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RESUMO 

A cárie dental é uma das doenças crônico-infecciosas mais comuns no mundo e é 
potencializada por fatores que favorecem a colonização da bactéria Streptococcus 
mutans na cavidade oral. O presente trabalho visa avaliar o potencial de sistemas 
nanoestruturados mucoadesivos para administração bucal do peptídeo sintético 
p1025, potencialmente ativo contra cárie dental. Este peptídeo, análogo aos 
fragmentos 1025-1044 da adesina celular de S. mutans mostrou-se, em estudos 
recentes, eficaz contra a adesão do patógeno na superfície do biofilme bacteriano. 
Acredita-se que, se incorporado em sistemas nanoestruturados mucoadesivos, 
sobretudo os sistemas líquido-cristalinos, sua ação possa ser modulada, pelo fato de 
que estes sistemas podem se aderir na mucosa bucal, de modo a proteger o 
peptídeo da degradação enzimática, além de prolongar o tempo de contato com a 
mucosa, diminuindo assim a frequência de administração. Os sistemas 
nanoestruturados de liberação controlada foram analisados estruturalmente através 
de microscopia de luz polarizada, determinação do comportamento reológico, TPA e 
bioadesão. Os resultados evidenciaram, através das análises de microscopia de luz 
polarizada, a presença de sistemas líquido-cristalinos de fase hexagonal e lamelar, 
além de domínios de microemulsões. As análises reológicas mostraram que ao 
adicionar dispersões poliméricas na fase aquosa do sistema, características como 
pseudoplasticidade e tixotropia são favorecidas, o que pode facilitar a aplicação do 
produto na mucosa bucal. O teste de biodesão mostrou que o emprego de 
dispersões poliméricas contribuiu para a adesão na mucosa bucal, sendo os 
melhores resultados obtidos com dispersão de Policarbofil® a 0,5 %.O teste 
microbiológico demonstrou a potencialização do efeito inibidor/redutor da carga 
microbiana com a utilização de óleo de melaleuca na fase oleosa do sistema. Os 
resultados obtidos sugerem que o sistema obtido parece ser promissor no 
tratamento da cárie dental. 

Palavras-chave: Nanotecnologia Farmacêutica; Cárie dental; Sístemas líquido-
cristalinos; Peptídeos. 
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ABSTRACT 

 

Dental caries is the most common chronic infectious disease in the world and is 
enhanced by factors that ease the colonization of the bacterium Streptococcus 
mutans in the oral cavity. This work aims to evaluate the potential of nanostructured 
systems for mucoadhesive buccal administration of the synthetic peptide p1025, 
potentially effective against dental caries. This peptide, analogous to the fragments 
1025-1044 of cellular adhesin of S. mutans was shown in recent studies, effective 
against pathogen adhesion of the surface of the biofilm. It is believed that, if 
incorporated into nanostructured mucoadhesive systems, especially liquid crystalline 
system, its action can be modulated because these systems can adhere to the oral 
mucosa so as to protect the peptide from enzymatic degradation, and prolong 
contact with the mucosa, thereby decreasing the frequency of administration. 
Nanostructured systems for controlled release were structurally analyzed by 
polarized light microscopy, rheological characterization, TPA and bioadhesion. The 
results revealed through the analysis of polarized light microscopy, the presence of 
liquid crystalline systems of lamellar and hexagonal phase, and areas of 
microemulsions. Rheological analyzes have shown that by adding the aqueous 
polymer dispersions of the system, characteristics such as shear thinning and 
thixotropy are favored, which can ease the application of the product on the buccal 
mucosa. Bioadhesion test showed that the polymer dispersions contributed to the 
adhesion in the oral mucosa, with best results obtained with polycarbophil® 0.5% 
dispersion. The microbiological test demonstrated the inhibitory effect of reducing 
microbial load with tea tree oil in the oil phase of the system. The results obtained 
suggest that the system seems to be promising in the treatment of dental caries. 

 

Keywords: Pharmaceutical Nanotechnology; dental caries; liquid crystalline systems; 
Peptides. 
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I. INTRODUÇÃO  

 Peptídeos, como o p1025, tornaram-se fármacos de escolha para tratamento 

de diversas doenças, pois apresentam alta seletividade e eficácia e, em geral, 

causam menos efeitos colaterais, como a resistência bacteriana, possuindo dessa 

forma grande potencial para a prevenção da doença ao invés de apenas tratar os 

sintomas. Portanto, uma grande variedade de fármacos peptídicos está sendo 

produzida em escala comercial como resultado das vantagens apresentadas, além 

do avanço no campo da biotecnologia (MORISHITA et al., 2006). 

 No entanto, observa-se grande dificuldade na administração de peptídeos, 

sobretudo por via oral, devido principalmente às propriedades físico-químicas 

dessas moléculas, como por exemplo, a suscetibilidade à degradação proteolítica 

enzimática devido à hidrólise ácida, o efeito de primeira-passagem hepático, meia 

vida biológica curta e alto peso molecular (ICHIKAWA et al., 2003). 

 Dessa forma, algumas estratégias podem ser adotadas para se administrar 

peptídeos, como, por exemplo, a escolha de vias alternativas à oral para 

administração, como a via bucal, que é um alvo atrativo para a administração de tais 

substâncias, pois fornece um ambiente propício devido à baixa atividade enzimática 

quando comparada com outras vias (MILLER et al., 2005). Em adição, esta via 

permite fácil aplicação de formulações e é bem aceita pelos pacientes, permitindo 

fácil remoção do medicamento em possíveis casos de efeito colateral (SENEL et al., 
2001). 

 Por outro lado, a mucosa bucal apresenta baixa permeabilidade, pequena 

área de superfície e secreção contínua de saliva (0,5 – 2 L/dia), que podem levar à 

diluição do fármaco e à sua baixa retenção no local de aplicação resultando em 

baixa biodisponibilidade do peptídeo (MILLER et al., 2005). Dessa forma, sob o 

aspecto tecnológico, pode ser interessante a utilização de sistemas 

nanoestruturados, com o objetivo de aumentar a retenção local do fármaco, 

permitindo sua liberação controlada (ALMEIDA et  al., 2007). 

