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(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS (BIO)MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS PARA USO ODONTOLOGICO. O presente pedido de
patente consiste no desenvolvimento, sintetiza¢cdo e caracterizagdo, in vitro, de sistemas
multiparticulados bio/mucoadesivos para libera¢é@o controlada de substancias naturais. Esses sistemas
foram obtidos a partir de polimeros naturais, alginato de sédio e goma gelana, por meio da técnica de
preparo, secagem por aspersao (spray drying), aos quais foram adicionados a morina ou o carvacrol. A
técnica de spray drying se baseia na producédo de produtos secos a partir de liquidos, emulsdes,
solucdes, éleos, com tamanho, forma, densidade e composi¢do quimica ajustaveis. Essa técnica foi
obtida por meio dos polimeros naturais alginato de sédio e goma gelana, gerando particulas menores
(micrométricas) que os secadores convencionais. A técnica de spray drying foi padronizada para
obtencdo de um sistema com alto rendimento, liberagdo controlada dos compostos naturais e alta
eficiéncia de encapsulagdo. Para otimizacdo dessa técnica, foi realizado o planejamento fatorial 24,
tendo o rendimento em porcentagem como variavel resposta. Quatro variaveis foram consideradas no
planejamento fatorial, sendo elas: i) velocidade do fluxo de ar (1,0 e 1,8 m3/min); ii) temperatura de
saida (80 e 120 oC) no spray drying; iii) polimeros utilizados (alginato de sédio ou goma (...).
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS (BIO)MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS PARA USO ODONTOLOGICO
INTRODUCAO
[001] O presente pedido de patente se baseia no desenvolvimento de sistemas
multiparticulados (bio)mucoadesivo, a partir de polimeros naturais, para liberacédo
controlada da morina e do carvacrol para obtencdo de insumos para a fabricacdo de
dentifricio e enxaguatérios bucais com atividade antimicrobiana.
CAMPO DE APLICACAO
[002] A tecnologia esta sendo desenvolvida para controlar o biofilme dentario
patogénico, prevenindo a céarie dentaria e a doenca periodontal. Os sistemas
desenvolvidos poderdo ser incorporados em enxaguatérios bucais ou cremes dentais,
auxiliando na remoc¢ao mecanica do biofilme, principalmente em pacientes negligentes
a escovacdo dentaria e pacientes com alto risco a carie dentaria e a doenca
periodontal. Como adicional ao existente no mercado, esse sistema, quando
adicionado aos enxaguatdrios ou aos cremes dentais irdo liberar controladamente as
substancias antimicrobianas (morina ou carvacrol), permitindo um maior efeito de
ambas e menor toxicidade. Além das propriedades bio/mucoadesivas desses sistemas,
gue permitirhd que 0s compostos ativos permanecam por um periodo maior na cavidade
bucal. Além da prevencédo e tratamento da carie dentaria, a presente invencao também
podera ser utilizada para o tratamento de outras infeccbes de relevancia médica
causadas, por exemplo, por leveduras, como Candida spp., Staphyloccoccus spp.,
Pseudomonas spp. e por espécies da familia Enterobacteriaceae.
ESTADO DA TECNICA
[003] A patente CN109430265 divulga um método para preparar microparticulas
contendo o carvacrol para efeitos antimicrobianos. A encapsulacao do carvacrol se faz
necessaria para aumentar a solubilidade nos fluidos bucais e evitar a volatilizagdo do
mesmo. Essas microparticulas séo preparadas a base de alginato de sédio e quitosana
e obtidas por separacdo e secagem. As microparticulas apresentam amplo espectro e
alta eficiéncia antibacteriana. Nao apresentam odor caracteristico do carvacrol, e

apresentam estabilidade térmica e alta durabilidade, podendo também ser aplicada na
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indUstria alimenticia para conservar melhor os alimentos. Apesar da utilizacdo do
carvacrol e dos polimeros naturais para desenvolvimento das microparticulas essa
patente ndo se assemelha com a proposta elaborada por nés, uma vez que 0 objetivo
dessa patente é ser aplicada na industria alimenticia para conservacao dos alimentos e
a nossa sera utilizada para controle de biofilme oral. Além disso, o método de
desenvolvimento das microparticulas é diferente. NOs utilizamos a técnica de secagem
por aspersdo (spray-drying), um método simples, de baixo custo, alto rendimento e
escalonavel.

