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RESUMO

A alta incidéncia da carie no Brasil vem despertando muito interesse para estudos que
visem combaté-la. Tem-se observado a procura pela utilizacdo de produtos naturais
(plantas medicinais e resinas) que buscam atividade contra a principal bactéria
causadora da carie, que é o Streptococcus mutans, entre estas a geopropolis
(Melipona scutellaris). Todavia, apesar de os estudos mostrarem acdo destes
produtos de origem animal contra este micro-organismo, muitas vezes a baixa
substantividade (bioadesdo) deste material ao substrato determina uma baixa
efetividade. Este estudo promoveu o desenvolvimento de um sistema liquido cristalino
objetivando aumento da substantividade da prépolis. Foram desenvolvidos sistemas
constituidos por dispersao de quitosana, acido oleico e alcool cetilico propoxilado e
etoxilado (Procetyl® AWS), de acordo com o diagrama de fases ternario. Foram
selecionadas 3 formulagdes, as quais foram submetidas a ensaios de microscopia de
luz polarizada, analise de textura, bioadeséo e reologia. Os resultados mostraram que
os sistemas sao viaveis para incorporagcao do extrato de propolis, aumentando sua

bioadesdo em ensaios in vitro.



ABSTRACT

The high incidence of caries in Brazil is attracting a lot of interest for studies that aim to
combat it. It has been observed the demand for use of natural products (medicinal
plants and resins), seeking activity against the main bacterium that causes caries,
which is Streptococcus mutans, among them propolis (Melipona scutellaris). However,
studies showing activity of plant products against this micro-organism, a low
substantivity of this products to the substrate determines a low effectiveness. This
study promoted the development of a liquid crystalline system aiming increased
substantivity of propolis. Systems were developed consisting of dispersions of chitosan
5%, oleic acid and alkoxylated cetyl alcohol (Procetyl® AWS) according to the ternary
phase diagram. Three formulations were selected, which were subjected to tests of
polarized light microscopy analysis, texture, rheology and bioadhesion. The results
showed that the systems are viable for incorporation of propolis extract, increasing the

in vitro bioadhesion.
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1. INTRODUCAO

Dentre as afecgdes odontologicas as mais comuns sdao a gengivite, a
periodontite, a estomatite aftosa, a herpes simples e a carie (REGEZI; SCIUBBA, 2000;
NEWMAN, 2004).

A gengivite é uma inflamagéo dos tecidos gengivais que pode ocorrer em forma
aguda, subaguda ou cronica. Esta pode aparecer devido a fatores locais, como pela
presenca de microrganismos e impactagdo de alimentos, ou devido a fatores
sistémicos como disturbios de nutricdo e caracteristicas hereditarias. A periodontite é
uma evolugado da gengivite quando ndo envolve somente a gengiva, mas também o
0sso alveolar, o cemento e o ligamento periodontal podendo levar a perda de dentes
(REGEZI; SCIUBBA, 2000).

A estomatite aftosa é o desenvolvimento de ulceracdes recidivantes dolorosas,
podendo ser solitarias ou multiplas, na mucosa bucal. Herpes simples € uma doenca
infecciosa comum causada pelo virus do herpes simples (HSV), sendo do tipo 1 o que
geralmente afeta a regido da boca (REGEZI; SCIUBBA,2000).

A carie € uma doenga de origem infecciosa que causa um processo de
descalcificacdo do esmalte dentario e da dentina por acdo de acidos organicos
formados por bactérias fermentadoras, principalmente Streptococcus mutans e
Lactobacillus casei, que atuam sobre os carboidratos obtidos pelo homem através da
dieta alimentar. Acredita-se que o S. mutans esteja envolvido com o desenvolvimento
inicial da carie, enquanto o L. casei seja o responsavel pelo comprometimento da lesédo
(VAN HOUTE, 1993).

O S. mutans é considerado um dos microrganismos orais mais cariogénico, pois
a partir da sacarose produz acido latico em grande quantidade, é acidurico mantendo o

metabolismo mesmo em pH baixo e forma polissacarideos de reserva intra e



12

extracelulares, além do polissacarideo extracelular insoluvel responsavel pela
adesividade da placa bacteriana. O S. mutans adere-se a superficie dos dentes e
fermenta carboidratos ingeridos proporcionando a formagdo de acidos organicos
responsaveis pela desmineralizagao inicial do esmalte dentario. Posteriormente, o L.
casei causa lesbes progressivas formando as cavidades (LOESCHE, 1986;
MACPHERSON et al., 1992).

Sao trés os fatores essenciais para o inicio do processo de carie: o hospedeiro
(dente), a microflora (bactérias) e o substrato (alimentos ingeridos). Também deve-se
considerar a condicdo de mineralizacéo e a resisténcia do dente, além do fator tempo
para que ocorra a doenca (KEYES, 1962; SOUZA et al., 2001).

As estratégias para a prevencdo da carie visam a diminuigdo do ataque
cariogénico e o aumento da resisténcia da superficie dentaria. Uma das maneiras de se
alcangar esse objetivo é pelo controle do biofiime dentario, mecanica e/ou
quimicamente (STOOKEY,1998).

O biofiilme é uma estrutura complexa e dindmica que se desenvolve pela
colonizagao ordenada da superficie dentaria por varias bactérias orais, organizando-se
no interior de uma matriz extracelular de polissacarideos (MARSH, 2004). Seu
desenvolvimento inicial ocorre pela adesdo das células bacterianas plancténicas
(colonizadores primarios) a pelicula adquirida sobre a superficie dental e posterior co-
agregacdao de outros microorganismos (colonizadores secundarios) havendo
comunicacdo metabdlica e troca genética inter e intra-espécies (JENKINSON &
LAMONT, 2005; HOJO et al., 2009).