 Dentre os sistemas nanoestruturados, tem-se destacado nos últimos anos o 

estudo de sistemas líquido-cristalinos. Trata-se de sistemas termodinamicamente 

estáveis, que são formados com baixo fornecimento de energia, os quais 
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apresentam estabilidade e potencial para aplicação em pele e mucosas (BUNGES et 
al., 2005). 

 Os sistemas líquido-cristalinos caracterizam-se por uma fase distinta de 

estruturas condensadas, cujas características físicas os posicionam entre sólidos e 

líquidos, com parcial ordem/ desordem das espécies atômicas. Por isso, são 

também chamados de mesofases (fases intermediárias). Materiais que formam 

cristais líquidos pela adição de solventes são chamados cristais líquidos liotrópicos, 

enquanto que cristais líquidos termotrópicos têm sua estabilidade dependente da 

temperatura. Conforme ocorre aumento da concentração de tensoativos, podem ser 

formadas diferentes formas líquido-cristalinas: lamelares, hexagonais e cúbicas 

(FORMARIZ et al., 2005). 

 Especificamente sobre cristais-líquidos liotrópicos, estes estão atraindo cada 

vez mais e mais atenção por causa de suas propriedades físico-químicas e de 

microestrutura únicas. Várias moléculas bioativas como fármacos, proteínas e 

peptídeos podem ser solubilizados tanto na fase aquosa quanto na fase oleosa e 

podem, desta forma, serem protegidos de hidrólise ou oxidação, além de terem sua 

liberação modulada (GUO et al., 2010). 

 Lee et al. (2000) estudaram a permeabilidade bucal de [d-Ala2, d-Leu5] 

encefalina (DADLE) incorporada em fases líquido-cristalinas cúbicas e lamelares, 

empregando monooelato de glicerila (GMO) como fase oleosa. Os resultados 

demonstraram que o fluxo de DADLE foi muito maior para este peptídeo incorporado 

em fases cúbicas e lamelares quando comparado ao fluxo a partir de solução de 

PBS, sugerindo que estas fases podem ser consideradas promissoras na liberação 

controlada deste peptídeo. 

 Na obtenção de sistemas líquido-cristalinos, podem ser utilizados como 

componentes de formulação misturas de óleos, água e tensoativos (FORMARIZ et 
al., 2005). Dessa forma, pode ser interessante incorporar como fase oleosa do 

sistema o óleo de melaleuca ou TTO (tea tree oil), pois a utilização do TTO em 

aplicações dentais tem demonstrado ser promissora no combate ao S. mutans. O 

efeito de 0,2% de TTO em enxaguatório bucal e dois outros agentes ativos na flora 

oral de 40 voluntários sugeriu que o TTO usado diariamente por sete dias poderia 
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reduzir o número de S. mutans e o número total de bacterias orais, comparado com 

o tratamento placebo. Os dados também indicam que a redução microbiana foi 

mantida por duas semanas depois do término do tratamento (CARSON et al., 2006). 

 O óleo de melaleuca é um óleo volátil essencial (extraído da folha) derivado 

principalmente da espécie Melaleuca alternifolia, planta nativa da Austrália. 

Empregado largamente por suas propriedades antimicrobianas, pode ser 

incorporado como ingrediente ativo em muitas formulações tópicas (COX et al., 
2000). Este óleo é composto por hidrocarbonetos terpênicos, principalmente 

monoterpeno, sesquiterpeno e seus alcoóis associados. Considerando sua atividade 

biológica, a atividade antimicrobiana é atribuída principalmente ao terpinen-4-ol 

(CARSON et al., 2006). 

 Estudo de Prabhakar et al. (2009) tem mostrado que a ação antimicrobiana é 

atribuída aos hidrocarbonetos, que rompem as membranas biológicas, 

interrompendo assim as funções vitais da bactéria. 

 Um estudo realizado na Índia com 36 crianças entre 9 e 11 anos, utilizando 

bochechos à partir de folhas de curry, alho ou óleo de melaleuca, demonstrou 

significativa redução da atividade de S. mutans e Lactobacilli a partir de contagem 

em placas inoculadas com as salivas. Também foi observado que a manutenção dos 

baixos níveis de micro-organismos foi observada somente para o alho e óleo de 

melaleuca no 14º dia do estudo (PRABHAKAR et al., 2009). Outros estudos 

mostraram que TTO também é eficaz contra diversos micro-organismos, como 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans (COX et al., 2000). 

 Na fase aquosa do sistema líquido cristalino, pode ser interessante a 

incorporação de polímeros mucoadesivos na formulação para maior fixação do 

sistema nanoestruturado no seu local de ação. Tais polímeros possuem a 

propriedade de aderir à mucosa e reter, dessa forma, grande quantidade de fármaco 

no local de aplicação, propiciando liberação de forma controlada do fármaco e 

contornando, desta forma, possíveis desvantagens apresentadas pela aplicação na 

mucosa bucal, como a salivação e os movimentos da deglutição. (MILLER et al., 
2005). O termo mucoadesão pode ser definido como a capacidade de aderência à 
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camada de muco que recobre os órgãos que estão expostos na superfície externa 

do corpo não coberto com pele (PINHAS et al., 2010). 

 Os mecanismos de fixação de polímeros em mucosas ainda não estão 

totalmente compreendidos. No entanto, certas teorias têm sugerido que a fixação 

pode ocorrer através de entrelaçamento físico (teoria da difusão) e/ou interações 

químicas, como eletrostáticas, hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e interações de 

van der Waals (teorias eletrônicas e de adsorção), que podem ser afetadas pelo 

peso molecular, flexibilidade, capacidade de ligação de hidrogênio, concentração e 

hidratação (intumescimento) do polímero (MILLER et al., 2005). 

