T

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE __

CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA

E ENGENHARIA DE MATERIAIS

MODIFICAGAO SUPERFICIAL DE FIOS DE SUTURA ODONTOLOGICOS
(SEDA E NYLON) COM QUITOSANA

Josefa Aparecida Alves Ribeiro

Campina Grande
Dezembro/2013

™y



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

MODIFICAGAO SUPERFICIAL DE FIOS DE SUTURA ODONTOLOGICOS
(SEDA E NYLON) COM QUITOSANA

Josefa Aparecida Alves Ribeiro

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagao em Ciéncia e Engenharia
de Materiais como requisito parcial a
obtencdo do titulo de MESTRE EM
CIENCIA E  ENGENHARIA  DE
MATERIAIS

Orientadora: Profa. Dra. Suédina Maria de Lima Silva
Coorientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook

Campina Grande
Dezembro/2013



R484m

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL DA UFCC

Ribetro, Josefa Aparecida Alves.
Modificagdo superficial de fios de sutura odontolégicos (seda e nylon)
com quitosana | Josefa Aparecida Alves Ribeiro. — Campina Grande, 2013.
82 f- - il Color.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Engenhana de Matenas) -
Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Ciéncias e
Tecnologia.

"Ornentagdo: Prof*. Dr*. Suédina Mana de Lima Silva, Prof Dr. Marcus
Vinicius Lia Fook”.
Referéncias.

1. Fios de Sutura. 2. Quitosana. 3. Modificagdo Superficial I Silva,
Suédina Marna de Lima. II. Fook, Marcus Vinicius Lia IT1. Titulo.

CDU 677.473(043)




A minha mde, meu porto seguro,
com quem sempre pude contar
nos momentos mais dificeis das
minhas conquistas de vida,
dedico!



VITAE DO CANDIDATO

o Graduagédo em Odontologia pela Universidade Federal da Paraiba.

o Especializagdo em Saude da Familia - Faculdades Integradas de Patos
(FIPs/Patos).

e Especializacgo em Pacientes com Necessidades Especiais
(UNICSUL/SP - COESP/PB).



MODIFICACAO SUPERFICIAL DE FIOS DE SUTURA ODONTOLOGICOS
(SEDA E NAILON) COM QUITOSANA.

JOSEFA APARECIDA ALVES RIBEIRO

Dissertagéo Aprovada em 18/12/2013 pela banca examinadora constituida dos
seguintes membros:

L

Dr2. Suédina Maria de Lima Silva
(Orientadora)
UAEMa/UFCG

)“"mew Youes L \CODL

Dr. Marcus Vinicius Lia Fook
(Orientador)
UAEMa/UFCG

/Dr. Ricardo Dias de Castro
(Examinador Externo)
PPGO/UFPB

(Examimador Externo)
CERTBIO/UFCG

[ ' .. &
Dr2. Carla Ramalho Costa Braga
(Examinadora Externa)
Pesquisadora da UFCG

b i Bt Bl b it

Dré. Danielé de [‘éurdes Anjos Coutinho Sim&e$ Andrade
(Examinadora Externa)
Pesquisadora da UFCG




AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me renovar as fo'r(:as em momentos precisos.

A minha familia, por me apoiar e pelo amor incondicional que

sinto por cada um.

A minha orientadora, Profa. Dra. Suédina Maria de Lima Silva,

pela forca, incentivo, carinho e dedicacdo, sem palavras.
Ao Prof Dr. Marcos Vinicius Lia Fook, pela disposicdo e atencdo,
imprescindiveis.

A pesquisadora Dra. Daniela de Lourdes Anjos Coutinho Simdes
Andrade pelo carinho e doacdo na realizacdo desse sonho, minha

eterna gratidao.

A pesquisadora Dra. Carla Ramalho pela sua preciosa
contribuicdo, obrigada.

A Fabiana, Rillen e Nadié pela disposicdo e carinho sem medida,
minha gratiddo.

A Mavis, pelo carinho e acolhimento, renuncia e doagdo,
obrigada.

Ao pesquisador Dr. Rossemberg Cardoso Barbosa, pelas valiosas

contribuicdes para realizacdo desse projeto.

A equipe do CERTBIO pela disposicdo na realizacdo das andlises

necessdrias, minha gratidao.

Ao Prof. Dr. Ricardo Dias de Castro do departamento de Clinica e
Odontologia Social da Universidade Federal da Paraiba- UFPB,



pela grande contribuicdo mo preparo e vealizacdo dos testes

microbiologicos.

As minhas amigas/irmds Ieda Xavier Guedes e Paula Cristiane G.
G. Souto Maia, que ao longo dessa caminhada me incentivaram a

perseverar sempre, minha gratiddo.

A todos que de alguma forma contribuiram para essa conquista.

ii



MODIFICAGAO SUPERFICIAL DE FIOS DE SUTURA ODONTOLOGICOS
(SEDA E NYLON) COM QUITOSANA

RESUMO

Neste estudo fios de sutura odontoldgicos comerciais ndo absorviveis, de seda
e de nylon, foram modificados superficialmente com quitosana. O biopolimero
quitosana tem sido largamente utilizado na veicula¢do de medicamentos, bem
como na engenharia de tecidos aplicada a odontologia, entretanto, seu uso na
modificagao superficial de fios de sutura odontolégicos ndo tem sido avaliado.
A modificagéo dos fios foi feita por meio da imersdo dos mesmos em solugdes
de quitosana (nas concentragdes de 1%, 2%, 3% e 4% v/v) sob condi¢ches
controladas de tempo e temperatura. A influéncia da quitosana na modificacéo
superficial dos fios foi acompanhada por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), grau de
intumescimento e atividade antimicrobiana in vitro. Os resultados mostraram
que foi possivel modificar a superficie dos fios de sutura odontoldgicos, de
seda e de nylon, pelo uso da quitosana. De acordo com os dados de FTIR e
MEV, solugbes de quitosana mais concentradas (a 3% e a 4%) e a
neutralizagao dos fios modificados resultou na impregnac¢ao de camadas mais
densas de quitosana e no recobrimento tota! dos mesmos. A modificagéo
superficial dos fios com quitosana na concentra¢do de 2% nao alterou a
absor¢ao de agua dos fios. A modificagdo superficial dos fios, com quitosana,
nas concentragdes de 2% e 4%, nao foi eficiente na inibicdo de crescimento
das colénias bacterianas e fangica.

Palavras-chave: Fios de Sutura, Quitosana, Modificagao Superficial.
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SURFACE MODIFICATION OF DENTAL SUTURE WIRES (SILK AND
NYLON) BY CHITOSAN

ABSTRACT

In this study, non-absorbable dental suture wires, silkk and nylon, were
superficially modified with chitosan. The chitosan biopolymer has been widely
used as drug release system, as well as, to tissue engineering applied to
dentistry. However, its use in surface modification of dental suture wires has not
been evaluated. The modification of the wires was performed by immersing the
same in solutions of chitosan (concentrations of 1 to 4% v/v) under time and
temperature controlled conditions. The influence of chitosan on the surface
modification of the wires was monitored by infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM), degree of swelling and in vitro
antimicrobial activity. The results showed that it was possible to modify the
surface of the silk and nylon dental suture wires by chitosan. According to FTIR
and SEM data, more concentrated solutions of chitosan (3% and 4%) and
neutralization of the modified wires resulted in impregnation of thicker layers of
chitosan and total covering of the wires. The water absorption of the wires was
not modified when the surface of the wires was modified by the use of chitosan
solution (2% v/v). The surface modification of the wires with chitosan at 2 % and
4 % (viv) was not effective in inhibiting the growth of bacterial and fungal
colonies.
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1 INTRODUGAO

O termo “sutura” refere-se ao ato de ligar vasos sanguineos ou
aproximar (laquear) tecidos, como forma de auxiliar a cicatrizacdo. A sutura é
uma técnica usada ha pelo menos 4000 anos, e tem evoluido em fungio dos
materiais desenvolvidos para tal aplicagdo podendo estes ser de origem natural
ou sintética, organicos ou inorganicos, absorviveis ou n&o absorviveis (Barros,
2011). O fio de sutura ideal persiste até os nossos dias, devendo possuir como
caracteristicas: retengdo de alta resisténcia funcional, ser monofilamentado
para que nao haja adesao de bactéria e ser absorvivel para que seja eliminado
como fonte de infecgdo ou como corpo estranho (Gianlupi, 2002).

O procedimento de sutura desempenha importante papel na
cicatrizac&o de feridas ap6s intervengao cirdrgica, permitindo a reaproximagio
de tecidos separados por traumatismo cirirgico ou acidental, promoc¢ao da cura
e controle de hemorragia (Ribeiro e Graziano, 2003). A reagdo inflamatéria de
uma lesao tecidual € a primeira fase da reparac¢éo cicatricial, dessa forma o
material de sutura pode agir como fator irritativo permanente (Sugarman e
Musher, 1981).

O tipo de material de sutura associado a fatores como a microbiota
oral, a saliva e os fluidos presentes na cavidade oral, pode interferir na
reparagao tecidual alveolar e consequentemente na recuperagio dos pacientes
(Soares, ito e Da Rocha Barros, 2001; Ribeiro e Graziano, 2003). isto tem
estimulado pesquisadores a desenvolver produtos e/ou materiais com
propriedades antimicrobianas que possam ser aplicados em tecidos umidos
como a mucosa oral, que permitam controlar ou prevenir 0 aparecimento de
infecbes (Soares et al, 2010). Os produtos e/ou materiais devem apresentar
como caracteristica ideal a capacidade de adesao nestas areas e ser absorvido
no meio bucal apds o tempo necessario para sua agao efetiva (Kloster, 2011).

A quitosana, um biopolimero derivado da quitina - o polissacarideo
mais abundante na natureza depois da celulose, encontrada principalmente em
exoesqueletos de insetos e crustaceos, apresenta-se como uma nova
possibilidade no controle de infecgbes na cavidade oral, pois alem de
biocompativel e biodegradavel, exibe interessantes propriedades biologicas,
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tais como atividades bactericida, fungicida, hemostatica, antitumoral, anti-
inflamatéria e cicatrizante (Uysal et al., 2011; Valdevite, 2011; Silva ef al., 2012;
Tavaria et al., 2013).

Nos dultimos anos, a quitosana tem sido largamente utilizada na
veiculagdo de medicamentos, bem como na engenharia de tecidos aplicada a
odontologia. Tem sido aplicada também na preparagdo de nanofibras pela
mistura em solug@o com nylon 6, nylon 11 e seda (Niamsa et al., 2009; Zhang
et al., 2009; Sionkowska e Ptanecka, 2012). A possibilidade de inclui-la na
modificagao superficial de fios de sutura odontoldgicos visando evitar ou limitar
a adesdao bacteriana e proliferagdo as partes expostas a fluidos orais,
impedindo dessa forma a contaminagao da ferida cirurgica, ndo tem sido
avaliada. Neste contexto, o recobrimento de fios de sutura odontolégicos pelo
biopolimero quitosana, para que a mesma possa cumprir na pratica clinica das
técnicas de sutura, o objetivo que dela se espera como biomaterial no processo
de cicatrizagao tecidual e recuperagao do paciente, parece promissor.