Os compostos fluoretados apresentam reconhecida capacidade de interferir na
evolucdo da carie e também apresentam propriedades que merecem ser investigadas,

no que tange a sua atividade antibacteriana (BERNARDO et al., 1996; ZARATE, 2003).
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Quando aplicadas topicamente no esmalte dos dentes, mesmo em baixas
concentragdes, as solugdes fluoretadas reduzem a incidéncia de carie (SANTOS et al.,
1998).

O fluor pode interferir na colonizacdo e composicdo do biofilme dentario, na
atividade metabdlica dos depdsitos bacterianos e, mesmo em baixas concentragdes,
atua na remineralizagdo do esmalte. O maior efeito cariostatico, tanto da agua
fluoretada quanto dos dentifricios e dos bochechos, se deve provavelmente a
manutengado regular dos ions fluor nos fluidos orais (FERJERSKOV et al.,, 1981;
MARKIS, 1999) que dificulta a destruicdo do esmalte e acelera o processo de
remineralizacdo. Os novos cristais de esmalte formados na presenca do fluor sdo mais
resistentes ao acido responsavel pela desmineralizagcdo. Em criangas, na fase de
desenvolvimento dos dentes o fluor se concentra nos ossos em crescimento ajudando
a endurecer o esmalte dos dentes de leite e permanentes que ainda ndo nasceram.

Porém, ao mesmo tempo em que o fluor é importante no controle da carie a sua
ingestdo deve ser rigorosamente controlada, pois traz efeitos indesejaveis
principalmente em criangas. Por esse motivo, € imprescindivel a procura por agentes
com atividade bactericida eficiente contra microrganismos cariogénicos que nao tragam
esses efeitos.

Desde a antiguidade as plantas vém sendo usadas por ser um recurso ao
alcance do ser humano. Desta forma o homem encontrou virtudes nas plantas
medicinais que foram transmitidas de geracdo em geragao representando assim um
marco na histéria do desenvolvimento de nagdes. E hoje, até mesmo nas sociedades
mais industrializadas, o uso de vegetais in natura vem cada vez mais se intensificando
(MIGUEL; MIGUEL,1999). O uso de produtos naturais em odontologia tem sido

bastante estudado e tem estimulado a presenca da fitoterapia em programas
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preventivos e curativos que avaliam a atividade de diferentes extratos de plantas para o
controle do biofilme dental (BUFFON et al., 2011). Estes produtos tém despertado
interesse pelas agdes farmacoldgicas e encontrado significativa aceitagao popular.

O Brasil, por ter a maior diversidade vegetal do mundo, possui grande potencial
para o desenvolvimento da fitoterapia, aplicada inclusive a odontologia. O uso da
plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradicional e tecnologia podem validar
cientificamente suas aplicagdes (MARTINS, 2000; ALBUQUERQUE; HANAZAKI,
2006).

Inumeros estudos vém sendo realizados para avaliar espécies vegetais com
aplicagdo na odontologia. Exemplos desse vegetais sdo: Equinacea purpurea,
Copaifera multijuga, Lippia sidoides, Stryphnodendron barbatiman e Melipona
scutellaris (BANDEIRA, 1999; COUTO, 2000; FERES et al., 2005; FERREIRA, 1996;
MELO JUNIOR et al., 2000; PAIXAO, 2002; VENDOLA, 2004;). Dentre essas espécies,
a geopropolis (Melipona scutellaris) tem se destacado devido as suas diversas
propriedades terapéuticas que s&o: bactericida, bacteriostatica, antiviral, fungicida,
fungistatica, antiflogistica, antialérgica, bioestimuladora, dermatoplastica, anestésica
local (LEYVA, 1989), atividade citotoxica, cicatrizante do tecido Osseo, tecido
cartilaginoso, polpa dental entre outros (MARCUCCI, 1996; MATOS,1989). Em
odontologia tem se estudado a acdo da propolis em doengas periodontais como:
gengivites, periodontites, Gengivite Ulcerativa Necrosante Aguda (GUNA) (COLITA et
al., 1976; GAFAR et al., 1976), mumificagao pulpar (SCHELLER, 1978) e carie dental
(IKENO et al., 1991).

A prépolis é obtida a partir de uma resina que as abelhas retiram das plantas e
utilizam para fechar frestas da colméia, o que evita a entrada de frio e insetos,

impedindo a acao de fungos e bactérias. Ao ser transportada para as colméias pelas
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abelhas, a resina se transforma em propolis. Caracteristicas da propolis como cor,
sabor, odor, consisténcia, composi¢cdo quimica e até mesmo atividade bioldgica
dependem das precedéncias das espécies vegetais e das estagbes do ano
(MARCUCCI, 1996). A composicéo da propolis é de 50 a 55% de resinas, 30% de cera
de mel, 8 a 10% de oleos essenciais e 5% de pdlens e, além disso, também é
encontrada pequena quantidade de acidos graxos, acidos organicos, aminoacidos e
vitaminas (MATSUNO, 1997; FERREIRA et.al,1996).

A geoproépolis € um tipo especial de prépolis produzida por abelhas sem ferrao,
formado por uma mistura de resinas vegetais, cera e terra (Barth, 2006). A geopropolis
€ um composto de prépolis formada por prépolis + argila (barro). Normalmente sao
utilizadas para vedar frestas maiores.