 Acredita-se, portanto, que o sistema líquido-cristalino no qual se pretende 

incorporar o peptídeo prolongue o seu tempo de contato com a superfície do 

substrato biológico, diminuindo assim a freqüência de administração e o risco de 

efeitos colaterais, acarretando, dessa forma, em provável aumento da adesão do 

paciente ao tratamento. O sistema proposto será composto por álcool cetílico 

etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS) como tensoativo, óleo de melaleuca como 

fase oleosa e uma dispersão de policarbofil (Noveon® AA-1) 0,5% como fase 

aquosa. O emprego da dispersão de policarbofil justifica-se pelo aumento da 

mucoadesão que propiciará à formulação, pois em estudos anteriores demonstrou 

ser capaz de aderir à mucosa do esôfago suíno exibindo maior força mucoadesiva 

durante o teste de mucoadesão, quando comparado a outros polímeros (PATEL et 
al., 2011), além de ser interessante por proteger fármacos peptídicos da 

degradação, por competir com enzimas proteolíticas (MILLER et al., 2005). 

 Estudos in vitro para avaliar a atividade antimicrobiana e ação sobre o 

biofilme dental de sistemas nanoestruturados mucoadesivos incorporados de 

peptídeo sintético p1025 serão realizados, pois são fundamentais no sentido de se 

estabelecer parâmetros seguros e confiáveis para seu futuro uso com fins 

terapêuticos. 
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 II. OBJETIVOS 

x Desenvolver sistemas nanoestruturados mucoadesivos para incorporação de 

peptídeo p1025 contra Streptococcus mutans.  

x Caracterizar físico-quimicamente os sistemas por meio de microscopia de luz 

polarizada, reologia e avaliação da bioadesão in vitro.  

x Avaliar a atividade antimicrobiana e ação in vitro sobre o biofilme dental do 

p1025, incorporado ou não no SLC, comparado com o padrão-ouro 

clorexidina.  

 

 

            III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1  Preparação das formulações 

 O peptídeo p1025 foi fornecido pelo Grupo de Pesquisa coordenado pelo 

Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli, do Departamento de Bioquímica e Tecnologia 

Química do Instituto de Instituto de Química - UNESP - Campus Araraquara, o qual 

foi responsável por sua síntese, caracterização e purificação. Os componentes (óleo 

de melaleuca (O) e álcool cetílico etoxilado propoxilado (ST)) foram pesados em 

balanças semi-analítica e analítica, sendo transferidos para frascos transparentes e 

posteriormente titulados com fase aquosa (A), constituída de água ou dispersão de 

Policarbofil® 0,5% ou dispersão de Carbopol 974® 0,5%. Os sistemas foram 

preparados por mistura direta de seus componentes. Transições de mistura semi-

sólida para sistema líquido transparente, sistema viscoso transparente ou sistema 

opaco foram detectadas visualmente contra fundo escuro. Para obtenção dos 

diagramas ternários foram usadas relações de ST/O na faixa de 1:9 até 9:1. O 

peptídeo foi adicionado numa concentração de 900 μmol/L   na   fase aquosa, 

conforme estudos de Kelly e colaboradores (1998) e Li e colaboradores (2009), que 

demonstraram que esta faixa de concentração peptídeo apresenta efeito inibitório na 

aderência de S. mutans. 
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3.2  Análise estrutural das formulações  
 
 
     3.2.1 Microscopia de luz polarizada  
 
 As análises foram realizadas colocando-se pequena quantidade da 

formulação sobre uma lâmina de vidro e coberto com uma lamínula, as quais foram 

analisadas com um microscópio de luz polarizada Jenamed, Carl Zeiss, avaliando-se 

a homogeneidade das dispersões, observando a presença de anisotropia (indicativo 

de presença de cristais líquidos) (CHORILLI et al., 2009). 

     
 
     3.2.2 Determinação do comportamento reológico  
 
 Os sistemas foram analisados por medidas reológicas usando reômetro de 

tensão controlada Carri Med CSL 100, modelo CLS 100, com dispositivo placa – 

placa de 20 mm de diâmetro, empregando ensaios de escoamento e mecânico-

dinâmicos ou de oscilação (JONES et al., 2009). 

 

     3.2.3 Avaliação da bioadesão  
 
 Um analisador de textura TAXTplus foi utilizado, empregando como 

membrana blocos de esmalte de dente bovino. Com os resultados obtidos, uma 

curva força-distância foi construída, em que foram obtidos a força de separação e o 

tempo de contato, o pico da força, trabalho de tração e a deformação do sistema até 

a ruptura. Os ensaios foram realizados em triplicata (KOFII et al., 2006). 

 
 
    3.3. Ensaios microbiológicos in vitro  
 
 Os ensaios microbiológicos foram realizados na Faculdade de Odontologia de 

Araraquara – UNESP, em colaboração com a Profa. Dra. Denise M. P. Spolidorio. 

 
     3.3.1 Preparo da suspensão bacteriana  
 

 O S. mutans (ATCC 25175) foi reativado em 5 mL de BHI (Brain Heart 

Infusion, Acumedia) em jarra de microaerofilia a 37 ºC por 18 h. Após o crescimento, 
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a suspensão foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e as células foram lavadas 2 

vezes com tampão PBS estéril. Em seguida, o material teve sua turbidez ajustada 

em espectrofotômetro (Eppendorf AG, Hamburg) até atingir absorbância similar à 

0,15 em 600 nm que corresponde a uma suspensão para solução estoque de 1x107 

unidades formadoras de colônias (UFC)/mL. Foi feita a leitura em espectrofotômetro 

e a absorbância observada foi de 0,954. Como a absorbância desejada é de 0,15 o 

ajuste teve que ser feito. Foram utilizados 8 blocos de dente para o experimento e 

em cada poço usou-se 1 mL da solução de S.mutans, a quantidade total desejada 

de suspensão de S.mutans é 8 mL. Logo, o seguinte cálculo (C1 = DO encontrada, V1 

= volume da suspensão a ser utilizada, C2 = DO desejada e V2 = volume total 

desejado) foi feito: 

 

C1 x V1 = C2 x V2 

0,954 x V1 = 0,15 x 8 

V1 = 1,26 mL 

 

Com isso, o tubo de S.mutans foi preparado adicionando 1,26 mL da 

suspensão de 0,954 e 6,74 mL de BHI (totalizando 8 mL, que é a quantidade total 

desejada para o ensaio). 

