos, o desempenho de liberacdo de CHX do filme de amido termoplastico
deste estudo demonstrou um tempo de liberacdo de CHX superior em relagdo aos outros
dispositivos.

De acordo com SOSKOLNE e colaboradores (1998) a concentracdo minima efetiva
que inibe o crescimento das bactérias da placa subgengival é de 0,125 g/L. Com este dado,
é possivel dizer que os filmes de amido termopléastico com CHX, liberam uma
concentracdo acima da minima inibitoria nos ensaios in vitro, em volumes de 200 mL de
tampé&o PBS. Além disso, o potencial de liberagdo controlada dos filmes, pode ter se dado
pela capacidade de inchamento ou expansdo do amido termoplastico em contato com as
moléculas de agua do meio, antes de degradar e liberar a CHX restante.

Outra observacdo, € em relacdo ao volume de CHX liberada nas primeiras 24h. Os
dispositivos de liberagdo controlada, liberam um volume maior do ativo até as primeiras
30 horas, como exemplo do Periochip®, que libera em torno de 40% do volume total da
CHX contida no dispositivo nas primeiras 24h (SOSKOLNE, et al.,1998). Os filmes de

amido termoplastico com CHX, apresentaram uma liberacdo em torno de 50% do volume
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total do ativo, tendendo a estabilizacdo da concentracdo nas horas seguintes. Isto pode ser
ilustrado na Figura 21, que apresenta um gréafico de liberacdo de uma das amostras
testadas, com as medidas por absorbancia, onde pode ser observado um espagamento

maior nas primeiras 24 h.
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Figura 21. Perfil de liberacdo em absorbancia de uma das amostras de filme de AA

com CHX analisadas, demonstrando a maior liberacdo do ativo no periodo de 24h.

E possivel que este maior volume liberado inicialmente, possa garantir a
substantividade da CHX na bolsa periodontal. Como ja citado na revisdo, a CHX tem
adsorcdo rapida na superficie bacteriana e aderéncia eficaz no esmalte do dente, se
tornando biodisponivel por alguns dias dentro da bolsa, possivelmente sendo apenas
renovada em menor concentragdo nos dias subsequentes. Este comportamento pode ndo
permitir o desenvolvimento do biofilme dental em um maior espaco de tempo. Esta

suposicdo, podera ser estudada em ensaios in vivo.
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5.9 TESTE DE DISCO-DIFUSAO

O potencial de acdo microbiolégico dos filmes foi avaliadopara inibicdo de
crescimento das bactérias que estdo presentes nos biofilmes subgengivais e que sdo as
principais causadoras da DP. A P. gingivalis (P.g.), que faz parte do complexo vermelho,
uma das mais patogénicas do grupo, a P. intermedia (P.i.) , P. nigrensces (P. n.) e P.
melaninogenica (P. m.)que fazem parte do complexo laranja, como ja descrito na revisao.
A inibicéo das bactérias foi bem sucedida com todos os filmes testados. Na Figura 22 ¢é
possivel visualizar uma das placas de Brucella sangue onde foi testada uma P. m.Na
maioria das placas, os controles de 0,12% e 2% tiveram seu potencial de inibigdo menor
em relacgdo ao filmes dos trés lotes testados, provavelmente devido ao material do disco
(papel) ter liberado ou evaporado mais rapidamente a solu¢do de CHX a qual ele foi
embebido para o teste. Outra explicacdo plausivel € devido a liberacdo lenta da CHX, que

pode ter contribuido para uma maior inibicdo, formando halos maiores.

Figura 22. Um dos testes de disco-difusédo em placa de Brucella Sangue da bacteria P.

melaninogenica contendo os dois controles e os trés lotes de filmes com CHX.
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Outra observagdo importante € de que os filmes tiveram um leve inchamento em
contato com o meio de cultura com o passar dos dias. Isso ocorreu na maioria das placas
dos testes. Uma explicacdo para isso, é com relacdo ao processo de inchamento do AA
termoplastico em relacdo a umidade exposta, como ja foi visto anteriomente no teste de
liberacdo do farmaco.