Estudos experimentais, in vitro, da propolis demonstraram sua acgéao
antimicrobiana frente aos diversos microrganismos patogénicos bucais (HAVSTEEN,
1983; MARCUCCI, 1996; MENEZES, 2005). A carie dental é uma doenga de alta
incidéncia em toda a populacdo mundial, sendo que no Brasil representa
historicamente o problema de saude bucal coletiva mais relevante. Segundo avaliagao
de lkeno e colaboradores (1991) a propolis apresenta propriedade de eliminar alguns
microrganismos pertencentes a carie através de sua atividade antibacteriana sobre
amostras de S. mutans. Ainda, a prépolis apresenta o poder de inibir a aderéncia dos
microrganismos na superficie dentinaria, como demonstrou o estudo, in vitro, de
Gebara e colaboradores (1996). Duailibe (2004) demonstrou que o uso de bochecho da
solugao do extrato alcodlico de geopropolis da tiuba diminuiu em 48,5% o numero de
col6nias de Streptococcus mutans, na saliva dos pacientes.

Os resultados dos testes pré-clinicos de medicamentos raramente satisfazem as

expectativas devido a uma série de barreiras anatdmicas, quimicas ou biologicas, entre
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o local de administracdo e o 6rgao ou tecido alvo as quais contrariam a obtengéo do
efeito terapéutico desejado. Neste contexto esta inserido o conceito dos sistemas de
liberacdo de farmacos, que apresentam capacidade de compartimentalizar uma
substéancia e direciona-la para os sitios onde devera exercer o seu efeito farmacologico,
aléem de controlar a velocidade de liberagdo, sem alterar a estrutura quimica da
molécula transportada (BENITA, 1998; OLIVEIRA et al., 1992; OLIVEIRA; SCARPA,
2001).

Pesquisadores comecaram entdo a estudar sistemas nanoestruturados de
liberacdo de substédncias como lipossomas, cristais liquidos, microemulsdes e
nanopraticulas (KANG, CHO & YOO, 2009). Sistemas liquido-cristalinos foram
desenvolvidos por Stevenson e colaboradores para a incorporagdo e liberagao
controlada de insulina. O veiculo mais eficiente nas vacinas de DNA s&o
microemulsdes comparando-se com solugdes aquosas (KUBIK, BOGUNIA-KUBIK &
SUGISAKA, 2005; OLIVEIRA , A. G., 2004). As nanoparticulas vém sendo utilizadas no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de hormdnio do crescimento (GH ou
somatotrofina) e insulina para administragao nasal (CHALASANI et al., 2007).

Com isso, fica evidente que nos ultimos anos tornou-se muito relevante a
procura por novos sistemas de liberacdo no sentido de se estabelecer alternativas
terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar os farmacos com maior
segurancga e minimizar os efeitos colaterais (CERA, 2001).

Dentre os sistemas de liberacdo que podem ser usados para a incorporagao de
farmacos destacam-se os sistemas liquido-cristalinos (SLC), que apresentam
vantagens principalmente no que tange a liberagdo prolongada e a protecdo da
substancia de degradacao térmica ou fotodegradacéao, além de aumentar a eficacia do

farmaco (GUTERRES et al., 2007; MOHANRAJ & CHEN, 2006). Os cristais liquidos
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podem mudar significativamente a velocidade de liberagdo dos farmacos, aumentando
solubilidade, absorcdo e controle da biodisponibilidade, além de alterar a
farmacocinética, diminuindo a toxicidade e aumentando a eficacia clinica.

Os SLC sao estados intermediarios que apresentam caracteristicas tanto de
s6lidos quanto de liquidos. Assim como os solidos apresentam ordem estrutural, rigidez
e ligacbes bem definidas e assim como os liquidos apresentam mobilidade, regides
desordenadas e fluidas. Dessa forma, constitui uma fase fluida ordenada (MORAIS,
2006; HYDE, 2001). Por esse motivo também sdo chamados de mesofases (HYDE,
2001). Os SLC podem ser divididos em dois grupos: termotrépicos, que possuem
formagdo do estado mesomorfico dependente de temperatura, e os liotropicos que
dependem da presenca e concentragcdo de um solvente, em geral a agua, além da
temperatura (LI et al., 2009). Os SLC liotropicos formam diferentes formas liquido-
cristalinas dependendo da concentracao de tensoativo e as mais importantes e

comumente encontradas s&o: lamelar, hexagonal e cubica (GABBOUN et al., 2001).

Viscosidade
>
\ Lamelar Hexagonal ’ Cubico
Micrpscopia de Luz Polarizada
Cruz de Malta Estrias SAX-S

Campo Escuro — Fase de Transigao ou Sistema Cubico

A incorporagao de moléculas bioadesivas em sistemas de liberagdo tem sido
amplamente explorada com o intuito de aumentar o tempo de permanéncia da

preparagao, evitando sua rapida eliminacado. Dentre as varias moléculas bioadesivas,
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destaca-se a quitosana, que aumenta a adesao através de interagdes eletrostaticas.
Diferentes sistemas de liberagdo ja conhecidos podem ser formulados utilizando
moléculas biooadesivas, e dentre eles estdo os sistemas estabilizados com
tensoativos. A mistura de tensoativos com agua, em determinadas proporgdes, pode
formar diferentes tipos de estruturas, como os agregados micelares e os sistemas
liquidos-cristalinos, os quais possuem diferentes caracteristicas estruturais e
reoldgicas, que permitem sua ampla aplicagdo como sistemas de liberacdo de
farmacos.