 

     3.3.2 Preparação de saliva  
 
 O método para prepraração de saliva foi baseado no método descrito por 

Moura e coloboradores (2006). A saliva não estimulada foi obtida de vários doadores 

adultos e saudáveis, de ambos os sexos, e que não fizeram uso de antibióticos, 

soluções para bochecho ou qualquer outro medicamento conhecido por afetar a 

composição e fluxo salivar, nos últimos três meses. A saliva foi coletada em tubos 

Falcon resfriados por gelo e, posteriormente, uma quantidade igual de saliva de 

cada doador foi misturada, homogeneizada e submetida à centrifugação 10.000 g 

por 5 minutos a 4 °C (MOURA, et al., 2006), sendo, em seguida, filtrada por meio de 

sistema de filtração com membrana   de   0,22   μm   (PEROS   &   GIBBONS,   1981)      e  

armazenada a –70 ºC. É importante salientar que esta etapa do projeto foi aprovada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Araraquara, sob o protocolo 14/2011. 
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     3.3.3 Obtenção dos blocos de esmalte  
 
 Sessenta e seis (n = 66) blocos de esmalte foram preparados a partir de 

incisivos bovinos obtidos do Frigorífico Mondello. Os dentes foram submetidos à 

remoção de restos de ligamento periodontal e armazenados até a utilização em 

solução de timol 0,1% a 4 ºC. Da região central da coroa de cada dente foi obtido um 

bloco de esmalte com 5x5 mm. As medidas foram determinadas com o auxílio de um 

paquímetro digital (Modelo 500-144B). Para obtenção dos blocos de esmalte, foi 

utilizado um disco de diamante (11-4254,   4”x   0,012”/   série   15LC)   acoplado   ao  

aparelho para cortes seriados (ISOMET 1000, Buehler). Para a regularização da 

superfície,  os  blocos  foram  desgastados  com  lixas  d’água  de  granulação  200  (T469-

SF). Uma solução de EDTA 0,5M (pH 7,2) foi aplicada, por 1 minuto, sobre os blocos 

de esmalte para limpeza superficial, com o objetivo de limpeza superficial e remoção 

da smear layer. Este procedimento proporciona adequado substrato dentinário para 

adesão e crescimento celular. Em seguida os espécimes tiveram as superfícies 

lavadas, por 60 segundos, com água deionizada esterilizada. Os blocos foram 

submetidos à avaliação da rugosidade superficial (Ra- μm)  pelo  rugosímetro  portátil  

(Mitutoyo surftest SJ-401) e, em seguida, distribuídos entre os grupos experimentais 

e controle, a partir desses valores, por aleatorização por restrição, sendo escolhidos 

8 blocos de dente no total. Os espécimes foram esterilizados por meio de gás de 

óxido de etileno (ACECIL – Central de Esterilização Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, 

Brasil). O delineamento experimental está apresentado no Esquema 1. 

 

Esquema 1. Delineamento experimental. 
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      3.3.4 Adesão de S. mutans nos blocos de esmalte 
 

 O método de adesão de S. mutans em placas de cultura celular foi 

como descrito por Thein e colaboradores (2007). Nos blocos de esmalte foram 

formados biofilmes de S. mutans (n=8). Utilizando pinça estéril, cada bloco de 

esmalte foi colocado em um poço de placa de cultura celular de 24 poços contendo 

1 mL de saliva durante 1 hora para a formação da película adquirida sobre a 

superfície dos blocos. Após este tempo, os blocos foram removidos destes poços e 

lavados com PBS e com o auxílio de uma pinça estéril, foram colocados nos poços 

de uma nova placa de cultura. Após a reativação das espécies, uma alíquota de 1 

mL das suspensões de S. mutans com concentração de 107 UFC/mL foi dispensada 

em poços diferentes para formação da primeira fase do biofilme, a adesão, e, 

concomitantemente, foi acrescido 1mL das seguintes amostras: SLC, peptídeo 

incorporado em SLC na concentração de 2000 µg/mL, clorexidina 0,12% (padrão-

ouro) e PBS (controle positivo). A placa foi incubada em temperatura de 37 ºC por 2 

horas, em agitador a 75 rpm. Posteriormente, a suspensão celular foi aspirada e 

cada bloco foi lavado duas vezes com PBS estéril para a remoção de micro-

organismos não aderidos.  

 
    
 
   3.3.5 Indicativo de crescimento presente no biofilme inicial 
 
 Após o procedimento de lavagem dos blocos realizada na etapa 4.4, os 

blocos de esmalte (n=8) foram reinseridos em outro poço com 500 mL de BHI 

acrescido de 2% de sacarose, e então, as placas foram incubadas em estufa a 

temperatura de 37 ºC por 48 h a 75 rpm. Após este período, foi realizada a 

visualização das colônias no biofilme. Após incubação, os blocos foram retirados do 

poço  da  placa  de  cultura  e  colocados  em  tubo  de  ensaio,  contendo  500  μL  de  PBS.  

Em seguida o tubo de ensaio foi imerso em ultrassom (Ultrasonic, 1440 Plus) por 20 

minutos  para  separação  do  biofilme.  A  partir  dos  500  μL  da  suspensão bacteriana, 

foram realizadas diluições seriadas, que foram, então, plaqueadas em duplicatas 

para crescimento e posterior visualização da turvação. 
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3.4 Análise estatística  
 
 Foram feitos testes para determinar o tipo de distribuição dos dados e a 

homogeneidade das variâncias. Em seguida, foram empregados testes não 

paramétricos (como Kruskal-Wallis) ou paramétricos (análise e variância seguida do 

teste de Tukey) para análise dos resultados. 