2 OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Recobrir fios de sutura odontolégicos comerciais ndo absorviveis, de
seda e de nylon, com quitosana, como forma de modificar a sua superficie
visando evitar ou limitar a adesdo bacteriana, bem como impedir a sua
proliferagdo em partes expostas desses fios a fluidos orais.

2.2 Obijetivos Especificos

e Preparar solugbes de quitosana nas concentracdes de 1%, 2%, 3% e
4%.

o Estabelecer as condigées para o recobrimento dos fios de sutura pelo
processo de imersao.

e Avaliar o efeito da concentragdo da solugdo de quitosana no
recobrimento dos fios de sutura.

e Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos fios de sutura recobertos

com quitosana.




3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fios de Sutura

Ha relatos na histéria do surgimento dos fios de sutura desde tempos
antigos, a.C., quando o homem sentiu a necessidade de fechar ferimentos e
acelerar a cicatrizagdo, como forma de promover um maior conforto para o
paciente submetido ao procedimento cirtrgico. Entdo, uma grande variedade
de material de sutura tem sido testada e utilizada, destacando-se entre estes
materiais as fibras vegetais, resinas, tenddes, intestinos de varios animais,
crina de cavalo, filamentos de ouro, dentre outros (Mackenzie, 1973).

Os fios de sutura podem apresentar classificagdo quanto ao seu
didmetro, que & determinado em milimetros. Os fios de maior calibre séo os de
n. 3, cujo didmetro varia entre 0.60 e 0.80 mm e os de menor calibre sao os de
n. 12.0, cuja medida varia de 0.001 a 0.01 mm. Sdo também classificados
segundo a capacidade de degradagdc pelo organismo em absorvivel e nao
absorvivel, quanto a origem: natural (animal), sintético, mineral ou mistos. De
acordo com a Norma ABNT NBR ISO 13.904:2003, os fios de sutura sio
classificados em absorviveis (animal ou sintética) e nao absorviveis (animal,
vegetal, sintética e mineral}). No que diz respeito a configuracao fisica podem
ser monofilamentar, multiflamentar torcido, multiflamentar trangado ou
encapados de forma paralela. Um resumo da classificacao dos fios de sutura
esta apresentado na Tabela 3.1 e Figura 3.1 (Tomas, Garcia-Caballero e
Seoane, 2012; Vicente e colaboradores, 2011).



Tabela 3.1 - Classificagao dos fios de sutura.

Degradagéo Origem

Configuragéo Fisica
Animal Multifilamentar
Absorviveis Multifilamentar
Sintético (torcido)
Monofilamentar
" Multifilamentar
Animal (trangada siliconada)
Fios
Vegetal Multifilamentar
Inabsorviveis o Monofilamentar
Sintético )
Multifilamentar
Monofilamentar
Mineral Multifilamentar
(com teflon)

Fonte: Adaptado de Cuffari (1997).

Poigropiens PGA
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Figura 3.1 - Representacdo esquematica de alguns tipos de fios.

Fonte: Thomaz (2013)




Os fios de sutura devem cumprir padrées determinados em Norma
Técnica, os quais estao relacionados ao comprimento, diametro & resisténcia a
tragdo (Bauer et al., 1966). Deve apresentar seguranga e eficacia conforme
estabelecidas na RDC 56, como também esta de acordo com o disposto na
Resolugdo ANVISA RDC 185/2001 (ANVISA, 2001), podendo ter sua
classificagdo em Médio, Alto e de Maximo Risco, Classe de Risco 1l Ill e IV,
respectivamente.

A absorgao de fluidos (capacidade de absorgéo ao serem totalmente
imersos), elasticidade, plasticidade, resisténcia a tragédo, coeficiente de atrito,
sao outras caracteristicas que diferenciam os fios de sutura entre si (Tomas,
Garcia-Caballero e Seoane, 2012).

A resposta inflamatéria crescente verificada na ferida cirdrgica
decorrente dos fios multiflamentados ndo absorviveis, pode ser devido a
presenga de varios filamentos que se entrelagam, podendo favorecer a
proliferagdo de bactérias em um meio potencialmente contaminado, onde os
fios monofilamentados, levam a uma menor reagéo inflamatéria comprovada
{De Sousa Filho, Rocha e Cavalcanti, 2007). Para Souza e colaboradores
(2007), os fios multifilamentados proporcionam uma maior ocorréncia de
infecgbes do que os monofilamentados, todavia, a constituicdo quimica dos fios
de sutura pode ser mais significativa do que a sua constituicao fisica na
determinagao da infecgao.

De acordo com Cuffari (1997), todo fio de sutura comporta-se como um
corpo estranho quando em contato com o tecido vivo, provocando uma reagao
tecidual, sendo esta tanto mais intensa, quanto maior for o didmetro do fio,
independente de suas caracteristicas morfoldgicas. Dependendo do material
utilizado pode ocorrer o retardamento no inicio da proliferagao celular e ter
como consequéncia o prolongamento da fase esxudativa do reparo.

Como reportado por Ribeiro e Graziano (2003), dentro da variedade que
abrange os diversos tipos de fios de sutura, ndo ha como definir um anico fio
como ideal, em consequéncia das diferentes caracteristicas morfoldgicas e

funcionais que os tecidos a serem suturados apresentam.



Conforme Hupp (2011}, os fios de sutura do tipo ndo absorviveis, mais
utilizados em cirurgia oral e maxilofacial sdo os de seda, nylon, poliéster e
polipropileno, podendo ser mono ou multifilamentados. Os do tipo
multifilamentados aumentam a for¢a da sutura, como também sua dificuldade
de limpeza, tornando mais propensa a contaminacgio bacteriana da ferida. O fio
de sutura deve apresentar como caracteristicas ideais: boa resisténcia a
tragdo, auséncia de memoria, seguranga no nd, flexibilidade para nio danificar
a mucosa, bem como, evitar adesao bacteriana.

A reagdo de cicatrizagdo provocada pelo fio € proporcionali a sua
espessura, ou seja, quanto menor a espessura, menor a reagdo por ele
desencadeada. A biocompatibilidade dos fios de sutura é de extrema
importancia devido a necessidade de se conhecer a resposta biologica ao
material, principalmente para que possa ser indicado em situagfes nas quais
haja risco de prejuizo durante o processo de reparagao tecidual (Castro, 2010).

A procura pelo fio de sutura ideal constitui ainda um desafio que intriga
a criatividade do homem. Com a constante evoiu¢do e o desenvolvimento de
novos materiais de sutura, os fios para essa finalidade apresentam papel
importante na cronologia do processo de reparagdo do epitélio da mucosa
gengival e alvéolo dental, uma vez que os mesmos devem ser desprovidos de
propriedades eletroliticas, serem de baixo custo, de facil esterilizagao, sem, no
entanto perder suas caracteristicas fisico-quimicas, nao ter agao alergénica ou
cancerigena, como também, que possa ser utilizada em qualquer intervengao;
seja maleavel, flexivel (para facilitar o seu manuseio), permita dar nés seguros,
desperte pouca reagdo tecidual, tenha caracteristicas uniformes,
comportamento previsivel e seja totalmente absorvida quando desnecessaria,
tornando imprescindivel a adequagdo das propriedades da sutura as
necessidades locais da ferida, todavia, alguns foram descartados em
decorréncia dos maus resultados obtidos a partir de experimentos e da pratica
clinica, sendo outros, passados as novas geracdes, embora ndo se tenha
encontrado o fio com caracteristicas ideais (Nomura et al, 2009, Okamoto ef al.,
2003, Kyu, Hu e Stein, 1987; Souza e! al,, 2008; Barros et al., 2011).



Para Silva (2012), a infec¢do de uma ferida cirdrgica esta diretamente
relacionada com a presenga de corpos estranhos na regido. Segundo Okamoto
e colaboradores (2003), no processo de cicatrizagdo tecidual, apos o inicio do
estagio de granulagao, ocorre uma sutil predominancia de macréfagos com
consequente aumento do numero de fibroblastos e sintese de uma nova matriz
extracelular, ocorrendo remodelagdo desses tecidos com a contragédo do tecido
de granulagao, podendo o tipo de fio de sutura utilizado em procedimentos
cirurgicos, interferir na cronologia de reparag¢ao do tecido.

De acordo com De Sousa Filho, Rocha e Cavalcanti (2007) o materiaf
de sutura deve apresentar-se pouco irritante aos tecidos bucais, provocar a
minima reacao inflamatoria, de curta duragéo, e uma rapida proliferagéao celular
proxima ao local em que foi utilizado. Para Homsi (2009), uma camada de
gelatina tingida ou outras substancias de proteina também pode ser utilizada
com a finalidade de prevenir o encravamento da sutura no tecido.

Sempre que materiais estranhos sdo implantados no organismo, ocorre
uma reagao tissular, com o aparecimento de um processo inflamatorio por um
periodo de dois a sete dias, relacionado com o material utilizado, podendo ser
complicado por infec¢ao, alergia ou traumatismo ou mesmo ser ocasionado
pela passagem do fio e agulha nesse tecido (Barros, et al., 2011)

A procura por novos materiais e novas técnicas cirtirgicas, assim como
o conhecimento dos fatores que influenciam a cicatrizacdo dos tecidos, tem
possibilitado resultados cirurgicos cada vez mais satisfatorios (Souza et al,
2008).

3.1.1 Fios de Sutura de Seda

O fio de seda € um filamento cristalino n&o absorvivel, biodegradave!,
que possui 02 (dois} componentes basicos na sua estrutura: uma fibra proteica
denominada fibroina e uma substancia viscosa chamada serina (Figura 3.2) as
quais mantém as fibras unidas (Homsi, 2011). Industrialmente é fabricado na
sua forma mais comum como filamento torcido ou trangado (Figura 3.3), onde o
seu material bruto (seda crua) é produzido pela larva do bicho da seda no seu
ciclo (ovo, lagarta, crisalida e mariposa) ao formar o casulo (Figura 3.4).



Polimero

Microfibrila (10-15 mm)

Fibrila, composta de ca. 1000 microfibrilas

Filamento fibroina

Sericina

Figura 3.2 - Representacdo esquematica e microscopia eletrénica de varredura do
flamento de seda.
Fonte: Adaptado de Shang, Zhu e Fan (2012).