Os SLC podem apresentar alta viscosidade (fases hexagonal e cubica), o que é
mais um fator que favorece a permanéncia do sistema no local de aplicagdo. A
incorporagao de moléculas bioadesivas como a quitosana nestes sistemas aumenta a
adesao, ja que, a quitosana age na uniao de dois materiais, em que pelo menos um é
de origem biolégica, durante um longo periodo de tempo mediante forgas interfaciais
(interacdo eletrostatica — diferenca de carga).

A bioadeséo é importante na administragéo de farmacos, pois implica na ligagao
do sistema transportador do farmaco (SLC) a um substrato bioldgico especifico.

A interacao eletrostatica entre a quitosana (catidnica) e a mucina (presente na
saliva) promove a adesédo da molécula transportadora do farmaco e a superficie do
dente objetivando uma agao prolongada através da aplicagao topica. A bioadesao se
da pela diferenga nas estruturas eletronicas. Quando as duas superficies entram em
contato, forma-se uma camada de carga elétrica na interface, que € responsavel pela
criacao de forgas atrativas e consequente desenvolvimento da adesao.

O processo de adesao pode ser descrito basicamente por meio de duas etapas
(como ilustrado na figura abaixo), sendo estas: Etapa 1 - Estagio de contato: Um

contato intimo ocorre entre o material bioadesivo e a membrana; Etapa 2 — Estagio de
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consolidacio: as varias interagdes fisico-quimicas ocorrem para consolidar a forca da

juncao adesiva, conduzindo a adeséo prolongada, conforme descrito na Figura 1.

Estagio de Estagio de
contato  consolidagao

Forma =
Farmacéutica Area de
Y vInteracao

Mucosa ]

B mucu-‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Figura 1. Bioadesao
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2. OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema liquido-cristalino para
incorporagao de extrato de prépolis, objetivando aumentar sua substantividade, de

forma a otimizar o seu uso no tratamento da carie dental.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1.Materiais

Fracdo Hexanica de geopropolis;
» Acido Cloridrico;
e Quitosana;

¢ Procetyl (Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP) AWS (Croda do

Brasil);
e Acido Oléico:;

s Trietanolamina.

3.2.Equipamentos

Analisador de textura TA-XTplus Stable Micro Systems;
e Banho de ultrassom, Unique ,Ultra Sonic Cleaner;
e Centrifuga, Sorval, modelo TC 6 Du Pont;

e Rebdmetro de gradiente e tensao de cisalhamento controlado MARS I
(Haake®);

e Agitador mecanico.

3.3.Métodos

3.3.1. Preparacédo da dispersédo de quitosana (QS)

A dispersao de QS foi preparada na concentragao de 5% (m/m). A quitosana foi
suspensa em solugéo de acido acético a 2% e misturada por agitagdo mecanica por 24

horas.
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3.3.2. Construcéo do diagrama de fases ternério

Foi construido um diagrama de fase ternario utilizando acido oleico como fase
oleosa, Procetyl® AWS como tensoativo e dispersdo de quitosana 0,5% como fase
aquosa.

O diagrama de fase ternario foi construido pela preparacdo de dois gramas de
54 sistemas variando-se de 0 a 100% (m/m) as propor¢coes de fase aquosa, de
tensoativo e de fase oleosa, as quais foram misturadas com agitacdo em vortex, a
temperatura ambiente.

A fase aquosa dos sistemas foi preparada, inicialmente, com a mistura manual
de 10% da dispersdo polimérica a 5% com agua, de modo que resultasse numa
porcentagem final nos sistemas de 0,5% de quitosana.

Todos os sistemas foram analisados visualmente e classificados como sistemas
viscosos ou liquidos opticamente transparentes, translucidos ou opacos, ou ainda
separagao de fases. Desse modo, foi possivel determinar os pontos das diferentes
regides no diagrama de fase.

A partir desses dados, as diversas regides do sistema foram ou nao
neutralizados (pH= 7,0) com trietanolamina. Em seguida, foi realizada a caracterizagao

fisico-quimica dos sistemas acidos e neutralizados.

3.3.3. Caracterizacgao fisico-quimica dos sistemas selecionados

Para realizagdo da caracterizagao fisico-quimica, foram selecionados alguns
sistemas, fixando a porcentagem do tensoativo (40%) e variando as propor¢des de

agua e Oleo.
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3.3.3.1. Microscopiade luz polarizada

Uma pequena aliquota dos sistemas selecionados foi colocada em uma lamina,
cobrindo-a com a laminula e analisada em microscopio sob luz polarizada. Foram

utilizadas lentes de aumento de 5, 10 e 20 vezes, dependendo da amostra.

3.3.3.2. Analise reolégica continua

Os reogramas dos sistemas escolhidos foram obtidos através do reémetro RS-1
(Haake) no modo fluency (flow), utilizando geometria cone/placa (C35/2° Ti) e
placa/placa de 35 mm, de acordo com a consisténcia de cada formulacado, a
temperatura de 37 °C.

Uma pequena amostra dos sistemas foi colocada, cuidadosamente, na placa
inferior do redbmetro, e esperou-se o tempo de repouso de 3 minutos para o inicio da
andlise. A taxa de cisalhamento utilizada foi de 0 a 100 s para a curva ascendente e

de 100a0s™ para a curva descendente, durante 120 segundos cada.