IV. Resultados & Discussão 

4.1 Desenvolvimento dos sistemas 

Os diagramas de fases obtidos no desenvolvimento dos sistemas encontram-se 

nas Figuras 1, 2 e 3. Nas figuras 4, 5 e 6 foram delimitadas áreas de anisotropia 

(característica em desviar o plano de luz polarizada) para melhor visualização dos 

resultados. De acordo com os diagramas das figuras verificou-se que em regiões 

com concentração de tensoativo menor ou igual a 30% ocorreu separação de fases 

ou formação de sistemas opacos (emulsões). Também é possível notar que, com a 

substituição da água pelos polímeros, o sistema também começou a se estruturar na 

região de 40% de tensoativo, indicando estabilidade do sistema. 

 

Figura 1. Diagrama de fases do sistema: Água, Óleo de melaleuca e Álcool cetílico 

etoxilado e propoxilado. SVO = sistema viscoso opaco, SF = separação de fases, 

SVT = sistema viscoso transparente, SLT = sistema líquido transparente, SLO = 

sistema líquido opaco. 
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Figura 2. Diagrama de fases do sistema: dispersão de Policarbofil® (PC) 0,5%, Óleo 

de melaleuca e Álcool cetílico etoxilado e propoxilado. SVO = sistema viscoso 

opaco, SF = separação de fases, SVT = sistema viscoso transparente, SVTr = 

sistema viscoso translúcido, SLT = sistema líquido transparente. 

 

Figura 3. Diagrama de fases do sistema: dispersão de Carbopol® (C974) 0,5%, Óleo 

de melaleuca e Álcool cetílico etoxilado e propoxilado. SVO = sistema viscoso 

opaco, SF = separação de fases, SVT = sistema viscoso transparente, SLT= sistema 

líquido transparente. 
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Figura 4. Diagrama de linhas do sistema Água, Óleo de melaleuca e Álcool cetílico 

etoxilado e propoxilado. 

 

Figura 5. Diagrama de linhas do sistema PC® 0,5%, Óleo de melaleuca e Álcool 

cetílico etoxilado e propoxilado. 
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Figura 6. Diagrama de linhas do sistema Carbopol® 0,5%, Óleo de melaleuca e 

Álcool cetílico etoxilado e propoxilado. 

 

4.2  Análise estrutural das formulações 

4.2.1  Microscopia de luz polarizada 

Uma maneira de se classificar os sistemas líquido–cristalinos é através da 

técnica de microscopia de luz polarizada (MLP). Sob um plano de luz polarizada, a 

amostra é caracterizada como anisotrópica se for capaz de desviar o plano da luz 

incidente e isotrópica se não desviar a luz. Cristais líquidos de fases lamelares e 

hexagonais são anisotrópicas, enquanto que os cristais líquidos de fase cúbica são 

isotrópicas (NORLING et al., 1992; BRINON et al., 1999; HYDE, 2001). 

Mesofases hexagonais podem ser reconhecidas pela sua textura típica de 

estrias. Mesofases lamelares normalmente apresentam manchas oleosas com 

cruzes de malta inseridas (MULLER, 2004). 

Entre as inúmeras vantagens apresentadas pelos cristais líquidos como 

veículos para administração de fármacos, a literatura também tem demonstrado 

propriedades bioadesivas das fases cúbicas e lamelares, embora o mecanismo de 

bioadesão ainda não esteja completamente elucidado (FORMARIZ et al., 2005). 

Através da análise em MLP dos 3 sistemas foram selecionadas 9 

formulações, considerando também que sistemas líquido-cristalinos estáveis são 
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formados com concentrações de tensoativo entre 30 a 60% (GURSOY et al., 2004). 

As formulações selecionadas para observação em MLP (microscopia de luz 

polarizada) e análises subsequentes (reologia, TPA e bioadesão) foram 9, que se 

encontram na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Formulações selecionadas para análises. 

  Componentes (%) 

Formulações Óleo de melaleuca 
Álcool 
cetílico 

etoxilado e 
propoxilado 

Água 
Disp. PC 0,5% Disp. Carbopol 0,5% 

F1-A 20 40 40 - - 

F2-A 30 40 30 - - 

F3-A 40 40 20 - - 

F1-P 20 40 - 40 - 

F2-P 30 40 - 30 - 

F3-P 40 40 - 20 - 

F1-C 20 40 - - 40 
F2-C 30 40 - - 30 
F3-C 40 40 - - 20 

 
Mesofases líquido-cristalinas podem ser grosseiramente caracterizadas 

verificando-se a viscosidade. A fase lamelar geralmente se apresenta como líquido 

viscoso e a fase hexagonal possui a viscosidade semelhante à de um gel, enquanto 

que a viscosidade da fase cúbica é muito elevada (FORMARIZ et al., 2005). 

Através da análise em MLP das formulações selecionadas notou-se a 

presença de estrias em F1-A, F2-A, F1-P, F2-P, F1-C e F2-C, evidenciando 

mesofases hexagonais, e em F3-A, F3-P e F3-C apresentaram cruzes de malta, 

evidenciando mesofases lamelares. 

As análises em MLP encontram-se nas figuras de 7 a 15. Considerando que 

as formulações nas quais se observaram fases lamelares possuem menor 

quantidade de água na formulação (quando comparadas com as formulações de 

mesofases hexagonais) e que a água é responsável por hidratar os polímeros, fica-

se claro que a menor quantidade de água promove a formação de formulações 

líquidas viscosas e a maior quantidade de água promove a formação de formulações 

com caráter de gel viscoso, como é o caso das hexagonais.  
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         Figura 7. Fotomicrografia de F1-A (200x).     Figura 8. Fotomicrografia de F2-A (100x). 

 

      
          Figura 9. Fotomicrografia de F3-A(100x).   Figura 10. Fotomicrografia de F1-P (100x). 
  