Figura 3.3 - Representagdo esquematica do fio de seda multifilamentado.
Fonte: RAT Suture (2013)

Figura 3.4 - Ciclo do bicho da seda.
Fonte: Saude Animal (2013)



O fio de seda é uma fibra animal, como 14 e cabelo, sendo o mesmo
uma proteina que possui 22 diferentes aminoacidos (Figura 3.5), como s&o
assim constituidas as proteinas, onde esses compostos sdo moléculas
organicas constituidas por um grupo amina, um grupo carboxila e uma cadeia

lateral (R) que é especifica para cada aminoacido (Martinko; Madigan; Dunlap,
2010).

Figura 3.5 - Estrutura de um aminoacido.
Fonte: Nucleodebroglie (2013).

O grupo R & composto por 22 estruturas diferentes, o qual faz com que
existam 22 aminoacidos distintos, o0 que implica a existéncia de 224 ou 234.256
possibilidades, que nas mais variadas combinagdes formam as proteinas,
sendo a estrutura do grupo R responsavel pelas suas caracteristicas. Os
grupos mais simples da estrutura sdo CH,OH, H e CH3;, sendo os menores
grupos de todos os aminoacidos € 0s mais comuns na seda; constituindo 85%
de sua estrutura total. Outro grupo que também pode ser encontrado na seda é
o CH,;SH. A Figura 3.6 mostra a estrutura quimica dos principais aminoacidos
comuns na seda (Martinko; Madigan; Dunlap, 2010).

H
O s I Vs H H
:C_(;_N\ O\\C | N/H
H O : H #* o o N
T, Hoo | H
OH
Serina (Ser) Glicina (Gli)

10



H
o, Y H % 1 A
N o —=0C=—N
ATEN, HO L. W

H

SH
Alamina (Ala) Cisteina (Cis)

Figura 3.6 - Principais aminoacidos comuns na seda.
Fonte: Secretaria de Educagdo do Parana (2013).

Os aminoacidos sdo unidades de moléculas maiores conhecidas como
proteinas. Essas unidades se ligam através de uma ligagdo especifica,
conhecida como ligagdo peptidica (Figura 3.7). Essas ligagbes se repetem
formando a estrutura da proteina que constitui o fio de seda (Martinko:
Madigan; Dunlap, 2010).

Aminodcido 1

Dipéptido dgua

Figura 3.7 - Ligagcdo peptidica.
Fonte: Nucleodebroglie (Nucleodebroglie, 2013).

Segundo Homsi (2009), o processo de obtengdo do fio de sutura de
seda consiste na purificagdo do casulo, removendo-se a sericina e as ceras
naturais a partir da degomificagao; posteriormente a fibra é torcida ou trangada
para formar o fio. A remogao das ceras e gomas naturais, antes do processo de
entrangar, permite a obtengcdo de um fio mais apertado e uma tranga mais
compacta com menor capilaridade. Nao existe seda quimicamente idéntica,
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uma vez que especies de larvas do bicho da seda divergem, ao produzirem
proteinas fibrosas com diferentes sequéncias e proporgées de aminoacidos
que influenciam as propriedades mecanicas das fibras.

A seda na sua forma mais comum apresenta a sequéncia: Serina,
Glicina e Alanina, respectivamente (Figura 3.8), a qual se repete por longas
distancias na cadeia, representando 80 a 85% da sua composicdo, permitindo
um arranjo ordenado e cristalino, sendo responsaveis pelas propriedades
mecanica, fisica e quimica da seda. De forma geral, a seda é composta por
Sericina - substancia gomosa (22 — 25%); Fibroina - aminoacidos (62,5 — 67%);
agua e sais (Homsi, 2009)

Para Hupp (2011), a cor preta do fio € a mais indicada por torna-lo mais
visivel, no tempo indicado para sua remogao.

[ [”OH 0 CH, o CH, |
SR L L

~ b > ” P e i ”
Y WY TN Y

0 o g
Ser Gl Ala Gl Ala

Figura 3.8 - Estrutura molecular da fibroina de seda.
Fonte: Shang, Zhu e Fan (2005).

Sendo o fio de sutura de seda, um fio de origem organica e
multiflamentado, pode acarretar uma reacao tecidual e risco de ocorrer
infeccdo. Entretanto, conforme reportado na literatura, os fios de sutura nédo
absorviveis, apresentam reagao inflamatéria menos marcante do que a
produzida por fios absorviveis (Souza et al., 2008).

3.1.2 Fios de Sutura de Nylon

A ciéncia tem desbravado caminhos ao longo dos anos, sempre em
prol da humanidade, permitindo inumeras descobertas importantes que
alteraram a forma como olhamos o mundo. No século XIX, essa caminhada
levou a descoberta dos polimeros, materiais de grande resisténcia e
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duradouros, que facilitaram a obtencao de certos produtos, entre eles as fibras
sintéticas, as quais constituem uma das mais importantes, sobressaindo-se
dessa forma pelas suas qualidades impares, o nylon (Soares et al., 2010).

A palavra nylon é aplicada para representar poliamidas sintéticas, as
quais existem em varios tipos, descritos de acordo com o numero de atomos de
carbono presentes no mondmero, estrutura esta, que se repetem varias vezes
dentro do polimero. As poliamidas sintéticas (nylons) originadas de diaminas,
sempre sao designadas por dois numeros, onde o primeiro representa a
diamina e o segundo a quantidade de carbonos presentes na regiao das duas
carbonilas (Fantini, 2011).

O fio de sutura de nylon € um fio ndo absorvivel de origem sintética,

produzido a partir do nylon 66 ou da combinagido dos nylons 66 e 6 (Figura
3.9). Como material de sutura, o nylon ja foi obtido na forma multifilamentar,
porém, usualmente se tem produzido e aplicado mais na forma monofilamentar.

A Figura 3.10 - Representagdo esquematica do fio de sutura de Nylon
monofilamentar., sendo isento de capilaridade.

I L i ﬁ ﬁ?l
Nylon 66 Nylon 6

Figura 3.9 - Estrutura quimica do nylon 66 e do nylon 6.
Fonte: Soares ef al. (2010)

Figura 3.10 - Representacéo esquematica do fio de sutura de Nylon monofilamentar.
Fonte: Cirtirgica Estilo (2013).
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O fio de sutura de nyfon apresenta excelente biocompatibilidade, dentre
os fios sintéticos, tanto pelas proprias caracteristicas biologicas do material,
como também por ser monofilamentar o que dificulta a absorcéo por fluidos
bucais, levando a diminuigdo da possibilidade de proliferagao bacteriana junto
ao material. Para que acontega o fechamento do alvéolo dental dentro dos
limites da normalidade é necessario que o organismo encontre condigdes local
e geral satisfatérias, tendo a sutura como um dos fatores que se destacam pelo
seu poder de interferir na reparagao tecidual. Atualmente, o fio de nylon é
aquele que apresenta melhor biocompatibilidade, devido suas caracteristicas
biologicas, como também pelo fato de serem monofilamentados, ¢ que impede
a absorgao por fluidos bucais, dificultando dessa forma a proliferagéo
bacteriana sobre o fio (Homsi, 2009).

De acordo com Dourado et al. (2010), o nylon, dentre os fios de sutura
convencionais, expressa melhor resposta bioldgica, cicatricial e capacidade de
coaptacdo de bordos de uma ferida incisa. Todavia, a desvantagem deste fio
para cirurgia na cavidade oral, € o traumatismo das estruturas bucais
adjacentes, uma vez que este fio tem pontas rigidas (De Souza Costa Jr e
Mansur, 2008). Por estas razdes, nos ultimos anos, a maioria dos materiais
naturais empregados para realizagdo da sutura foi substituida por materiais
sintéticos embora a seda, apesar de ser um material natural, ainda continua
sendo amplamente usada.

Como todos os fios sao considerados como corpos estranhos ao
organismo, suas caracteristicas fisicas e interagao biologica ao tecido, devem
ser levadas em consideragdo durante a escolha para aigum procedimento
cirirgico. Como a constituicdo quimica dos fios & mais significativa do que a
sua constituigdo fisica na determinagdo de infecgao, esta deve ser priorizada
durante a escolha para o procedimento de sutura (Rahal et al., 2004; Souza et
al., 2008).
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3.2 Quitosana
3.2.1 Aspectos Gerais da Quitosana

A quitosana foi descoberta no ano de 1859 por Rouget, sendo um
biopolimero hidrofilico obtide a partir da quitina, termo derivado da palavra
grega Khiton - que significa carapaga, casca ou caixa de revestimento. Em
1811, o professor francés Henri Braconnot descobriu a presenga de quitina em
cogumelos, que recebeu inicialmente o nome de fungina. S6 em 1823, quando
a quitina foi isolada de insetos foi nomeada “quitina”. Em 1843 foi descoberto
por Payen que o nitrogénio fazia parte da sua estrutura (Chiandotti, 2005).
Conforme reportado por Assis e Brito (2003), a produgao industrial da quitina,
proveniente de residuos da industria pesqueira (material que ainda constitui a
maior fonte fornecedora de matéria-prima), se deu a partir de 1970, no Japao.

Embora a quitina, principal fonte de matéria-prima da quitosana, seja
encontrada na parede celular de algumas espécies de fungos, sua maior fonte
de obtencdo €& baseada na utilizagdo do exoesqueleto de crustaceos, como
caranguejos e camardes (Braga, 2005; Spin-Neto, 2008; Valdevite, 2011). E o
segundo polissacarideo mais abundante na natureza, perdendo apenas para a
celulose.

De acordo com Azevedo e colaboradores (2011), a quitina tem sua
separagao de outros componentes da carapaga, através da desmineralizagao e
desproteinizagdo com solugbes diluidas de HCI e NaOH, seguida de
despigmentacao (descoloragao). A quitina obtida e posteriormente desacetilada
com solugdo concentrada de NaOH, produzindo dessa forma a quitosana. A
representagao esquematica das etapas de obtengdo da quitosana esta

apresentada na Figura 3.11 - Representagcdo esquematica da obtencdo da

quitosana.
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Figura 3.11 - Representagdo esquematica da obten¢do da quitosana.
Fonte: Melo (2010).

Quitosana

Durante o processo de desacetilagdo alcalina, partes das ligagées N-acetil
do biopolimero quitina (grupo acetamida -NHCOCHS;) (Figura 3.12) sdao quebradas
com a formagdo de unidades de D-glicosamida que contém um grupo aminico
livre (NH,) resultando na quitosana (Figura 3.13). Portanto, a quitosana, cujo grau
de desacetilagdo pode ser na faixa de 60 a 90%, € um copolimero linear de 2-
amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose (Moura et al., 2006;
Braga, 2012), insolivel em meio alcalino e na agua e solGivel em meio acido
diluido, como acido acético e acido formico, resultando em um polimero catidnico
com a protonagao (adigdo de prétons) do grupo amino (NH3®), que lhe confere
propriedades especiais (Moura et al., 2006).