3.3.3.3. Anadlise do perfil de textura

O perfil de textura dos sistemas selecionados foi analisado utilizando um
analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra) através do teste
Analise de Perfil de Textura (ATP), a partir do qual € possivel extrair propriedades
mecanicas, tais como a dureza, compressibilidade, adesividade e coesao.

Para a realizagao do teste, os sistemas selecionados (15 g) foram colocados em
tubos de centrifuga cbnicos de 50 mL (Falcon, BD ®, Franklin Lakes, EUA) e
centrifugados a 4000 rotagdes por minuto, por 3 minutos, para eliminar as bolhas de ar

e tornar a sua superficie lisa. Em seguida, esses tubos foram colocados embaixo da
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sonda analitica (10 mm de didmetro) do analisador de textura, que foi programada para
comprimir a amostra a velocidade de 0,5 mm/s até a profundidade pré-definida (10
milimetros) e retornar para a superficie da amostra na mesma velocidade. Apds 5
segundos de repouso, uma segunda compressao inicia-se, nas mesmas condigdes.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, a temperatura de 37 °C.

3.3.3.4. Bioadeséo in vitro em superficie de dente bovino

Para a avaliagao in vitro da forga bioadesiva em superficie de dente bovino, as

etapas 3.3.3.4.1 e 3.3.3.4.2 foram realizadas inicialmente.

3.3.3.4.1. Preparacao de saliva humana

A saliva ndo estimulada foi obtida de varios doadores adultos e saudaveis, de
ambos 0s sexos, € que nao tenha usado antibidticos, solugdes para bochecho ou
qualquer outro medicamento conhecido por afetar a composi¢ao e fluxo salivar, nos
ultimos trés meses. A saliva foi coletada em tubos de centrifuga cbénicos de 50 mL
resfriados por gelo e, posteriormente, uma quantidade igual de saliva de cada doador
foi misturada, homogeneizada e submetida a centrifugagcado 10.000 g por 5 minutos a 4
°C (MOURA, 2006), sendo, em seguida, filtrada por meio de sistema de filtragdo com
membrana de 0,22 im (PEROS & GIBBONS, 1981) e se nao utilizada imediatamente, a
saliva foi armazenada a —70 °C. E importante salientar que esta etapa do projeto teve
parecer (n° 47/2011) favoravel pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, sob o protocolo 14/2011.

3.3.3.4.2. Obtencéao do disco de dente bovino
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O disco de esmalte bovino foi obtido a partir de incisivos de novilhos com 20 a
30 meses de idade. Dentes com trincas no esmalte, calculo no ter¢go médio coronario,
desgaste do tercgo incisal, alteragdes morfoldgicas da coroa e hipoplasias de esmalte
foram descartados. Depois de limpos, foram obtidos discos de 1 cm de didametro do
terco médio da face vestibular dos dentes, com auxilio de um motor de alta rotagéao
(modelo MRS 400 Torque- Dabi Atlante, Ribeirdao Preto, SP, Brasil) acoplado a um
disco de ponta diamantada cilindrica (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil). Para a
regularizacao da superficie, os blocos foram desgastados com lixas d’agua de

granulacgao 200 (T469-SF).

3.3.3.4.3. Avaliacao in vitro da for¢a bioadesiva

A forca necessaria para remover os sistemas selecionados da superficie do
dente bovino foi avaliada in vitro, utilizando o analisador de textura TA-XT plus (Stable
Micro Systems, Surrey Inglaterra), no modo Adhesion Test.

O disco de dente bovino foi fixado com fita adesiva dupla face a extremidade
inferior da sonda cilindrica (10 mm de didmetro) do equipamento. Antes do ensaio, o
dente foi imerso em saliva humana para simular o ambiente bucal. Na temperatura de
37°C, as formulagbes foram acondicionadas em recipientes de vidro pequenos sob a
sonda. O teste foi iniciado abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até
qgue o dente entrasse em contato com a amostra. O dente e a amostra foram mantidos
em contato durante 60 segundos e nenhuma forga foi aplicada durante este tempo. Em
seguida, a sonda subiu a velocidade constante (0,5 mm/s) até ocorrer o destacamento
do dente da amostra. A forga necessaria para remover o dente da amostra foi calculada

pela curva forga versus tempo. O teste foi realizado em triplicata.
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3.3.4. Incorporacao do extrato de propolis nos sistemas selecionados

A incorporagao da fragdo hexanica de Geopropolis foi baseada em dados de

estudos realizados pela Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP,

coordenados pelo Prof. Dr. Pedro Luis Rosalen, que indicam que o extrato tem

atividade antimicrobiana na concentragdao de 400ug/mL. A incorporagao do extrato aos

sistemas seguiu a seguinte sequéncia:

Pesagem do extrato;

Solubilizagdo do extrato na fase oleosa (acido oleico);

Separadamente, em outro frasco, formagao da fase aquosa (disperséo de
quitosana 0,5%);

Dispersao da fase aquosa na fase oleosa;

Adigao do tensoativo;

Agitacao vigorosa até completa solubilizagao.

ApoOs a incorporacdo do extrato, os sistemas foram caracterizados por

microscopia de luz polarizada, analise de perfil de textura e pela avaliacido in vitro da

forca bioadesiva em superficie de dente bovino, descritos pelos itens 3.3.3.1, 3.3..3.2,

3.3.3.3 e 3.3.3.4, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Diagrama de fases ternario e caracterizagdo visual dos sistemas

O diagrama de fases ternario € um triangulo equilatero o qual representa as
porcentagens de cada componente do sistema, sendo os vértices do tridngulo o
equivalente a 100% da fase. A leitura do diagrama é realizada no sentido horario sendo
entdo o lado direito referente ao tensoativo, a base referente a fase oleosa e o lado

esquerdo referente a fase aquosa, como mostra a Figura 2.