       

Figura 11. Microscopia de F2-P(100x).        Figura 12. Microscopia de F3-P (100x). 
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 Figura 13.Microscopia de F1-C (100x).           Figura 14.Microscopia de F2-C (100x).  

                                                                            

 
 

                                              Figura 15. Microscopia de F3-C (200x). 
 

 
      4.2.2. Determinação do comportamento reológico  

 Produtos desenvolvidos para administração bucal são submetidos a forças de 

cisalhamento, por exemplo, mastigação, respiração, deglutição e fala. Por isto, é 

importante examinar os efeitos de tais forças oscilatórios sobre a reologia do 

produto, e, portanto, sobre o seu desempenho clínico (JONES et al., 1997). 

Essa resposta reológica durante o processo está diretamente relacionada 

com as mudanças na microestrutura, a qual pode contribuir significativamente para 

benefícios funcionais. A reologia ajuda a estabelecer um entendimento teórico das 

relações entre as propriedades viscoelásticas e as microestruturas do sistema 

(SIDDIG et al., 2006). 

A correlação entre tensão de cisalhamento e taxa de cisalhamento que define 

o comportamento de fluxo de um líquido é mostrada graficamente em diagramas 

chamados de curvas de fluxo. Os diferentes tipos de curva de fluxo têm seus 

correspondentes tipos de curva de viscosidade. As curvas de fluxo representam 
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duas partes do experimento, a curva ascendente que indica o aumento da taxa de 

cisalhamento, e a curva descendente, quando a taxa de cisalhamento é reduzida 

continuamente (SCHRAMM, 2006).  

As curvas de fluxo para as 9 formulações, em que os pontos pretos 

representam a curva de ida e os pontos vermelhos representam a curva de volta 

encontram-se nas Figuras de 16 a 24. 

 
Figura 16. Curva de fluxo para F1-A.  

   
Figura 17. Curva de fluxo para F1-P.  
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                Figura 18. Curva de fluxo para F1-C. 

             

               Figura 19. Curva de fluxo para F2-A.  

            

           Figura 20. Curva de fluxo para F2-P.  
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               Figura 21. Curva de fluxo para F2-C.  

 

               

              Figura 22. Curva de fluxo para F3-A.  

 

          

           Figura 23. Curva de fluxo para F3-P.  
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             Figura 24. Curva de fluxo para F3-C.  

  

 Pelos gráficos obtidos (figuras 16 a 24) através do ensaio de escoamento 

notou-se, primeiramente, que as formulações apresentaram características típicas 

de fluidos não-newtonianos, ou seja, não apresentaram linearidade entre a tensão e 

a taxa de cisalhamento, e que as formulações apresentaram comportamento de 

pseudoplásticos, ou seja, com diminuição da viscosidade quando a taxa de 

cisalhamento passa de níveis baixos para níveis mais altos, sugerindo também a 

formação de estrias, já que mesofases hexagonais apresentam características de 

fluido pseudoplástico. (MULLER, 2004) Também é possível notar a presença de 

tixotropia nas formulações. 

 Sistemas pseudoplásticos podem apresentar o fenômeno de tixotropia. Em 

geral, materiais que apresentam tixotropia apresentam forte habilidade em recuperar 

sua estrutura quando a tensão é removida (BARNES et al., 1989) Este fenômeno é 

uma característica desejável em dispersões farmacêuticas, porque o decréscimo na 

viscosidade facilita a aplicação do produto, enquanto que a recuperação estrutural 

tempo-dependente após a administração estrutura permite uma bioadesão eficiente 

(WANG et al., 2006; BRUSCHI et al., 2007). 

 Para materiais com características tixotrópicas os resultados do taxa de 

cisalhamento contra curva tensão de cisalhamento geralmente incluem um 

ascendente curva para cima deslocado em relação à curva para baixo (CHORILLI et 
al, 2011). 
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 Os resultados mostraram que a substituição de água pelas dispersões 

polimérics de Policarbofil® 0,5% ou Carbopol® 0,5% aumentou a característica 

pseudoplástica dos sistemas, o que é desejável para sistemas farmacêuticos 

bioadesivos, além do que a característica tixotrópica é interessante num sistema 

bucal pois, primeiramente com as forças de cisalhamento (como a língua por 

exemplo), o sistema irá perder viscosidade e fluir, e após um tempo irá  recuperar 

sua estrutura, voltando a fixar-se mais firmemente. 

 

      4.2.3 Avaliação da bioadesão  

 Muitas pesquisas têm-se centrado em formulações de medicamentos que 

permitam o prolongamento do efeito terapêutico na cavidade oral, a proteção do 

fármaco a partir da degradação no ambiente biológico adverso tem sido um foco 

adicional. Estas exigências podem ser cumpridas por uma formulação mucoadesiva 

adequado no interior da cavidade bucal: formas de dosagem convencionais, de 

fato, mantêm seus efeitos na cavidade durante um período significativo de tempo 

com dificuldade, porque eles são facilmente removidos por salivação, temperatura, 

movimento da língua e deglutição. Além disso, a mucosa bucal é uma região 

adequada para sistemas de bioadesivos por causa da sua superfície suave e 

relativamente imóvel e acessibilidade direta: como conseqüência, formulações 

mucoadesivas adequadas representam uma alternativa às convencionais formas de 

liberação de fármacos não controladas (GANDHI et al., 1994). 

A atividade enzimática na mucosa bucal é relativamente baixa, porém, 

fármacos suscetíveis, especialmente peptídeos e proteínas, ainda podem ser 

degradados por enzimas presentes na saliva e na mucosa bucal. Portanto, inibidores 

enzimáticos incorporados na dosagem podem aumentar a biodisponibilidade do 

fármaco. Alguns polímeros bioadesivos, tais como policarbofil e carbopol, podem 

também   inibir   certas   enzimas   proteolíticas   (tripsina,   α-quimotripsina, 

carboxipeptidases A e B, e leucina aminopeptidase (MILLER et al, 2005). 