O tamanho médio dos halos de inibigdo e seus respectivos desvios padréo aferidos
podem ser visualizados na Tabela 6.

A F. nucleatum ndo pode ser testada devido a contaminacdo cruzada do seu

crescimento apds o descongelamento.

Tabela 6. Média das aferi¢cdes dos halos de inibicdo durante o teste de disco-difusao.

. . Brucella sangue
Micro-organismo D.P. | BHI (cm) D.P.
(cm)
P. gingivalis 3,0 0,1 3,1 0,1
P. intermedia 2,9 0,1 2,9 0,05
P.nigrescens 2,9 0,1 3,0 0,05
P. melaninogenica 2,8 0,1 2,9 0,05

Nas afericOes é possivel perceber uma discreta sensibilidade maior da P. g em relagéo
as outras bactérias. E a P. m. foi a que apresentou os menores halos de inibi¢cdo. Também
foi possivel observar que o sangue contido no meio Brucella, ndo afetou os niveis de
sensibilidade em relagdo ao meio BHI. Assim, verificou-se que a hemolise néo interferiu
significantemente na formagao dos halos.

Né&o foram encontrados trabalhos na literatura de dispositivos de liberagdo controlada
contendo CHX para comparativo direto, apenas trabalhos utilizando discos embebidos

com CHX em solucdoem relacao a outros tipos antimicrobianos naturais ou sintéticos.O
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trabalho de NOIRI e colaboradores (2003) que comparou o potencial inibitério de trés
antimicrobianos (Minociclina, Metronidazol e CHX) contra P.gingivalis em biofilmes
produzidosin vitro, com amostras em triplicata durante 48h, demonstraram que a CHX
teve um melhor potencial antimicrobiano, com uma reducdo significativa do crescimento
de P.gingivalis (P <0,001). Mostrando que a estrutura da matriz extracelular da P.g foi
alterada na presenca de CHX através de MEV. O cloridrato de minociclina também
causou uma reducéo significante no crescimento da P.g (P <0,05) e metronidazol n&o
apresentou eficacia significativa contra biofilmes testados. Eles concluiram que a CHX
demonstrou melhor a¢éo antimicrobiana, inibindo o crescimento de biofilme que continha
P.g.

No trabalho de MANKAR e colaboradores (2016) foi comparado o efeito
antimicrobiano do extrato de casca e laranja (Grupo A) da CHX (grupo B)em diferentes
concentracgdes (75 pg, 50 pg, 25 ug, 10 pg e 5 pg)contra P. gingivalis,P. intermedia e A.
actinomycetemcomitans por difusdo em caldo durante 72h. O indice utilizado para o teste
foi 0 de CIM (Concentracdo Inibitéria Minima), apresentando as médias contra P.g., P.i.
e A.a., respectivamente, de 66 pg/ml, 75 ug/ml e 33 ug/ml para o grupo A e 14 pug/ml, 7
pug/ml e 20 pg/ml para o grupo B, demonstrando a maior eficacia da CHX,em menor
concentracdo contra todos os 3 micro-organismos, demonstrando seu maior potencial
antimicrobiano.

Pode-se dizer que a escolha da CHX para o presente estudo contra as bactérias de
importancia periodontal foi bem sucedida, demonstrando ser eficaz durante os 10 dias de
teste, que foi um periodo maior do que os avalidos em outros trabalhos. Isto pode ter
ocorrido provavelmente devido ao potencial de liberagcdo controlada dos filmes de amido

termoplastico, o que amplia o tempo de acdo da CHX contra os patégenos estudados.
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6. CONCLUSOES

Os filmes de amido termoplastico incorporados com CHX foram fabricados com
sucesso para producdo de um dispositivo de liberacdo controlada pelo processo de
gelatinizacdo e evaporacdo do solvente. Este processo de producdo se mostrou simples,
realizado em poucas etapas, de facil reproducdo e facilmente escalonavel, nao
demandando uso de equipamentos sofisticados.