O

OH HNJI\
'8} HO
0
HO o
HN\[( OH
0

Figura 3.12 - Estrutura Quimica da Quitina.
Fonte: Croisier e Jérome (2013).
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Figura 3.13 - Estrutura Quimica da Quitosana.
Fonte: Croisier e Jéréme (2013)

Em 1997, foi criada no Brasil, uma empresa de base tecnolégica,
incubada no Parque de Desenvolvimento Tecnolégico da Universidade Federat
do Ceara, cuja especializagao se constitui na extragzo de quitina e obtencéo da
quitosana a partir daquela. A fonte de matéria-prima sao as carapagas de
camarao, lagosta e caranguejos extraidos da costa brasileira. O baixo custo de
producado como também, a abundancia de matéria-prima (fonte renovavel) e o
aproveitamento dos subprodutos da pesca de crustaceos tornam o processo de
produgdo de quitosana ecologicamente atraente e economicamente viavel
(Moura et al., 2006).

A alta hidrofilicidade da quitosana € dado pelo grande numero de
grupos hidroxila e amino em sua cadeia polimérica, permite sua aplicagao
como biomaterial na forma de microparticulas, gel € membrana para diversas
aplicagdes, como veiculo de liberagao de farmacos, bandagens, géis injetaveis
e membrans ativas (Moura ef al, 2006; Laranjeira e Favere, 2009).

3.2.2 Propriedades da Quitosana

Segundo Costa Junior (2002), a quitosana apresenta juntamente com
as propriedades biologicas raras que incluem biocompatibilidade,
biodegradabilidade em produtos inofensivos, ndo todxicos, fisiologicamente
inertes, afinidade notavel com proteinas, também propriedades hemostatica,
fungistatica, antitumoral, anticolesterol. No que diz respeito as propriedades
mecanicas (modulo de elasticidade, resisténcia a tragdo e alongamento na
ruptura) a quitosana apresenta os seguintes valores: modulo de elasticidade de
600 MPa a 2900 MPa; resisténcia a tragao de 6 MPa a 75 MPa e alongamento
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na ruptura de: 3% a 90%. Com relagdo ao grau de intumescimento a literatura
revela valor de 200%. Estas propriedades sao influenciadas pelo seu grau de
desacetilagdo (GD) e pela sua massa molar (MM) (Moura et a/., 2006: Raafat ef
al., 2008).

A quitosana disponivel comercialmente tem grau de desacetilagéo na
faixa de 60 a 90 % e massa molar de 1 a 5 x 10° kDa (Nguyen, Winnik e
Buschmann, 2008). A determinagdo do grau de desacetilagao (GD) pode ser
feita por espectometria na regido do infravermelho (FTIR), cromatografia
gasosa (GC) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A escolha da
tecnica depende do processo de purificagdo, da solubilidade da amostra e da
disponibilidade de equipamento. A determinagdo da massa molar pode ser feita
através da viscosimetria capilar e cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC) (Santos, 2004; De Souza Costa Jr e Mansur, 2008).

No estado sélido, a quitosana é um polimero semicristalino. Sua
morfologia tem sido muito investigada, e muitos polimorfismos s3o
mencionados na literatura. Cristais de quitosana sao obtidos por meio da
desacetilagaoc completa da quitina de baixa massa molar. Conforme
determinado por difratometria de raios X, a quitosana apresenta uma célula
unitaria ortorrdmbica com parametros a = 0,807nm, b = 0,844 nme ¢ = 1,034
nm (Valdevite, 2011).

Os grupos amino presentes na estrutura da quitosana tornam a mesma
um dos Unicos polieletrélitos catidnicos encontrados na natureza. Esta
condicao confere propriedades singulares a quitosana. Este biopolimero é
solivel em meios acidos aquosos e quando dissolvida apresenta carga positiva
sobre os grupos —~NH,;". Adere a superficies carregadas negativamente,
agrega-se com compostos polianidnicos, e quela ions de metal pesado.
Conforme j& descrito, além de ser biocompativel, a quitosana é biodegradavel,
apresenta capacidade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatéria, cicatrizante e baixa toxicidade {Almeida et al.,, 2002; Moura et al,,
2006, Tavaria et al., 2013).

A solubilidade da quitosana depende da sua origem biolégica, massa
molar e grau de desacetilagao o que afeta de forma direta as aplicagdes da
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mesma (Tavaria et al., 2013). Como consequéncia da protonagao em meio
acido dos grupos amino presentes em sua cadeia carbénica, além das
hidroxilas provenientes dos grupos alcool, a quitosana apresenta carater
higroscopico e capacidade de formar gel, podendo absorver uma proporgao de
até 400% da sua massa inicial em meio aquoso. A viscosidade do gel obtido,
bem como as propriedades do biomaterial final dependem de fatores como pH
do solvente utilizado, concentragdao e massa molar da quitosana (Moura et al.,
2006; Spin-Neto, 2008)

Os biopolimero quitosana, oferece um potencial extraordinario em
relagcao as suas aplicagbes em seres humanos, como também para o ambiente
natural (De Souza Costa Jr e Mansur, 2008).

3.2.3 Potencial de Aplicagdo da Quitosana

A quitosana possui potencial para aplicagdo em diversas areas,
principalmente engenharia, biotecnologia e médica (Lins, 2011). De acordo
com Tavaria (2013), as principais areas de aplicacdo da quitosana constituem:;
agricultura {mecanismos defensivos e adubagao para plantas), tratamento de
aguas (floculante para clarificagao, retirada de ions metalicos, polimero
ecolégico e remogdo de odores), indastria alimenticia (fibras dietéticas,
promover redugdo de colesterol, conservante, fungicida e bactericida,
revestimento para frutas), cosmética (exfoliante para a pele, tratamento da
acne, hidratante capilar, creme dental) e biofarmacéutica (na area imunolégica,
antitumoral, hemostatico e anticoaguiante). No entanto, a sua maior aplicagao é
na drea meédica (suturas cirurgicas, reconstituicido éssea, lentes de contato,
liberagdo controlada de medicamentos, encapsulamento de materiais,
bandagem para lestes e engenharia de tecidos). A Tabela 3.2 mostra algumas
aplicacoes da quitosana.
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Tabela 3.2 - Aplicagbes da quitosana por area.

Area Aplicag6es
Biomédica Biomembranas artificiais e sutura cirurgica
Farmacéutica Agente cicatrizante, aditivo de medicamentos e

liberagéo controlada de drogas
Oftalmolégica Lentes de contato
Cosmética Umectante, fungicida e bactericida
Industria de Alimentos Aditivos alimentares e embalagem biodegradavel

Agricultura Fertilizantes, liberagao controlada de agroquimicos e
defensivos agricola

Biotecnologia Imobilizagdo de enzimas e de células, separagao de
proteinas e cromatografia

Indastria Téxtile de  Tratamento de superficie
Papel

Industria Fotografica Filmes

Tratamento de Remocao de ions metalicos, remoc¢ao de corantes,
Efluentes floculante e coagulante
Nanotecnologia Biossensor para anions (nanocopésito

quitosana/argila)

Fonte: Kumar (2000); Teng et. al (2011).

As aplicagbes da quitosana na area meédica estdo relacionadas
essencialmente as suas propriedades de biocompatibilidade, capacidade
bactericida e ao fato de néo provocar reagbées adversas quando em contato
com células humanas, ou seja, € uma substancia segura para o organismo
humano (De Souza Costa Jr e Mansur, 2008). Além disso, a quitosana pode
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ser degradada por enzimas amplamente encontradas no organismo humano e

ser reconhecida por células tumorais, podendo trazer farmacos ao seu alvo de

forma seletiva (Fardin, 2011).

As varias aplicagbes da quitosana na area odontolégica podem ser

visualizadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Aplicacdo da quitosana na area odontolégica.

Produto

Acdo proposta

Gel de quitosana
Hidrogéis
Filmes

Microparticulas quitosana/flior

Membranas

Cimentos endoddnticos

Colutérios

Cones

Dentifricio

Redugéo da descalcificagdo a volta de

braquetes dentarios

Chip dentario

Pastilha elastica

Tratamento de periodontite cronica
Tratamento de aftas
Atividade antifungica

Aumentar a absorcdo de fluor,

protegao a carie
Regeneracao tecidular, periodontite

Regeneragdo 6ssea e diminuigcao da
inflamacao

Reducdo do biofilme bacteriano e do
numero de S. mutans

Material de obturagdo dos canais

radiculares

Efeito antimicrobiano sobre biofiime
oral

Tratamento da periodontite

Redugao do numero de S. mutans na
cavidade oral

Efeito antimicrobiano

Fonte: Tavaria et al. (2013).
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Na area odontoldgica, a quitosana foi primeiramente apresentada na
forma de gel, obtido a partir de diferentes granulagdes e concentragdes do po,
onde passou a ser avaliada a possibilidade de sua utilizacdo em sitios
cirirgicos ou em terapia periodontal ndo cirirgica. Nos casos de sitios
fechados, bolsas periodontais, defeitos infra-6sseos, o gel pode ser colocado
com uma seringa sem a necessidade de anestesia, podendo ser adicionada
solugdo hidroalcodlica para diminuir sua viscosidade. Quando empregada na
aplicagao em preenchimento de defeitos sseos, essa fluidez deve ser ajustada
para que haja um completo preenchimento da cavidade e, portanto, ndo deve
ter um alto grau de escoamento (Spin-Neto, 2008). A forte agdo na redugéo do
biofilme, assim como sua comprovada a¢éo in vitro sobre varios patégenos da

cavidade oral, faz com gue a quitosana seja extremamente promissora na area
dontologica (Raafat, ef al,, 2008).

3.3 Microbiota Qral

Em relagdo ao sistema estomatognatico (estruturas bucais e
mandibula), depésitos bacterianos denominados de biofilme oral, constituem a
primeira colonizagao, feita predominantemente por cocos Gram-positivos
anaerobios facultatives, especialmente por espécies de Streptococcus (Almeida
et al., 2002).

A cavidade oral € colonizada por inumeras bactérias que vivem em
equilibrio, as quais sao encontradas no biofilme dentario e ha mucosa. Para a
prevencao de patologias orais e o controle do biofilme, a higiene oral através
da remogao mecénica por meio de escova e fio dental, ainda € o método mais
eficaz (Andrade, 2011).