Tensoativo

-0

Fase Aquosa 0 10 20 a0 40 50 80 70 20 B0 100 Fase Oleosa

Figura 2. Diagrama de Fases Ternario

Portanto, a leitura das quantidades de cada componente no ponto destacado em
vermelho na figura acima se da da seguinte forma: 40% de tensoativo, 30% de fase

oleosa e 30% de fase aquosa, totalizando 100% dos componentes do sistema.
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Os sistemas foram obtidos respeitando as quantidades determinadas para cada
ponto do diagrama de fases ternario, obtendo-se entdo 54 proporgdes, as quais foram
caracterizadas visualmente contra campo escuro.

Sistemas em que as fases aquosa e oleosa ndo se misturaram formando duas
fases, foram caracterizados como separagao de fases (SF).

Os sistemas em que nao houve separagao de fases foram classificados quanto a
fluidez e cor. Foi considerado um sistema viscoso aquele que apresentou pouca ou
nenhuma fluidez ao verter o frasco onde estava contido, enquanto que o sistema
liquido foi aquele que apresentou fluidez ao verter-se o frasco. A classificagao pela cor
dos sistemas foi realizada em transparente, opaco e translucido (intermediario entre o
transparente e o opaco).

A figura 3 abaixo ilustra o diagrama de fases ternario com a classificagao visual
dos sistemas constituidos por Procetyl AWS®, Acido Oléico e Dispersao de Quitosana

0,5%.
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Procetyl AWS

0

QA 0,5% 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Acido Oléico
® SF - Separagdo de Fases
©® SLO - Sistema Liquido Opaco
Vv SVO - Sistema Viscoso Opaco
A SVT - Siatema Viscoso Transparente
B SVTR - Sistema Viscoso Translucido
B SLT - Sistema Liquido Transparente

Figura 3. Analise do Diagrama de Fases Ternario
Como ilustrado no diagrama, os sistemas com concentracéo de 30% a 100% de
tensoativo foram predominantemente transparentes.
N&o houve formagao de SLTR em nenhum sistema.
A obtengédo de sistemas transparentes com baixa porcentagem de tensoativo
torna esses sistemas interessantes para o estudo, pois uma alta concentragao deste

componente pode ser irritante.

4.2 Escolhados Sistemas - 23,24 e 25

A Tabela 1 descreve a composicdo dos sistemas selecionados para a

caracterizagao fisico-quimica.
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Tabela 1. Composicéo (%) dos sistemas selecionados para a caracterizagao fisico-

quimica
Sistemas % AO % PRO % A % QS 5%
23 acido 20 40 30 10
24 acido 30 40 20 10
25 acido 40 40 10 10
23 neutro 20 40 30 10
24 neutro 30 40 20 10
25 neutro 40 40 10 10

Apos analise visual dos sistemas, foram escolhidos os pontos 23, 24 e 25 para
os estudos de microscopia de luz polarizada, reologia, TPA e biadesdo. A escolha
desses sistemas se deu por serem transparentes, com possivel sucesso na liberacao

prolongada de farmacos e pela baixa porcentagem de tensoativo.

4.3.Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

A MLP possibilita o estudo da isotropia éptica do sistema quanto ao desvio da
luz. Desta maneira, os sistemas podem ser divididos em duas classes: isotropicos,
sendo estes incapazes de desviar o plano da luz incidente, e anisotropicos os quais
desviam a luz.

Sistemas Liquidos Cristalinos de fase cubica, assim como Microemulsdes, sao
isotropicos, ou seja, nado sdo capazes de desviar o plano da luz polarizada, sendo
observado um campo escuro. Sistemas liquidos cristalinos de fases lamelar e

hexagonal sdo anisotropicos e, portanto capazes de desviar a luz polarizada sendo
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visiveis através de estruturas semelhantes a estrias quando hexagonal e parecidas
com cruzes de malta quando lamelar.

Através da polarizacdo da luz foi possivel observar no microscépio se os
sistemas apresentam area de anisotropia ou isotropia. As analises foram realizadas
apds repouso dos sistemas por 24 horas, para que ndo houvesse bolhas de ar
incorporadas.

As figuras de 4 a 9 sao fotomicrografias de algumas formulagdes do sistema

estudado.

Figura 4. Fotomicrografia da formulagdo 23 (agua:éleo:tensoativo = 40:20:40)

em aumento de 20x A) Sistema 23 Acido B) Sistema 23 Neutro

Figura 5. Fotomicrografia da formulagdo 23 (agua:éleo:tensoativo = 40:20:40)
acrescida de fracao Hexanica de Geoprépolis 400pg/mL, em aumento de 20x C)

Sistema 23 Acido com Extrato D) Sistema 23 Neutro com Extrato
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Figura 6. Fotomicrografia da formulagdo 24 (agua:éleo:tensoativo = 30:30:40)

em aumento de 20x E) Sistema 24 Acido F) Sistema 24 Neutro

Figura 7. Fotomicrografia da formulagdo 24 (agua:6leo:tensoativo = 30:30:40)
acrescida de fragdo Hexénica de Geoproépolis 400ug/mL, em aumento de 20x G)

Sistema 24 Acido com Extrato H) Sistema 24 Neutro com Extrato

1)

Figura 8. Fotomicrografia da formulagdo 25 (agua:éleo:tensoativo = 20:40:40)

J)

em aumento de 20x |) Sistema 25 Acido J) Sistema 25 Neutro
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K) L)
Figura 9. Fotomicrografia da formulacdo 25 (agua:6leo:tensoativo = 20:40:40)
acrescida de fragdo Hexanica de Geopropolis 400ug/mL, em aumento de 20x K)

Sistema 25 Acido com Extrato L) Sistema 25 Neutro com Extrato.