As propriedades mecanicas monstraram que o filme sem CHX, utilizado como
controle, apresentou um comportamento mais plastico e mais rigido em relagédo aos filmes
com CHX, que obtiveram maddulo de elasticidade em torno de 50% menores, com reduc¢éo
de quase 1 ordem de grandeza na dureza, o que permitiu se obter filmes menos
quebradicos e que podem ser facilmente manipulados com uma pinca para o objetivo
posterior de insercdo na bolsa periodontal. Ndo havendoa necessidade de adicionar varias
etapas ao processo de fabricacdo ou outros tipos de componentes sintéticos ou que nédo
fossem biodegradaveis para obtencdo destas propriedades.

Através das caracterizacdes das superficies, foi possivel demonstrar a boa dispersédo
das particulas formadas com a incorporacdo a CHX na matriz dos filmes. Possivelmente,
as irregularidades observadas na superficie, podem ser devido a variacdo no tamanho
destas particulas.Com a analise por espectroscopia Raman, foi possivel confirmar as
caracterizagbes de superficie por AFM, onde se observaramvarias regides
contendoCHXincorporada na matriz de amido termoplastico.

As analises de FTIR indicaram as bandas de absorcdo especificas de amido nos filmes
termoplasticos sem adi¢do de antimicrobiano e as bandas especificas da adi¢do de CHX,

mostrando a incorporagdo no filme. Entretanto, a possivel quantidade maior de CHX na
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superficie proporcionou a sobreposicao das bandas de amido, ndo sendo possivel analisar
com precisao as possiveis interagdes ou se houve algum tipo de degradagdo do material.

A reducdo de cristalinidade dos filmes com CHX, devido a agdo plastificante do
glicerol em conjunto com a CHX, n&o permitiu a reorganizacdo das cadeias de amido.
Isto contribuiu diretamente para obtencéo das propriedades mecénicas esperadas.

Em relacdo a liberacdo controlada do antimicrobiano, em ambiente simulando
condigdes encontradas na bolsa periodontal, a CHX conseguiu atingir uma liberacéo de
21 dias a uma concentracdo total de aproximadamente 0,19 g/L, o que atende a
concentracdo minima de inibicdo do crescimento bacteriano descrita na literatura.Com
este dado, conclui-se que a proporcdo de CHX em relagéo ao peso total da medida do
dispositivo (4 mm x 5mm) é em torno 10%. O dispositivo se demonstrou superior ao
Periochip® e outros dispositivos de LCA para uso periodontal, em relacdo ao tempo e a
proporcao de liberacdo do antimicrobiano, o que talvez demonstre ser possivel controlar
a formacéo do biofilme dental em um maior intervalo de tempo.

A inibicdo bacteriana observada nos testes de disco-difusdo demonstraram que
durante os 10 dias, os dispositivos testados foram eficazes contra os principais patdgenos
responsaveis pela doenca periodontal: P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, P.

melaninogenica.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Melhorar a regularidade da superficie dos filmes, mantendo as propriedades

mecanicas adequadas;
- Avaliar a influéncia do tempo de agitacdo dos filmes com e sem CHX;

- Acompanhar a cristalinidade e as propriedades mecanicas, avaliando as amostras

durante o tempo de envelhecimento;

- Variar a concentragdo de CHX para avaliar melhor o tempo de liberagéo e o

potencial bactericida/bacteriostatico;

- Estudar um revestimento para o dispositivo, a fim de aumentar o seu potencial de

liberacdo controlada;

- Realizar testes de inibicdo bacteriana, com outras bactérias importantes na DP, que

ndo puderam ser testadas no presente estudo;

- Realizar um mapa quimico mais completo das interacdes entre a CHX e 0 AA,

através do Raman e do FTIR;
- Realizar testes de toxicidade celular com o dispositivo;

- Realizar estudos clinicos in vivo do dispositivo dentro da bolsa periodontal para

avaliar seu potencial de liberacéo e inibitdrio.
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