O biofilme consiste de uma agregacao de microrganismos, envolvidos
por uma matriz polimérica e aderidos a uma superficie solida, de estrutura
porosa, altamente hidratada e contendo exopolissacarideo, 0 qual garante a
persisténcia da colonizagdo bacteriana em ambientes instaveis por
proporcionar melhor comunicagdo entre as células pela continuidade entre
elas; favorecimento das rea¢ées bioguimicas, melhor prolifera¢ao e acesso a
recursos que nio poderiam ser utilizados por ceélulas isoladamente (Leites,
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Pinto e Sousa, 2006; Valdevite, 2011), tornado-se aderente quando se forma
sobre os tecidos duros e moles da cavidade oral, constituindo o principal
agente etiologico na origem da carie, gengivite e doenca periodontal.

O desenvolvimento na manipulagdoc de modelos in vifro de biofilme
conduziu a avangos significativos no estudo de biofilmes orais, todavia, o
nimero de espécies € limitada, além das condigbes os quais sdo criados, que
ainda nao pode refletir adequadamente a situagao fisiologica da cavidade oral,
uma vez que fatores como: a taxa de rotagdao de saliva, a capacidade de
substancias anti-bacterianas para aderir a pelicula do dente ou a superficie dos
tecidos moles, a fim de atingir os seus efeitos, e a interagdo com as bactérias,
nao pode ser projetado em experiéncias in vitro (Tomas, Garcia-Caballero e
Seoane, 2012). De acordo com Leite (2008), a aderéncia e formacgdo de
biofiime a partir do Staphylococcus aureus sobre a superficie de fios de seda,
introduzidos em pele de ratos, e removidos apds incubagao por diferentes
periodos de tempo, foi comprovada por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV).

O biofilme oral € aumentado em decorréncia da higiene bucal
inadequada. Dessa forma, a sua remogao constitui importante fator, sendo
utilizado para esse fim, agentes antimicrobianos como enxaguatoérios bucais no
seu controle, diminuindo © nUmero de microrganismos patogénicos na cavidade
oral, quando ha ineficiéncia do controle mecanico adequado (Marinho e Araujo,
2007, Momose et al., 2008).

A dieta e a remocao reguiar do biofilme sdo fatores que influenciam no
tipo de microbiota predominante na cavidade oral, uma vez que a higiene oral
adequada e o uso comedido da sacarose fazem com que a microbiota
predominante seja menos patogénica, ou seja, mesmo que o individuo possua
placa, ainda assim pode ter salde. No entanto, quando a remogao do biofilme
é ineficiente e 0 uso de sacarose é frequente; acontece uma selegao para
certos organismos patogénicos, tornando-a mais virulenta, podendo assim
ocasionar lesdes de tecido duro, ou de tecido mole (Marinho e Araujo, 2007).

Um desequilibrio na microbiota oral também pode levar a ocorréncia de

infecgdes orais € até mesmo sistémicas, decorrentes da bacteremia transitoria
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gerada durante os procedimentos odontoldgicos mais invasivos (Andrade,
2011). O controle quimico profilatico do biofilme ocorre quando ha ineficiéncia
dos atos mecanicos, no sentido de evitar o acimulo de bactérias, prevenindo
assim o desequilibrio da microbiota anfibiéntica da cavidade oral, ndo devendo
dessa forma ser eliminada (Damian ef al., 2009).

A contaminagdo da ferida cirirgica decorrente de procedimentos
invasivos bem como dos fios de sutura empregados nos procedimentos,
representou durante muito tempo uma ameaga a0 sucesso das manobras
cirirgicas. O transporte de microrganismos da microbiota oral para o interior da
ferida cirurgica estara favorecido ou prejudicado, em fungio das propriedades
de absor¢do que apresentam alguns tipos de fios de sutura, dos cuidados de
higienizagdo oral durante o pés-operatério e do procedimento técnico
empregado na remogao da sutura (Soares, Ilto € Da Rocha Barros, 2001).

Bactérias apresentam adesgo com afinidade diferente para os varios
tipos de materiais de sutura. Por outro lado, a colonizagdo por patégenos em
suturas leva a recomendacao de que estas devem ser removidas o0 mais cedo
possivel apds a realizagao do procedimento cirirgico, como forma de eliminar
ou limitar o reservatério de patdgenos orais (Banche et al., 2007).

O Streptococcus oralis € um importante agente de endocardite
infecciosa e patdogeno em pacientes com baixa imunidade, todavia, os
mecanismos pelos quais 0 S. oralis causa esta ampla gama de infecgées sao
ainda incertos, porém, a enzima (sialidase) produzida por esta bactéria tem
sido apontada como contribuinte para a patogenicidade de varios outros
microrganismos. A a¢ado precisa desta enzima é desconhecida, porém, tem
sido sugerida como atuante determinante de viruléncia generalizada, além da
sua produgdo constituir um fator critico na produgao de acido sialico Tivre, fonte
de hidrato de carbono fermentavel para a proliferagido bacteriana (Byers ef al.,
2000).

O Streptococcus mutans tem sido considerado a principal espécie
bacteriana envolvida na formagao da placa ou biofiime, os quais ndo sao
encontrados na cavidade bucal antes da erup¢do dos dentes. Os glucagons
produzidos por essas bactérias facilitam a aderéncia e o acumulo de
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microrganismos, com a forma¢do de uma matriz extracelular resistente as
forgas mecénicas normais de remogéao presentes no hospedeiro (Fardin, 2011).

A Candida albicans, também tem envolvimento nas infecgdes fingicas
que acometem humanos, constituindo um patégeno oportunista que tem como
habitat o corpo humano de forma comensal, cujas infec¢des estéo relacionadas
a alteragdes na resposta imunoldgica do individuo e viruléncia desse patégeno,
que apresenta consideravel plasticidade morfoldgica. Tais microrganismos
apresentam fatores de viruléncia ambientais (saliva, fluido gengival, pH e
nutrientes) que estdo envolvidos com a formagdo de biofilmes, sendo
favoraveis aos processos de co-agregacao e co-adesado entre Candida e outros
microrganismos, incluindo as bactérias envolvidas com 0s principais processos
patolégicos da cavidade bucal, carie dentaria e doengas periodontais (Castro,
2010; De Castro e De Qliveira Lima, 2010)

O fio multifilamentado possui maior aderéncia bacteriana e sua aplicagio
deve ser evitada em tecidos contaminados. Fios que proporcionam grande
reagdo tecidual nao promoverdo resultado estetico importante e o0s que
possuem muita meméria (capacidade de voltar ao seu estado original mais
dobrado, enrotado) ou possuem alta pliabilidade (dificuldade de dar nos)
poderdo impor dificuldade em suturas delicadas (Fossum, 2002). Assim, a
busca por um fio de sutura que associe facilidade de sutura e caracteristica

antimicrobiana motivou a realizagao deste estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Quitosana na forma de pé (grau de desacetilagdo de 86,7% e
densidade de 0,2 g/cm®) fornecida pela Polymar/Brasil. A Figura 4.1 mostra a
estrutura quimica da quitosana e o aspecto visual da mesma.

A . 5 T f \ T\ r
oH \ .2 \o¥ 2 - \ | OH NH

H,COC ”‘

R= —COCH; e m>50% === Quitina

R= —H e n >50% c—"— Quitosana

Figura 4.1- Estrutura quimica da quitosana e aspecto visual da mesma.

Acido acético glacial P.A de 99,9%, fornecido pela Vetec, e fios de
sutura odontolégicos nao absorviveis, de seda e de nylon (poliamida),
provenientes da empresa Somerville Ltda, Jaboatdo dos Guararapes, PE,
Brasil.

Cepas de Streptococus mutans (ATCC 25175), Streptococus oralis
(ATCC10557) e Candida albicans (ATCC 289065), cedidas pela Fundagao
Oswaldo Cruz.

O fio de seda usado foi 0 4-0 de 45 cm (maleavel), trangado/preto, ndo
absorvivel, estéril/O.E., com registro no Ministério da Saide N° 10221690004,
tendo como farmacéutico responsavel: Dr. Osnir de Sa Viana (CRF- PE 3022).
A estrutura quimica do fio de seda, a embalagem do produto e seu aspecto
visual estdo apresentados na Figura 4.2.
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(b) (c)

(d)

Figura 4.2 - Estrutura quimica da fibroina de seda. Estrutura composta de uma
sequéncia de aminoacidos (Gli-Ser-Gli-Ala-Gli-Ala). Aminoéacido Gli (glicina-cadeia
lateral: H); aminoacido Ser (serina cadeia lateral: CH,OH) e aminoacido Ala (alamina
cadeia lateral: CH CH;) (a); embalagem do produto (b) e (c); e aspecto visual do fio
(d).

O fio de nylon foi o 5-0, nao absorvivel, monofilamentado/preto,
estéril/O.E., com registro no Ministério da Saude N° 10221690002, tendo como
farmacéutico responsavel: Dr. Osnir de Sa Viana (CRF- PE 3022). De acordo
com a ficha técnica do produto, este fio de nylon € composto pela mistura de
nylon 66 e nylon 6. A estrutura quimica deste fio, a embalagem do produto e
seu aspecto visual estdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3 - Estrutura quimica do fio de sutura odontolégico de Nylon (a); embalagem
do produto (b) e (c); e aspecto visual do fio (d).

4.2 Métodos
421 Preparagao das Solugdes de Quitosana

Solugdes de quitosana nas concentragbes de 1%, 2%, 3% e 4% (m/v)
foram preparadas a partir da dissolugdo do biopolimero em solugédo aquosa de
acido acético a 1% (v/v), empregando agitagdo mecanica (600 rpm) a 45°C por
3 horas. A escolha das concentragdes descritas baseou-se no poder de
recobrimento dos fios determinado experimentalmente. As solugdes foram
mantidas em geladeira por 120 h, com a finalidade de nao ter alteragdo quimica
em funcdo da temperatura, antes de serem empregadas para o recobrimento
dos fios de sutura. A Figura 4.4 mostra as etapas de preparagao das solugdes

28

(TIRCIRIRTIOTRCAIRC



de quitosana e a Tabela 4.1 mostra a quantidade de cada material empregada
na preparacao das solugdes de quitosana.

Preparo da Solugdo de quitosana Solugéo de quitosana
Figura 4.4 - Etapas de preparagéo das solu¢des de quitosana.
Fonte: Prépria.

Tabela 4.1 - Quantidade de quitosana e de solugdo de acido acético empregada na
preparagdo das solugdes de quitosana.