Os derivados de celulose (metil-, hidroxipropil-, carboximetilcelulose) e poli 

(ácido acrílico) com molecular elevado (policarbofil, carbômero) têm demonstrado 

propriedades formadoras de hidrogel que são necessárias para mucoadesão. Esta 
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mudança aumenta a viscosidade, o que resulta em uma liberação controlada de 

fármacos (MILLER et al, 2005). 

 

 
                             Figura 25. Avaliação da bioadesão das formulações.  

 

Os resultados apresentados na Figura 25 mostraram que a substituição de 

água pelos polímeros nas formulações F1 aumentou relativamente a biodesão, ou 

seja, a presença dos polímeros Policarbofil e Carbopol contribuiu para o aumento na 

bioadesão na cavidade bucal, representado pelo aumento no trabalho de adesão 

para essas formulações. Já para as formulações F2 e F3 o mesmo resultado não foi 

demonstrado. Possivelmente a redução da quantidade de água nas formulações F2 

e F3 (quando comparado com F1) contribuiu para a formação de sistemas menos 

viscosos e, como consequência, menos bioadesivos, já que polímeros bioadesivos 

que possuem propriedades mucoadesivas são capazes de formar ligação de 

hidrogênio, resultado num inchaço na presença de água (FINI et al., 2011). 

Em um estudo, comparando a mucoadesividade de géis de CMC 

(carboximetilcelulose), HPMC (hidroxipropilmetilcelulose), HPC 

(hidroxipropilcelulose) e Carbopol em comprimidos mostrou que o Carbopol, 

oferencendo melhor controle de liberação, por meio de uma densidade maior em 

suas cadeias, pode usado para terapias que requerem tratamento prolongado de 

infeccções bucais, fixando, por exemplo, a noite toda (FINI et al., 2011). 
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Isto sugere que a utilização de dispersões poliméricas como componentes de 

sistemas mucoadesivos, que apresentam propriedades mucoadesivas e são não-

tóxicos, pode ser interessante por atuarem como inibidores enzimáticos e 

prolongarem a liberação de fármacos. 

 

4.2.4 TPA (Texture profile analysis) 

  As propriedades de textura de uma formulação são um parâmetro 

importante na otimização de formulações tópicas. Estas propriedades irão afetar 

a aplicabilidade da formulação no local de administração e consequentemente o 

resultado da terapia. (HURLER et al., 2011). Vários atributos desejáveis nas 

formulações que contribuem para a aceitabilidade final do paciente e eficácia 

clínica do produto podem ser definidos. Estes incluem ótimas propriedades 

mecânicas (por exemplo, facilidade de remoção do produto a partir do 

recipiente, boa espalhabilidade sobre o substrato, por exemplo, pele ou 

mucosa), boa bioadesão (para assegurar a retenção no local da aplicação), 

viscosidade aceitável, liberação e absorção do fármaco. (JONES et al., 1997) 

  A análise do perfil de textura (TPA) foi originalmente proposto como 

um método adequado para caracterizar formas farmacêuticas semi-sólidas de 

fármacos por Jones et al. (1997). Os parâmetros mecânicos, tais como dureza, 

adesividade e compressibilidade, foram correlacionados com o resultado 

terapêutico da formulação (HURLER et al., 2011) 

  No teste de TPA, uma sonda analítica comprime duas vezes uma 

amostra  a  uma  taxa  e  profundidade  definidas,  permitindo  atraso  (“delay”)  entre  

as duas compressões. A partir do gráfico força-tempo resultante, os seguintes 

parâmetros mecânicos podem ser descritos: dureza (força necessária para 

atingir uma dada deformação), adesividade (uma quantidade que simula o 

trabalho necessário para vencer as forças de atração entre a superfície da 

amostra e a superfície da sonda com a qual a amostra entra em contato), 

compressibilidade (a força por unidade de tempo necessária para deformar o 

produto durante o primeiro ciclo de compressão da sonda), e coesão (a razão 

entre a área de força positiva durante a segunda compressão até a primeira 
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compressão). Tais parâmetros podem ser usados dentro de aplicações 

farmacêuticas, fornecendo informação relativa à facilidade de remoção de um 

produto a partir de um recipiente, facilidade de espalhamento, além das 

propriedades adesivas (JONES et al., 1997). 

  A adesividade, no entanto, é uma medida do trabalho necessário para 

remover a sonda a partir da amostra, a qual pode, em alguns casos, envolver 

fraturas de ligações coesivas dentro da amostra, e, por conseguinte, é 

dependente, em parte, da direção da amostra (JONES et al., 1997). 

  As formulações identificadas como sistemas líquidos, transparentes e 

isotrópicos não foram sujeitas às análises de propriedades mecânicas, como 

dureza, compressibilidade, adesividades e coesividade, pois não impuseram 

resistência mecânica ao fluxo. 

  As análises de compressibilidade, dureza, adesividade e coesividade 

estão presentes nas Figuras de 29 até 32. 

 

 

       Figura 26. Compressibilidade de F1-A, F1-P e F1-C (N.s). 
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Figura 27. Dureza de F1-A, F1-P e F1-C (N). 

 

 
Figura 28. Adesividade de F1-A, F1-P e F1-C (N). 

 

 
Figura 29. Coesividade de F1-A, F1-P e F1-C. 
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  As análises estatísticas mostraram que não houve diferença entre os 

resultados, sugerindo que a presença dos polímeros não alteraram 

significativamente as características mecânicas das formulações, como 

compressibilidade, dureza, adesividade e coesividade. 