A Tabela 2 descreve a interpretacédo das fotomicrografias de MLP.

Tabela 2. Interpretacao das fotomicrografias de MLP.

Caracterizacao do
Figura Sistema Estrutura Observada Sistema

A 23 acido Estria Cristal liquido hexagonal
B 23 neutro Estria Cristal liquido hexagonal
C 23 acido ¢/ extrato Estria Cristal liquido hexagonal
D 23 neutro ¢/ extrato Estria Cristal liquido hexagonal
E 24 acido Estria Cristal liquido hexagonal
F 24 neutro Estria Cristal liquido hexagonal
G 24 acido c/ extrato Estria Cristal liquido hexagonal
H 24 neutro ¢/ extrato Estria Cristal liquido hexagonal
I 25 acido Campo escuro Regido de transigao
J 25 neutro Cruz de malta Cristal liquido fase lamelar
K 25 acido ¢/ extrato Campo escuro Regiao de transi¢ao
L 25 neutro ¢/ extrato Campo escuro Regido de transigao
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4.4.Estudo do Comportamento Reoldgico

Analise de Escoamento

Através do estudo do escoamento dos sistemas, foram construidos os

reogramas, apresentados nas Figuras de 10 a 13:
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Figura 10. Reograma dos ensaios de fluxo dos sistemas 23 (F1), 24(F2) e

25(F3) acidos sem incorporagéo da Formulagdo Hexanica Geopropolis 400ug/mL
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Figura 11. Reograma dos ensaios de fluxo dos sistemas 23(F1), 24(F2) e 25(F3)

neutros sem incorporagédo da Formulagdo Hexanica Geoproépolis 400ug/mL
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Figura 12. Reograma dos ensaios de fluxo dos sistemas 23 (F1), 24(F2) e

25(F3) acidos incorporados com Formulagao Hexanica Geopropolis 400ug/mL

350

300 4

Tenséo de cisalhamento (Pa)

50 -

250 4

200 +

150 ~

100 -

o e

® F1E-QSN volta
® F1E-QSNida
v F2E-QSN volta o o
A F2E-QSNida o © °
B F3E-QSN volta ° °
B F3E-QSN ida ° ° o ® °
e °
L] ]
° o ©
[ ] ° °
° °
L] L]
L] L]
° ° H & 4
45
° . 4% %
ARV
® o A VY
N v
° o A vV
a v
N v
N v m e @ @E
A m W
% ; po@o@@Ea® o
T

20 40 60 80 100

Taxa de cisalhamento (1/s)

Figura 13. Reograma dos ensaios de fluxo dos sistemas 23(F1), 24(F2) e

25(F3) neutros incorporados com Formulagao Hexanica Geoprépolis 400ug/mL

Os dados obtidos no estudo foram utilizados para construgdo dos reogramas

ilustrados acima, nos quais foram estabelecidas relagdes entre a tensdo de

cisalhamento e a taxa de cisalhamento. Sistemas em que ndo ha proporcionalidade

entre a tensdo e a taxa de cisalhamento sdo denominados nao-Newtoniano

(SCHRAMM, 2006).
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Fluidos tixotropicos sao caracterizados por diminuicdo da viscosidade em funcéo
do tempo de aplicagdo de uma taxa de cisalhamento. Os fluidos reopéxicos
apresentam comportamento oposto aos fluidos tixotrépicos, ou seja, aumentam a
viscosidade em fungao do tempo de aplicagdo de uma taxa de cisalhamento. Ambos
sdo fendmenos reversiveis, pois apos a retirada da forga de cisalhamento, o sistema
volta parcialmente a conformacao inicial

Os reogramas que evidenciam diminuicdo da viscosidade com o aumento da
taxa de cisalhamento, sao caracteristicos de sistemas pseudoplasticos (SCHRAMM,
2006). Sistemas pseudoplasticos apresentam comportamento favoravel a produtos de
uso tépico. A tensdo durante a aplicacdo faz com que o produto tenha fluidez
adequada, garantindo um bom espalhamento e formagcdo de um filme uniforme na
superficie (BOODTS, 2003).

Todos os sistemas analisados sédo nao-Newtonianos e pseudoplasticos. Porém,
por apresentar maior area de histerese que € a principal caracteristica de um
comportamento pseudoplastico, o sistema 23, tanto acido como neutro, € o mais

adequado para o uso topico, como pretendido.

4.5.Ensaio de Bioadesao

A Tabela 3 descreve os resultados do ensaio de bioadesao.