Quitosana Solugao de acido acético

Amostra
(9 (mL)
Solugéo de quitosana a 1% 4,0000 400
Solugéo de quitosana a 2% 8,0000 400
Solugao de quitosana a 3% 12,0000 400
Solugdo de quitosana a 4% 16,0000 400
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4.2.2 Recobrimento dos Fios de Sutura Odontoldgicos por Imerséao

O recobrimento dos fios de sutura odontolégicos ndo absorviveis, de
seda e de nylon, foi feito pela imersdo destes fios (amostras com 22,5 cm de
comprimento) em 25 mL das solugbes de quitosana nas concentragdes de 1%,
2%, 3% e 4% (Figura 4.5). Dois grupos de fios de sutura foram preparados:
Grupo A, onde os fios foram imersos nas solugbes de quitosana por 1 h (fios
recobertos com quitosana e nao neutralizados) e Grupo B, onde os fios foram
imersos por 1 h em solugdes de quitosana e 1 h em solugéo de hidroxido de
soédio (NaOH) (fios recobertos com quitosana e neutralizados). Passado este
tempo, os fios foram colocados em suportes de vidro e secos em estufa a 50
°C por 1 h. A codificagao dos fios recobertos com quitosana, nao neutralizados
(Grupo A) e neutralizados (Grupo B), esta apresentada na Tabela 4.2.

Solugdes de quitosana (25 ml) Fios de sutura imersos nas solugées
de quitosana

Figura 4.5 - Etapas de recobrimento dos fios de sutura odontoldgicos.
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Tabela 4.2 - Codificagéo dos fios de sutura de seda e de nylon recobertos com
quitosana, ndo neutralizados (Grupo A) e neutralizados (Grupo B).

oty C°"3§"ér3§§§aiaa ?‘%J i (grﬂfg A ) (gf,f,'g%)
0 FS FS
1 FSQ1% FSQ1%N
Seda 2 FSQ2% FSQ2%N
3 FSQ3% FSQ3%N
4 FSQ4% FSQ4%N
0 FN FN
1 FNQ1% FNQ1%N
Nylon 2 FNQ2% FNQ2%N
3 FNQ3% FNQ3%N
4 FNQ4% FNQ4%N

4.3 Caracterizagao
431 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

As interagdes da quitosana com os fios de sutura odontoldgicos (seda
e nylon) foram avaliadas por espectroscopia no infravermelho (V). As analises
foram conduzidas em um equipamento Spectrum 400 (FT-IR/FT-NIR) da Perkin
Elmer (Figura 4.6) operando no modo ATR, em uma faixa de 650 - 4000 cm,
com uma resolugéo de 2 cm™.
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(b)

Figura 4.6 - Spectrum 400 (FT-IR/FT-NIR) da Perkin Elmer (a) e posicionamento do fio
para analise (b).

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A area superficial dos fios de sutura odontolégicos, de seda e de nylon
neutralizados e nao neutralizados, recobertos e ndo recobertos com quitosana,
foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), em microscépio
Tabletop modelo TM1000 da marca Hitaschi. Antes da andlise, as amostras
foram cortadas e fixadas em um suporte pelo uso de uma fita de carbono
(Figura 4.7).

w

Figura 4.7 - Etapas da preparagdo das amostras para analise de MEV. (a) corte do fio
de sutura; (b) suporte para fixagdo das amostras; (c) colocagdo dos fios de sutura na
fita de carbono e (d) fios de sutura aderidos a fita de carbono.
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4.3.3 Capacidade de Absorcéao de Agua

A capacidade de absorcao de agua dos fios de sutura, de seda e de
nylon nédo recobertos (FS e FN) e recobertos com uma solugéo de quitosana na
concentracdo de 2%, nao neutralizados (FS2% e FN2%) e neutralizados
(FS2%N e FN2%N), foi determinada por meio da medida do grau de
intumescimento dos mesmos em agua destilada. A concentragdo de 2%
resultou no recobrimento uniforme dos fios e por esta razao tal concentragao foi
selecionada para este teste.

O grau de intumescimento foi medido pela técnica de imersao, baseada
no procedimento descrito por Liu e colaboradores (2005}, onde amostras dos
fios de sutura foram cortadas em quadruplicata (com comprimento de 5,6 ¢cm)
secas em estufa a 50 °C por 1 hora; com massa inicial {M)) determinada em
balanga analitica. As amostras foram entdo imersas em 10 mL de agua
destilada por 24 horas na temperatura ambiente (25 + 5 °C). Apds esse
periodo, os fios de sutura foram cuidadosamente retirados, o excesso
superficial de &gua removido com filtro de papel e as amostras pesadas para
determinagdo das massas umidas finais (M,). O grau de intumescimento foi
expresso como 0 ganho de massa, comparada com a massa inicial, de acordo
com equagao abaixo:

4.3.4 Analise Microbiologica in vitro

A atividade antimicrobiana in vitro dos fios de sutura, de seda e de
nylon néo recobertos (FS e FN) e recobertos com solugéo de quitosana nas
concentragdes de 2% e 4%, ndo neutralizados (FS2%, FS4%, FN2% e FN4%)
e neutralizados (FS2%N, FS4%N, FN2%N e FN4%N) foi determinada de
acordo com a metodologia adaptada de Bauer (1966). Inicialmente foi feita a
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selecao das cepas e preparagdo dos inéculos e em seguida a determinacao da
atividade antifingica e antibacteriana.

Suspensfes das cepas testes (mutans, oralis e Candida) foram
preparadas em BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth, DIFCO®, Sao Paulo,
Brasil) e Caldo Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, S&o Paulo), para crescimento
das bactérias e leveduras, respectivamente, e padronizadas de acordo com o
tubo 0,5 da escala McFarland, correspondendo a concentragdo de
aproximadamente 10® e 10° Unidades Formadoras de Colénia - (UFC mL™)
para bactérias e feveduras, nessa ordem.

A partir do inéculo obtido em solugao salina, foi feita a semeadura de
100 pL do mesmo em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton
(Acumedia®), para as bactérias, e Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, Sao
Paulo), para leveduras, com o auxilio de swab, de modo que toda a extenséo
da placa fosse semeada.

Em cada placa semeada foram inseridos os fios de sutura, com
aproximadamente 3 cm de comprimento, bem como fios de sutura de seda e
de nylon, de mesmo tamanho, impregnados com clorexidina ou nistatina,
considerados controles positivos, nas concentragdes de 1200 ug/mL e 400
Hg/mL, respectivamente, sendo todo o procedimento em triplicata.

Apds essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas,
sendo o S. mutans incubado em condigdes de microaerofilia. Posteriormente,
foi realizada a mensuragéo dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano e
fingico em milimetros (mm) (Bauer et al, 1966). O ensaio foi realizado em
triplicata, sendo considerada a média aritmética dos valores obtidos.

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia Oral do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba, que
disponibilizou linhagens de Strepfococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus oralis (ATCC 10557) e Candida albicans (ATCC 289065),
cedidas pela Fundagéo Oswaldo Cruz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Serao apresentados e discutidos neste capitulo, os resultados de
espectroscopia no infravermelho (FTIR), microscopia eletrdnica de varredura
{(MEV), absorgdo de agua (grau de intumescimento) e atividade antimicrobiana
e antifongica in vitro dos fios de sutura odontolégico, de seda e de nylon,
recobertos com quitosana nas concentragoes de 1%, 2%, 3% e 4% em volume,
pelo processo de imersao.

5.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho foram conduzidas
visando avaliar as interagdes entre os fios odontologicos, de seda e de nylon
com a quitosana. Conforme reportado por Zhang et al.(2009), FTIR é um
método bem definido para detectar novos grupos funcionais criados atraveés de
reagcdes quimicas entre polimeros e detectar interagdes intermoleculares por
ligacdes de hidrogénio. Isto é possivel devido as interagbes especificas que
influenciam a frequéncia vibracional de grupos funcionais, detectada pela
técnica.

A Figura 5.1 mostra os espectros dos fios de sutura de seda nao
recobertos (FS) e recobertos com quitosana, nas concentragdes de 1%, 2%,
3% e 4%, nao neutralizados (FSQ1%, FSQ2%, FSQ3% e FSQ4%) e
neutralizados (FSQ1%N, FSQ2%N, FSQ3%N e FSQ4%N), bem como, da
quitosana pura (Q).
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Figura 5.1 - Espectro na regido do infravermelho do fio de seda (FS), da quitosana (Q)
e dos fios de seda recobertos com solugdes de quitosana nas concentragdes de 1%,
2%, 3% e 4% n&o neutralizados (a) e neutralizados (b).

O espectro do fio de seda (FS) mostra um pico alargado na faixa de
3600 a 3100 cm’ com um maximo em 3268 cm™ correspondente ao
estiramento do grupo —OH (Figura 5.1). Mostra também picos em 1619 cm™
(amida 1), em 1513 cm™ (amida Il) e em 1224 cm™ (amida Ill) (Sionkowska e
Ptanecka, 2012). Por outro lado, as principais bandas de absor¢do quitosana
(Q) sdo registradas em 3750 cm™ a 3000 cm™ sobrepostas a banda de
estiramento N-H devido ao grupo O-H; em 2920 cm™ e 2875 cm™, atribuidas ao
a ligagdo C-H dos grupos -CH, e —CHj3, respectivamente. Vibragdes angulares
dos grupos metileno e metila também s&o visiveis em 1376 cm™ e 1421 cm™,
respectivamente. A banda de absorgdo em 1645 cm™ associada & deformagéo
axial da ligagdo carbonila C=0 da amida secundaria e em 1574 cm™ referente
as vibracdes angulares do grupo amina protonado [NH3']; a absorgéo na faixa
de 1160 cm™ a 1000 cm™ é atribuida as vibragdes do grupo C-O. A banda em
1149 cm™ é relativa as vibragdes assimétricas do grupo C-O das pontes de
oxigénio resultantes da desacetilagdo da quitosana. As bandas na faixa de
1080 cm™ a 1025 cm™" sdo atribuidas as vibragdes do grupo C-O no anel COH,
COC e CH20H. Em 892 cm™ correspondem as vibragbes da estrutura
sacaridea da quitosana (Darder, Colilla e Ruiz-Hitzky, 2003).
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Os espectros dos fios de seda recobertos com quitosana a 1%, 2% e
nao neutralizados (FSQ1%, FSQ2%) apresentaram a banda de amida Il na
mesma posicdo daquela do FS (em 1513 cm™), entretanto, guando os fios
foram recobertos com a solugéo de quitosana a 3% e 4% (FSQ3% e FSQ4%) a
banda de amida se deslocou para aproximadamente 1523 cm™ (Figura 5.1 a).
Isto indica uma interagéo intermolecular entre a quitosana e a seda e, portanto
o recobrimento do fio de seda pela quitosana. Resultados semelhantes foram
observados por (Sionkowska e Ptanecka, 2012) na preparagio de compdsitos
de quitosana com fibroina de seda.

Os fios de sutura de seda recobertos com quitosana a 1%, 2%, 3% e
4% e neutralizados (FSQ1%N, FSQ2%N, FSQ3%N e FSQ4%N) apresentaram
uma redugéo consideravel na banda de amida Il (em 1513 cm™') e apresentou-
se como um ombro conforme regido marcada nos espectros (Figura 5.1 b). E
possivel que o procedimento de neutralizagdo tenha resultado no maior
recobrimento dos fios de sutura de seda e nas maiores interagbes entre seus
componentes, quitosana-seda. Esta possibilidade estda de acordo com
Sionkowska e Planecka (2013).