 

 
4.3  Ensaios microbiológicos in vitro  

 

4.3.1 Adesão de S. mutans nos blocos de esmalte 
 
Bactérias comensais da boca podem se aderir aos dentes e formar um 

biofilme conhecido como placa dentária (BRADSHAW et al., 1999). Esta placa 

abriga um conjunto de bactérias inseridas numa matriz exopolissacarídea pegajosa, 

tendo o S. mutans como componente importante (YAMASHITA et al., 1993). Glicosil 

transferases clivam a sacarose em glicose e frutose e incorparam a glicose liberada 

em glucanas. Estas últimas promovem a adesão do S. mutans aos dentes 

(OOSHIMA et al., 2001). A fermentação da frutose residual provoca acumulação de 

ácido láctico ácido com proximidade da superfície do esmalte dentário, acidez que 

conduz a desmineralização e cárie dentária. A presença de biofilme bacteriano nos 

dentes também contribui para infecções endodônticas e doenças 

periodontais.(HONRAET et al., 2006).  

 

4.3.2 Indicativo de crescimento presente no biofilme inicial 
 
A família de antígenos I/II (AgI/II), variando de 1310 até 1653 resíduos de 

aminoácido, são adesinas ancoradas na parede da maioria das espécies de 

estreptococos orais. Eles interagem com uma grande variedade de moléculas 

hospedeiras, em particular, a glicoproteína aglutinina salivar (ou gp340) e também 

com ligantes de outras bactérias. O principal receptor do hospedeiro para 

polipeptídeos da família AGI / II (em que se encontra o p1025) é a glicoproteína 

aglutinina salivar (ou gp340), secretada pela glândula parótida e por outras células 

secretórias. (JAKUBOVICS et al., 2005)  
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A habilidade do gp340 em agregar bactérias e vírus na mucosa bucal é uma 

função inata desta molécula. A ligação das proteínas AG I/II a gp340 encontrada na 

saliva contribui para limpeza/higiene bucal através da deglutição por exemplo. Por 

outro lado, a gp340 pode ser incorporada na película salivar na superfície do dente e 

ser depositado na superfície do biofilme bacteriano, atuando como receptor para a 

adesão de S. Mutans neste caso. (LAMONT et al.,1991)  

 Em um estudo in vitro, observou-se inibição da ligação de uma adesina 

encontrada na superfície de S.mutans a receptores salivares, medida por 

ressonância de plasma de superfície, utilizando o péptido sintético p1025, que 

corresponde aos resíduos 1025-1044 da adesina (KELLY et al., 1998). Num modelo 

humano in vivo de adesão estereoespecífica, a aplicação direta de p1025 nos 

dentes preveniu a recolonização de S. mutans. Esta nova estratégia antimicrobiana, 

aplicando-se inibidores peptídicos competitivos de adesão, pode ser utilizada contra 

outros micro-organismos em que adesinas medeiam a colonização da superfície das 

mucosas. (KELLY et al., 1998). 

 Também em estudo prévio foi mostrado que o peptídeo p1025 inibe a 

interação de SpaPg (adesina de S. mutans) com gp340 e também  a adesão da 

cepa de S. mutans na película salivar. O peptídeo também inibiu o polipeptídeo PAc 

de S. mutans e SspA de S. gordoni em se ligar ao gp340, ambos expressos por um 

Lactobacillus lactis (adesina de S. mutans) num estudo envolvendo diversas 

adesinas de Streptococcus (JAKUBOVICS et al., 2005). 

Embora os resultados de caracterização tenham demonstrado melhores 

resultados de bioadesão para F1-P, foi escolhido F3-P pela viscosidade menor, o 

que facilitou o ensaio microbiológico. 

A limpidez ou turvação observada na placa de well sugerem que nos blocos 

apenas com o SLC (sem o peptídeo) - Figura 36, não houve crescimento de S. 
mutans (solução estava límpida), enquanto que na solução de PBS (Figura 35) 

houve turvação, indicando crescimento de S. mutans. O crescimento de S. mutans 
também não foi evidenciado no controle com clorexidina 0,12% (Figura 34) e quando 

empregou-se o SLC com peptídeo (Figura 37), conforme relatado também na Tabela 

2.  
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Figura 30. S.mutans com clorexidina 0,12% 

 

 
Figura 31. S.mutans com PBS 

 

 
Figura 32. S.mutans com F3-P 

 

 
Figura 33. S.mutans com F3-P - p1025 

 

Tabela 2. Turvação de S. mutans na placa de well após 48h a 75 rpm 

 

Clorexidina 0,12% Límpido 

Clorexidina 0,12% Límpido 

PBS Turvo 

PBS Turvo 

F3-P Límpido 

F3-P Límpido 

F3-P - p1025 Límpido 

F3-P - p1025 Límpido 
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Tais resultados sugerem a eficácia tanto da formulação controle (F3-P) como 

da formulação contendo o peptídeo 1025 (F3-P-p1025) contra S. mutans, uma vez 

que as placas se mostraram límpidas, indicando a ausência ou redução de S. 
mutans quando comparado à solução de PBS. Após a etapa 4.5, as placas foram 

incubadas por dois dias em estufa a 37 ºC e as fotos das placas estão 

representadas nas figuras 38 até 41. Os resultados evidenciaram que não houve o 

crescimento de S. mutans nas placas. 

 

 

 

Figura 34. Placa BHI - teste com clorexidina 0,12% 

 

 

Figura 35. Placa BHI – teste com PBS 

 

Figura 36. Placa BHI – teste com F3-P 
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Figura 37. Placa BHI – teste com F3-P – p1025 

 

V. Conclusões finais 

 
  Acredita-se que as formulações analisadas podem ser utilizadas como 

sistemas de liberação controlada para administração bucal do peptídeo p1025, uma 

vez que possuem características líquido-cristalinas, são bioadesivas e possuem 

características pseudoplásticas. Os ensaios de caracterização físico-química 

demonstraram que a adição das dispersões poliméricas na fase aquosa do sistema 

permitiu a obtenção de estruturas líquido-cristalinas pelas análises de MLP, 

proporcionando maior biadesão em relação à fase aquosa constituída somente por 

água. Tendo em vista ainda a eficácia das formulações acrescidas ou não do 

peptídeo p1025 no ensaio microbiológico, acredita-se que o sistema proposto pode 

ser utilizado contra a formação do biofilme por S. mutans. 
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