Tabela 3. Resultados do Ensaio de Bioadesao
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Amostra Pico de Adeséao (N.s) | Trabalho de Adeséao (N.s)
23 4cido 0,016 £ 0,001 0,076 £ 0,001
24 4cido 0,009 + 0,001 0,035 £ 0,002
25 acido 0,01 + 0,0004 0,02 + 0,0008
23 neutro 0,0403 + 0,001 0,165 £ 0,006
24 neutro 0,035 + 0,001 0,095 £ 0,002
25 neutro 0,019 £ 0,0004 0,085 £ 0,002
23 4cido c/ extrato 0,008 + 0,0002 0,025 £ 0,002

24 4cido c/ extrato

0,005 £ 0,0001

0,0181 £ 0,0007

25 acido c/ extrato

0,007 + 0,0003

0,011 + 0,0002

23 neutro c/ extrato

0,0181 +0,0007

0,0502 + 0,001

24 neutro c/ extrato

0,007 + 0,001

0,024 + 0,001

25 neutro c/ extrato

0,01 + 0,0002

0,026 + 0,001

A neutralizacdo aumentou a forca de adesao e o trabalho de adesao em todos

os sistemas, sendo entdo um indicativo de que o sistema neutro apresenta melhor

fixagdo comparada ao sistema acido.

A incorporacgao do extrato as formulacdes resultou em uma diminui¢cdo da forca

de adesdo e do trabalho de adesdo, o que pode interferir na fixacdo do produto.

Portanto a incorporacao da quitosana pode nao ter favorecido a adesao, sendo uma

possivel causa para isso uma desestabilizacdo das fases.

4.6.Andlise de Textura (TPA)

A dureza é a forca maxima pra que a sonda penetre na amostra durante o

primeiro ciclo de compressao. A compressao € o trabalho total para deformar a amostra
no primeiro ciclo de compressao. A adesao € o trabalho para vencer as forgas atrativas

entre a sonda e a amostra. Coesdo corresponde a razao entre as areas positivas das
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duas compressdes. Indica a taxa de desintegracdo do material diante das
compressoes.
Tabela 4. Resultados da analise de textura nos sistemas n&o incorporados com

propolis

SISTEMAS NAO INCORPORADOS

Amostra Compressibilidade (N.s) Dureza (N) Adesividade (N.s) | Coesividade
23 4cido 0,950 + 0,011 0,078 + 0,001 0,498 + 0,003 0,696 + 0,015
23 neutro 1,517 £ 0,011 0,097 + 0,002 1,026 + 0,011 0,738 + 0,006
24 neutro 1,323 £ 0,027 0,095 + 0,001 1,022 + 0,003 0,856 + 0,010

Tabela 5. Resultados da analise de textura nos sistemas incorporados com prépolis

SISTEMAS INCORPORADOS

Amostra Compressibilidade (N.s) | Dureza (N) Adesividade (N.s) | Coesividade
23 &4cido c/ extrato 0,974 + 0,022 0,076 + 0,004 0,541 £ 0,013 0,703 + 0,011
23 neutro c/ extrato 1,623 £ 0,024 0,103 + 0,002 1,037 + 0,004 0,686 + 0,008
24 neutro c/ extrato 0,609 * 0,001 0,073 £ 0,001 0,942 + 0,018 0,768 + 0,008

Nao € possivel realizar anadlise de TPA em amostras muito liquidas, pois €
necessario que a amostra apresente resisténcia a entrada da sonda. Por este motivo,
somente as amostras que apresentam maior viscosidade foram testadas, sendo entao
excluidas as amostras 24 acida e 25 acida e neutra, ambas com e sem extrato
incorporado.

Os dados da tabela 4 mostram que o sistema 23 neutro possui a maior
compressibilidade, dureza e adesividade comparado aos outros sistemas analisados. O

parametro de coesividade foi maior no sistema 24 neutro.
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Os dados da tabela 5 mostram que os resultados continuam sendo os mesmos
quando o extrato € incorporado, ou seja, o sistema 23 neutro com extrato incorporado
possui a maior compressibilidade, dureza e adesividade comparado aos outros
sistemas analisados. E o parametro de coesividade foi maior no sistema 24 neutro com
extrato incorporado.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 ilustram os resultados da analise de textura para cada

234, 23Ac/E 23Nc/E  24Nc/E

parametro.
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Figura 14. Dados de compressibilidade da analise de textura
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Figura 17. Dados de coesividade da analise de textura

Um sistema mucoadesivo de liberagao prolongada n&o dever ser muito rigido e
COeso.

A dureza e a compressibilidade sdo parametros que se relacionam com a rigidez
do sistema analisado. A analise dos resultados mostra que quanto maior a rigidez do
sistema, maior sera também a sua adesividade. Sugerindo que a organizagao do cristal
liquido promove maior adeséao.

A coesividade das amostras diminuiu quando o extrato foi incorporado, indicando
que a forca necessaria para penetrar a amostra no segundo ciclo de compressao foi
menor. Este fator pode proporcionar um balangco mais eficiente entre a adesao e a
depuracdo da formulagdo para que esta ndo permaneca por um periodo muito
prolongado na mucosa, o que pode ser prejudicial por impedir sua fungao.

Os resultados mostram que dentre os sistemas escolhidos para analise, os
pontos 23 neutro e 24 neutro, tanto com extrato como sem extrato incorporado,

apresentam melhores parametros para a aplicagao desejada.
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que os sistemas 23 e 24 estudados apresentam
6tima bioadesao, o que podera aumentar a substantividade da proépolis.

Quando neutralizado, o sistema apresentou resultados melhores do que na
forma acida, o que é interessante, ja que um pH acido favoreceria a desmineralizagao
do esmalte dental.

Portanto, os resultados sugerem que o sistema 23 neutro é o mais adequado
para a incorporagao da fragédo hexanica de geoprépolis, 0 que a torna uma formulagéo

em potencial para o tratamento da carie dental.
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