A Figura 5.2 mostra os espectros dos fios de sutura de nylon nao
recobertos (FN) e recobertos com quitosana, nas concentragdes de 1%, 2%,
3% e 4%, nao neutralizados (FNQ1%, FNQ2%, FNQ3% e FNQ4%) e
neutralizados (FNQ1%N, FNQ2%N, FNQ3%N e FNQ4%N), bem como, da
quitosana pura (Q).

No espectro do fio de nylon, observa-se bandas em 3299 cm™, em
2939 cm™’ e em 2863 cm™' referente a ligagao N-H; em 1624 ¢m™ referente a
ligacdo C=0 (amida 1) e em 1510 cm™ referente a ligagdo C-N (amida Ii)
(Zhang et al., 2009). Quando os fios de nylon foram recobertos com quitosana,
e nao neutralizados (Figura 5.2 a), houve um aumento na intensidade das
bandas caracteristicas do nylon que pode estar relacionada ao recobrimento
dos fios pela quitosana, sendo os aumentos mais significativos para os fios de
sutura de nylon recobertos com as solugdes de quitosana e neutralizados
{Figura 5.2 b). Da mesma forma que foi observado para os fios de sutura de

seda, & possivel que o procedimento de neutralizagao tenha resultado no maior
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recobrimento dos fios de sutura de nylon e nas maiores interacdes entre seus
componentes, quitosana-nyion.

1.6 1,6
1,4- i
1,2-ﬂ_wj 1.2
g 1_0. _ . }}‘M’__E;M‘_ i E. 1,04
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Figura 5.2 - Espectro na regido do infravermelho do fio de nylon (FN), da quitosana (Q)
e dos fios de nylon recobertos com solugdes de quitosana nas concentragdes de 1%,
2%, 3% e 4% nao neutralizados (a) e neutralizados (b).

As interagdes entre seda-quitosana e nylon-quitosana podem ocorrer
pela formagao de novas ligagées de hidrogénio. Os grupos C=0 da seda e do
nylon sdo capazes de formar ligagdes de hidrogénio com os grupos OH e NH>

da quitosana, como mostrado na Figura 5.3 e Figura 5.4, respectivamente.
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Figura 5.3 - Ligacdes de pontes de hrdrogémo entre seda e quitosana.
Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2009).
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Figura 5.4 - Ligagdes de pontes de hidrogénio entre nylon 6 e quitosana.
Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2009).

5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas Figura 5.5, Figura 5.6 e Figura 5.7, estdo apresentadas as imagens
obtidas por MEV, com aumentos de 250x, 500x 1000x, respectivamente, dos
fios de sutura de seda nao recobertos (FS) e recobertos com solugdes de
quitosana, nas concentragbes de 1%, 2%, 3% e 4%, nao neutralizados
(FSQ1%, FSQ2%, FSQ3% e FSQ4%).

Observa-se que o tratamento do fio de sutura com a solugdo de
quitosana nas concentragdes de 1%, 2% e 3%, ndo resultou na impregnagao
do biopolimero no fio. Por outro lado, quando o fio foi tratado com a solugao de
quitosana na concentracdo de 4%, houve o recobrimento do fio por uma
camada uniforme de quitosana. Com base nestes resultados fica evidenciado
que a impregnacao dos fios de sutura de seda por quitosana é possivel desde
que a concentragdo da solugao de quitosana seja de 4 %.
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D24 250 300 um

CERTBIO_2590 2013/104/26 11:13

(@) (b)

CERTBIO_2656 2013/05/03 1423 039 U
FS Q3%

CERTBIO_2618 201304726 1158 D24 x250 7
FS Q2%

(d)

(e)

Figura 5.5 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de seda n&o recobertos (a) e
recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e
4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 250X.
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CERTBIO_2592

o

— ezt — o— o Ed o 2
CERTBIO_2620 2013/04726 1200 D24 x500 200 um CERTBIO_2658 20130503 1425
FS Q2% FSQ3%

x 200 um

Figura 5.6 - Imagens obtidas por MEV Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de
seda néo recobertos (a) e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes
de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e 4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 500X.
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»

x10k 100 um

CERTBIO_2660 26 D40 xIOKk 100 um
FS Q3%

(c) (d)

CERTBIO_2622 20130426 1202 D24
FS Q2%

(e)

Figura 5.7 - Imagens obtidas por MEV Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de
seda ndo recobertos (a) e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes
de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e 4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 1000X.

42



As imagens obtidas por MEV, em trés escalas de ampliacao, dos fios
de sutura de nylon nao recobertos (FN) e recobertos com solugdes de
quitosana, nas concentracées de 1%, 2%, 3% e 4%, ndo neutralizados
(FNQ1%, FNQ2%, FNQ3% e FNQ4%) estdao apresentadas nas Figura 5.8,
Figura 5.9 e Figura 5.10.

De acordo com as imagens, o tratamento do fio de sutura de nylon com
a solugdo de quitosana nas quatro concentragdes avaliadas, resultou na
mudanga da textura da superficie do mesmo. E possivel que quitosana tenha
sido impregnada no fio mesmo quando a concentracdo da solugdo de
quitosana foi de 1 %. Os resultados obtidos estdo de acordo com os dados de
FTIR (Figura 5.2 a), onde se observou mudang¢as no espectro dos fios de
sutura de nylon quando recobertos com a solugao de quitosana nas quatro
concentragdes estudadas.
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CERTBIO_2575 2013/0426 1031 D23 x250 300um
FNQ1%

(a) (b)

CERTBIO_2604 2013/0426 1138 D23 x250 300um CERTBIO_2633 2013/05/03 1351 D47 250 300um
FN Q2% FNQ Q3%

(c) (d)

(e)

Figura 5.8 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon ndo recobertos (a) e
recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e
4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 250X.
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CERTBIO_2578 2013/04726 10:34 D21 x500 200um
FN Q1%

(a) (b)

CERTBIO_2606 2013/04/26 1142 D24 x500 200um CERTBIO_2635 2013/05/03 1353 Dx V
FN Q2% FNQ Q3%

(c) | (d)

(e)

Figura 5.9 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon ndo recobertos (a) e
recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e
4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 500X.
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CERTBIO_2580 201304726 1037 D22 1,0k
FN Q1%

(@) (b)

100 um

CERTBIO_2608 2013/04/726 43 D24 x10k 100 um CERTBIO_2637
FN Q2% FNQ Q3%

(c) (d)

20130503 1354 D43 x10k 100um

(e)

Figura 5.10 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon nédo recobertos (a)
e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d)
e 4% (e), ndo neutralizados. Aumento de 1000X.
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Nas Figura 5.11, Figura 5.12 e Figura 5.13, estdo apresentadas as
imagens obtidas por MEV, em trés escalas de ampliacéo, dos fios de sutura de
seda ndo recobertos (FS) e recobertos com solugbes de quitosana, nas
concentragdes de 1%, 2%, 3% e 4%, neutralizados (FSQ1%N, FSQ2%N,
FSQ3%N e FSQ4%N).

Observa-se que o procedimento de neutralizagdo resultou no
recobrimento total dos fios de sutura de seda, para todas as concentragbes
estudadas, devido, possivelmente, as maiores interagdes entre quitosana-seda
pela formacéo de novas ligagdes de hidrogénio, corroborando os dados de
FTIR.

Nas Figura 5.14, Figura 5.15 e Figura 5.16 estio apresentadas as
imagens obtidas por MEV, em trés escalas de ampliagao, dos fios de sutura de
nylon nao recobertos (FN) e recobertos com solugdes de quitosana, nas
concentracbes de 1%, 2%, 3% e 4%, neutralizados (FNQ1%N, FNQ2%N,
FNQ3%N e FNQ4%N). De acordo com as imagens, houve recobrimento para
todas as concentragbes, entretanto a maior uniformidade no recobrimento
ocorreu quando o tratamento foi feito com solugdes de quitosana nas
concentragdes de 3% e 4%, confirmando os dados de FTIR onde foi observado
que para estes casos houve um aumento na intensidade do pico de amida I,
devido ao maior recobrimento dos fios de sutura e as maiores interagdes entre
seus componentes, quitosana-nylon. Comportamento semelhante foi
observado por Sionkowska e Planecka (2013) em estudo equivalente.

Com base nestes resultados fica evidenciada a necessidade do
procedimento de neutralizacdo das amostras dos fios de sutura impregnados
com quitosana, para que camadas densas de quitosana sejam depositadas na
superficie dos mesmos recobrindo-os totaimente.
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TM-1000_0610 2013/08129
FSQ 1% NaOH

(b)

TM-1000_0613 20130828 1015 L 250 300u TM-1000_0625 201308729
FSQ 2% NaOH FSQ3% NaOH

() (d)

TM-1000_0831 20130828 11:090 L x250 300 um
FSQ4% NaOH

(e)

10:08 L 250 300 um

10:58 L

Figura 5.11 - Imagens obtidas por MEV Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura
de seda ndo recobertos (a) e recobertos com solugbes de quitosana, nas
concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e 4% (e), neutralizados. Aumento de 250X.
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TM-1000_0611
FSQ 1% NaOH

(@) (b)

20130828 1000 L x500 200 um

TM-1000_0614 20130828 1017 L X500 200 um TM-1000_0626 20120820 1101 L 500 200 um
FSQ 2% NaOH FSQ 3% NaOH |

(©) (d)

TM-1000_0832
FSQ 4% NaOH

2013/08/29 1111 L x500 200 um
(e)

Figura 5.12 - Imagens obtidas por MEV Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura
de seda ndo recobertos (a) e recobertos com solugbes de quitosana, nas
concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e 4% (e), neutralizados. Aumento de 500X.
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TM-1000_0612
FSQ 1% NaOH

s -

TM-1000_0615 201300829 10.19 L X0k 100 p——
FSQ 2% NaOH FSQ 3% NaOH

(€) (d)

20130820 1102 L x1.0k  100um

x1,0k 100 um

TM-1000_0633 2013/08720 1112 L
FSQ 4% NaOH

(e)

Figura 5.13 - Imagens obtidas por MEV Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura
de seda ndo recobertos (a) e recobertos com solugdes de quitosana, nas
concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d) e 4% (e), neutralizados. Aumento de 1000X.
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TM-1000_0616 2013/0829 1022 L ¥250 300 um
FNQ 1% NaOH

(a) (b)

TM-1000_0618 2013/08/29 1029 L x250 300 um TM-1000_0822 2013/08729 10:36 L 7 0 u
FNQ 2% NaOH FNQ 3% NaOH

(c) (d)

TM-1000_0628 2013/082¢ 11:04 L x250 300um
FNQ 4% NaOH

(e)