[004] A patente BR102016030321 refere-se a producdo de hidrogéis de alginato de
sbédio contendo vitaminas do complexo B, resveratrol e carvacrol para liberacdo
controlada dessas substancias. O objetivo principal da producédo desses hidrogéis é a
cicatrizagéo de ferimentos cutaneos. A liberagéo controlada do carvacrol se assemelha
com a da nossa proposta, mas ressalta-se que as tecnologias desenvolvidas sao
diferentes. Na referida patente, foram produzidos hidrogéis e na nossa foi produzido um
material multiparticulado (microparticulas) para uso oral e ndo para cicatrizacdes
cutaneas.

[005] A patente W0O2004/019802 desenvolveu produtos orais contendo carvacrol para
limpeza oral, refresco do halito e beneficios antimicrobianos. Os produtos
desenvolvidos foram: dentifricos, gomas de mascar, colutérios, sprays para a boca e
filmes comestiveis. Essas formulacdes diferem da nossa, tanto por utilizarem
processos de obtencdo diferentes do que propomos em nossa tecnologia, quanto em
relacdo a composicao desses produtos orais desenvolvidos. Nesse pedido de patente
foram utilizados polimeros naturais, que sdo responsaveis pela liberacédo controlada do
carvacrol e apresenta agéo bio/mucoadesiva.

[006] A patente AU2010201754 desenvolveu um composto oral com atividade
antibacteriana, antiplaca, anti-inflamatoria, antioxidante e anti-halitose, contendo
compostos ativos de um extrato de orégano, entre eles, carvacrol. Esse composto oral
pode ser um enxaguatério bucal, um dentifrico, géis, ou um filme. Essas formulacdes
também diferem da nossa. Os compostos utilizados para a fabricagéo e o processo de

obtencdo ndo sdo os mesmos que estamos propondo. Nossa proposta € a utilizagéo de
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polimero naturais, alginato de sédio e goma gelana para o desenvolvimento de
sistemas de liberacéo controlada do carvacrol, com acdo bio/mucoadesiva por meio da
técnica spray drying para obtencdo de microparticulas (produto final). Nosso produto
final € o insumo para a producéo de dentifricios e enxaguatorios bucais.
[007] A patente EP1948126 refere-se ao desenvolvimento de uma composicdo oral
contendo morina e um umectante (ndo especificado) para reduzir processos
inflamatoérios na cavidade oral, sendo considerado um método para prevencao ou
tratamento de doencas dentarias inflamatérias, como a gengivite e a periodontite.
Nessa patente, a morina foi utilizada como antioxidante, diferente do que estamos
propondo, em gue utilizaremos a morina como agente antimicrobiano. Além do mais, a
formulac@o proposta ndo contém polimeros naturais para liberacdo controlada da
morina e para efeito bio/mucoadesivo, sendo essas as principais caracteristicas da
tecnologia que estamos desenvolvendo.
[008] A patente TH92475 também utilizou a morina para reduzir processos
inflamatérios na cavidade oral, por meio de uma mistura oral ndo especificada. A
morina foi utilizada devido a seus efeitos antioxidantes. Liberacdo controlada e efeitos
antibacterianos ndo foram mencionados na referida patente, o0 que comprova o grau de
originalidade da nossa proposta.
[009] A patente CN102429897 refere-se a preparacdes farmacéuticas, fornecendo um
método de utilizacdo de um surfactante (ndo especificado) capaz de inibir a atividade
da glicoproteina P na preparacdo de um medicamento usado para melhorar a
biodisponibilidade oral da morina. Essa patente, apesar de conter a morina, difere
bastante da nossa proposta, tanto na composi¢cao quanto no objetivo e nas técnicas
utilizadas paras producao da tecnologia.

DESCRICAO DETALHADA DA TECNOLOGIA E DAS FIGURAS
[010] O presente pedido de patente de invencdo refere-se aos sistemas que foram
desenvolvidos pela técnia de spray drying.

[011] Técnica de Spray Drying: o equipamento utilizado para essa técnica foi um mini

spray-dryer modelo MSD 0.5 (LabMaq do Brasil Ltda). Para otimizagdo dessa técnica,