Figura 5.14 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon né@o recobertos (a)
e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d)
e 4% (e), neutralizados. Aumento de 250X.
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TM-1000_0617 2013/08/29 1024 L x500 200 um
FNQ 1% NaCH

(@)

(b)

TM-1000_0620 20130828 1031 L %500 200um TM-1000_0623
FNQ 2% NaOH FNQ 3% NaOH

(c) (d)

201308729 1038 L x500 200 um

TM-1000_0629 2013/08/29 1106 L ¥500 200 um
FNQ 4% NaOH

Figura 5.15 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon nédo recobertos (a)
e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d)
e 4% (e), neutralizados. Aumento de 500X.
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TM-1000_0618 2013/0828 1026 L x1.0 um

FNQ 1% NaOH

(b)

TM-1000_0621 20130829 1033 L 1,0k 100 um TM-1000_0624 20130829 1039 L x1.0k 100um
FNQ 2% NaOH FNQ 3% NaOH

(c) (d)

TM-1000_0630
FNQ 4% NaOH

2013/0826 1107 L

(e)
Figura 5.16 - Imagens obtidas por MEV dos fios de sutura de nylon ndo recobertos (a)
e recobertos com solugdes de quitosana, nas concentragdes de 1% (b), 2% (c), 3% (d)

e 4% (e), neutralizados. Aumento de 1000X.

x1,0k 100 um
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5.3 Capacidade de Absorgédo de Agua (Grau de Intumecimento)

A modificagéo superficial dos fios de sutura odontolégicos de seda e de
nylon com solugdo de quitosana na concentragao de 2%, sem neutralizagéo e
com neutralizagdo, nao contribuiu para absorgdo de agua, o grau de
intumescimento foi zero, pois 0s valores de massa inicial @ massa umida para
cada amostra foi praticamente o mesmo (Anexo |). Isso € um bom indicativo da
preservacao da estabilidade quimica da camada superficial de quitosana que
recobre os fios de sutura. Isto indica que os grupamentos amida da quitosana
nao foram hidrolisados, ou seja, ndo se converteram a grupamentos
carboxilicos (-CONH; + H,O — —COOH + NHj3) ao final do experimento; o grau
de hidratagao dos fios de sutura nao foi alterado pela modificagdo superficial
com a quitosana. Vale salientar que materiais com menor solubilidade geram

uma expectativa de manutengdo da integridade do sistema.
5.4 Teste Microbiolégico

Os resultados dos testes da atividade antibacteriana e antifingica in
vitro dos fios de sutura odontolégicos de seda e de nylon nao recobertos (FS e
FN) e recobertos com solugdo de quitosana a 2% e 4% nao neutralizados
(FSQ2%, FSQ4%, FN2% e FNQ4%) e neutralizados (FSQ2%N, FSQ4%N,
FN2%N e FNQ4%N) estao apresentados nas Tabela 5.1 a 5.3.

A avaliagdo antibacteriana e antifingica in vitro dos fios de sutura foi
feita pelo método de difusdo em meio solido, sobre cepas de Candida albicans,
Streptococcus oralis e Streptococus mutans. Este método baseia-se na
medicio da zona limpida causada pela inibigdo de crescimento produzida por
um disco contendo 0 agente antimicrobiano e antifungico quando colocado em
contato direto com uma cultura bacteriana (Weerakkody et al., 2010).



Tabela 5.1 - Medidas dos halos de inibigdo de crescimento flingico produzido pelos
fios de sutura odontolégicos de seda e de nylon ndo recobertos e recobertos com

quitosana sobre C albicans.

Amostra Halo de Inibigao (mm)
FS 0
FS/Nistatina 9,00 + 0,00

FSQ2% 0
FSQ4% 0
FSQ2%N 0
FSQ4%N 0
FN 0
FN/Nistatina 4332057

FNQ2% 0
FNQ4% 0
FNQ2%N 0
FNQ4%N 0

Tabela 5.2 - Medidas dos halos de inibi¢do de crescimento microbiano produzido pelos
fios de sutura odontolégicos de seda e de nylon ndo recobertos e recobertos com

quitosana sobre S oralis.

Amostra Halo de inibigdo (mm)
FS 0
FS/Clorexidina 3,33 10,57

FSQ2% 0
FSQ4% 0
FSQ2%N 0
FSQ4%N 0
FN 0
FN/Clorexidina 3,33 £0,57

FNQ2% 0
FNQ4% 0
FNQ2%N 0
FNQ4%N 0
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Tabela 5.3 - Medidas dos halos de inibigdo de crescimento microbiano produzido pelos

fios de sutura odontologicos de seda e de nylon ndo recobertos e recobertos com
quitosana sobre S mutans.

Amostra Halo de Inibicdo (mm)
FS 7 0
FS/Clorexidina 3,33+ 0,57

FSQ2% 0
FSQ4% 0
FSQ2%N 0
FN 0
FN/Clorexidina 3,33+0,57

FNQ2% 0
FNQ4% 0
FNQ2%N 0

De acordo com as Tabelas 5.1 a 5.3, halos de 9 mm para o fio de seda
e de aproximadamente 3 mm para o fio de nylon impregnados com nistatina (1
hora) (FS/nistatina e FN/nistatina), considerados controles positivos do
crescimento microbiano para Candida albicans (ATCC 289065), Streptococcus
oralis (ATCC 10557) e Streptococcus mutans (ATCC 25175), foram
registrados.

Para os fios de sutura odontologicos de seda e de nylon ndo recobertos
(FS e FN) e recobertos com solugao de quitosana a 2% e 4% nao neutralizados
(FSQ2%, FSQ4%, FN2% e FNQ4%) e neutralizados (FSQ2%N, FSQ4%N,
FN2%N e FNQ4%N) ndo houve inibicdo de crescimento das coldnias
bacterianas e fungica. Tal comportamento ndo era esperado uma vez que 0s
fios de sutura foram recobertos por quitosana e, a natureza antimicrobiana e
antifungica da quitosana é bem estabelecida. Portanto, novos testes devem ser
conduzidos visando elucidar tal resultado.

Os resultados positivos com relagdo ao uso de clorexidina e nistatina
sdo justificados em decorréncia de suas superioridades como agente
antimicrobiano e fangico respectivamente, em relagao a outras substancias, no

controle quantitativo e qualitativo da formagio do biofilme bacteriano, devido
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sua alta substantividade, que lhe confere eleigdo no controle quimico do
biofilme, com capacidade para permanecer retido, ativo e liberado lentamente,
evitando dessa maneira que seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo fluxo
salivar, o que a torna importante no tratamento de infecgdes causadas pelo
biofiime, uma vez que os agentes necessitam de determinado tempo de
contato para promover a inibicdo ou morte de um microrganismo. Apresenta
papel fundamental no que se refere a sua agao terapéutica, uma vez que
proporciona a diminuigdo de doenca e agravos a saude bucal, no periodo de
cicatrizagdo pos - cirurgicos (orais e periodontais), bem como outras terapias
(Hortense et al., 2010; Sanabe et al., 2010).

Imagens do efeito inibitério dos fios de sutura de seda e de nylon nédo
recoberto (FS e FN) e dos fios de seda recobertos com uma solugdao de
quitosana a 2% nao neutralizadso (FSQ2%), contra os microrganismos C.
albicans e S. mutans sao mostradas na Figura 5.17.

FN/nistatina e F S/nigtatina) - C. {FN/dorexidina e FS/dorexidina} -
S mutans

Albicans

(FSQ2%) - C. albicans (FSQ2%) - S. mutans

Figura 5.17 - Atividade antimicrobiana e antifingica dos fios de sutura odontologicos
de seda e de nylon modificados com nistatina (a) e clorexidina (b) com recobertos com
uma solugdo de quitosana a 2%, ndo neutralizadas (c) e (d) sobre C. Albicans e S.
mutans.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que foi possivel modificar a superficie
dos fios de sutura odontolégicos, de seda e de nylon, pelo uso da quitosana.
De acordo com os dados de espectroscopia na regidgo do infravermelho e
microscopia eletrénica de varredura, procedimento de neutralizagéo dos fios de
sutura impregnados com quitosana deve ser conduzido para que camadas
densas de quitosana se depositem na superficie dos mesmos recobrindo-os
totalmente. Além da neutralizagdo, a concentragdo da solugdo de quitosana
também afetou na modificagao superficial dos fios; solugdes de quitosana mais
concentradas (a 3% e a 4%) apresentaram um maior poder de recobrimento
das superficies dos fios de sutura.

A modificagdo superficial dos fios de sutura odontolégicos de seda e de
nylon com solu¢éo de quitosana, na concentragao de 2%, sem neutralizagao e
com neutralizagdo, ndo alterou a capacidade de absor¢do de agua dos fios,
conforme dados fornecidos pela medida do grau de intumescimento.

Os resultados dos testes da atividade antibacteriana e antifungica in
vitro dos fios de sutura odontoldgicos, de seda e de nylon, modificados com
solugao de quitosana a 2% e 4%, nao neutralizados e neutralizados, mostraram
que a modificagao superficial destes fios ndo foi eficiente na inibicao de
crescimento das colbnias bacterianas e fungica. Tal comportamento néo era
esperado uma vez que os fios de sutura foram recobertos por quitosana e, a
natureza antimicrobiana e antifingica da quitosana é bem estabelecida.
Portanto, novos testes devem ser conduzidos visando elucidar tal resultado.
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7 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos fios de sutura recobertos com
quitosana por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

- Realizar o recobrimento dos fios de sutura por meio da neutralizagdo em
camadas.

- Avaliar a influéncia do tempo de imerséo no recobrimento dos fios de sutura.
- Avaliar a atividade antimicrobiana em outras espécies de microrganismos.

- Avaliar as propriedades mecanicas dos fios recobertos.
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Anexo |

Tabela 1- Valores da massa inicial (Mi) e da massa Uumida (Um) dos fios de
sutura odontologicos de seda e de nylon com solugdo de quitosana na

concentragdo de 2%, sem neutralizag@o e com neutralizagao.

Amostra M; M,
FS 0,0016 0,0015
0,0016 0,0015
0,0016 0,0015
0,0016 0,0015
FSQ2% 0,0015 0,0015
0,0016 0,0014
0,0016 0,0015
0,0017 0,0017
FSQ2%N 0,0020 0,0015
0,0016 0,0014
0,0019 0,0015
0,0018 0,0014
FN 0,0007 0,0008
0,0007 0,0006
0,0007 0,0007
0,0009 0,0009
FNQ2% 0,0007 0,0007
0,0008 0,0007
0,0008 0,0008
0,0007 0,0008
FNQ2%N 0,0007 0,0007
0,0008 0,0007
0,00010 0,0008
0,0007 0,0006
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