foi realizado o planejamento fatorial 24, tendo o rendimento em porcentagem como
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variavel resposta. Quatro variaveis foram consideradas no planejamento fatorial, sendo
elas:
i) velocidade do fluxo de ar (1,0 e 1,8 m3/min);
i) temperatura de saida (80 e 120 °C) no spray drying;
iii) polimeros utilizados (alginato de sodio ou goma gelana);
iv) concentracao dos polimeros (1% ou 2%).
[012] Dessa maneira, 16 experimentos, em triplicata, foram desenvolvidos e avaliados
quanto ao rendimento em porcentagem. Essa variavel foi escolhida por ser
determinante no processo de secagem. ApOs a padronizacdo da técnica, trés sistemas
contendo alginato de so6dio e goma gelana, em trés diferentes proporcfes (50:50;
25:75; 75:25 ALG:GG) com a morina foram desenvolvidos. Esses sistemas foram
avaliados quanto ao: i) rendimento; ii) eficiéncia de encapsulagéo; iii) liberag&o in vitro
das substancias naturais; iv) triagem inicial da atividade antimicrobiana e antibiofilme;
V) caracterizacdo fisico-quimica. A técnica descrita estd detalhada na Figura 1
(Fluxograma da preparacédo detalhada e obtencao do sistema multiparticulado).
DIFERENCAL
[013] Desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo controlada para melhorar a
solubilidade e estabilidade dos compostos naturais, diminuindo as doses terapéuticas
para atingir o efeito antimicrobiano desejado, aumentando a eficacia do tratamento e
diminuindo a toxicidade. Além disso, os polimeros naturais que foram utilizados para o
desenvolvimento desses sistemas, apresentam propriedades bio/mucoadesivas,
podendo aderir ao dente e aos tecidos moles bucais e impedindo sua remocédo pela
saliva. Outro diferencial desses sistemas é que eles apresentam tamanho reduzido, o
que aumenta a interacdo na interface microorganismo-particula bem como sua
aplicabilidade clinica e melhora a aceitabilidade pelo paciente, aumentando, também, a
aderéncia do paciente ao tratamento. Adicionalmente, ndo ha no mercado dispositivo
para uso oral que melhore a solubilidade de substancias hidrofdbicas, e que libere de
maneira controlada os compostos ativos e que possua propriedades bio/mucoadesivas.
O spray drying proposto no processo de obtengcdo dos sistemas ja € amplamente

utilizado pela industria alimenticia por fornecer alto rendimento e baixo custo na
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obtencéo dos produtos.
USOS POTENCIAIS DA TECNOLOGIA
[014] A tecnologia desenvolvida para controlar o biofilme dentario patogénico,
prevenindo a carie dentdria e a doencga periodontal. Os sistemas desenvolvidos
poderdo ser incorporados em enxaguatérios bucais ou cremes dentais, auxiliando na
remocao mecanica do biofilme, principalmente em pacientes negligentes a escovacao
dentaria e pacientes com alto risco a cérie dentaria e a doenca periodontal. Como
adicional ao existente no mercado, esse sistema, quando adicionado aos
enxaguatorios ou aos cremes dentais irdo liberar controladamente as substancias
antimicrobianas (morina ou carvacrol), permitindo um maior efeito de ambas e menor
toxicidade. Além das propriedades bio/mucoadesivas desses sistemas, que permitira
que 0S compostos ativos permanecam por um periodo maior na cavidade bucal. Além
da prevencdao e tratamento da cérie dentaria, a presente invencado também podera ser
utilizada para o tratamento de outras infeccdes de relevancia médica causadas, por
exemplo, por leveduras, como Candida spp., Staphyloccoccus spp., Pseudomonas spp.
e por espécies da familia Enterobacteriaceae.
DESVANTAGENS
[015] Apesar das vantagens ja mencionadas da tecnologia, ela apresenta algumas
desvantagens. Pode ser citado a dificuldade de padronizagdo dos parametros do spray
drying para se alcancar alto rendimento.
PROBLEMA
[016] A carie dentaria, bem como a doenca periodontal, ainda é considerada um
problema de saude publica em todo o mundo, com alta prevaléncia (Kassebaum et al.,
2015; Peres et al., 2019). Elas séo consideradas uma doenca biofilme dependente,
sendo assim, o controle quimico do biofilme bucal é uma estratégia importante, como
auxiliar na remogédo mecéanica do biofilme, principalmente em pacientes com alto risco a
carie e a doenca periodontal. A clorexidina € a substancia mais reconhecida para essa
finalidade, mas apresenta alguns efeitos colaterais (Karpinski e Szkaradkiewicz, 2015),
além de nado ser capaz de controlar biofilmes maduros (Saleem et al.,, 2016). Nesse

contexto nosso grupo de estudo, tem pesquisado como alternativa ao uso da
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clorexidina, produtos naturais, como a morina e o carvacrol. Estudos ja demostraram
que essas substancias apresentam atividade antimicrobiana. Entretanto, ambas as
substancias apresentam estabilidade limitada, sendo degradadas facilmente ou
metabolizadas em compostos inativos. Além disso, elas apresentam baixa solubilidade
e biodisponibilidade, o que pode afetar a distribuicdo das substancias no local desejado
(Shoji e Nakashima, 2004). Para melhorar essas caracteristicas nosso grupo de estudo
desenvolveu recentemente sistemas de liberagdo controlada mucoadesivos, por meio
de polimero naturais (alginato de sédio e goma gelana), contendo morina ou carvacrol.
Esses sistemas foram capazes de controlar a taxa de liberacdo, apresentaram
mucoadesividade e demonstram capacidade em controlar fatores de viruléncia de
biofilmes cariogénicos. No entanto, esses sistemas apresentam diametro de 10 a 15
mm e precisam ser aprimorados para aumentar sua aplicabilidade clinica e melhorar a
aceitabilidade pelo paciente, aumentando, também, a aderéncia do paciente ao
tratamento. Além da prevencao e tratamento da carie dentaria, a presente invencao
também podera ser utilizada para o tratamento de outras infec¢cdes de relevancia
médica causadas, por exemplo, por leveduras, como Candida spp., Staphyloccoccus
spp., Pseudomonas spp. e por espécies da familia Enterobacteriaceae.

ESTAGIO DE DESENVOLVIMENTO
[017] A tecnologia se encontra em fase laboratorial, especificamente na fase de
avaliacdo da capacidade dos sistemas desenvolvidos em interferir na maturacao do
biofiilme e desenvolvimento da lesdo cariosa. Até o momento, as seguintes etapas
metodoldgicas foram realizadas:
i) padronizacdo da técnica spray drying por meio do planejamento fatorial 24, tendo o
rendimento em porcentagem como a variavel resposta, para obtencao de sistemas com
alto rendimento, liberacdo controlada dos compostos naturais e alta eficiéncia de
encapsulacéo;
i) desenvolvimento dos sistemas de liberacdo controlada, por meio da técnica spray
drying, com diferentes concentra¢des dos polimeros naturais (alginato de sédio e goma
gelana), contendo morina;

iif) célculo do rendimento e eficiéncia de encapsulacdo desses sistemas desenvolvidos;
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iv) caracterizacdo fisico quimica dos sistemas desenvolvidos (liberacdo in vitro da
morina, Microscopia eletrénica de Varredura por emissdo de campo — MEV- e FTIR) e;
V) triagem inicial da atividade antimicrobiana e antibiofilme.

Os resultados obtidos até o momento estéo descritos abaixo:

1. Padronizacéo da técnica spray drying por meio do planejamento fatorial 24

1.1 Técnica: spray dryer — planejamento fatorial

[018] Para o treinamento e padronizacdo desta técnica, foi realizado um planejamento
fatorial 24 (4 variaveis e dois niveis), totalizando 16 experimentos. Os experimentos
foram realizados em triplicata e estdo apresentados na Tabela 1. As variaveis
escolhidas foram: vazédo de ar (1,0 e 1,8 m® / min), temperatura de saida na secagem
por spray (80 e 120 °C), concentracdo dos polimeros (1% ou 2 %) e polimeros
utilizados (alginato de sodio ou goma gelana). O rendimento em porcentagem (%) foi
escolhido como variavel resposta.

Tabela 1. Descricdo dos 16 experimentos realizados para o planejamento fatorial.

Polimero A: alginato de sddio, Polimero B: goma gelana.
Experimento Vazdo de ar Temperatura Concentracdo Polimero

(m¥min) (°C) (%)
01 1,0 (-) 80 (-) 2,0 (+) A ()
02 1,8 (+) 80 (-) 2,0 (+) B (+)
03 1,8 (+) 80 (-) 1,0 (-) A ()
04 1,0 (-) 120(+) 1,0 (-) A ()
05 1,0 (-) 120 (+) 2,0 (+) B (+)
06 1,8 (+) 120 (+) 1,0 (-) B (+)
07 1,0 (-) 120 (+) 1,0 (-) B (+)
08 1,8 (+) 120 (+) 2,0 (+) A ()
09 1,8 (+) 80 () 2,0 (+) A ()
10 1,0 (-) 80 (-) 1,0 (-) A ()
11 1,0 (-) 80 (-) 1,0 (-) B (+)
12 1,8 (+) 80 (-) 1,0 (-) B (+)
13 1,0 (-) 120 (+) 2,0 (+) A ()
14 1,8 (+) 120 (+) 1,0 (-) A ()
15 1,0 (-) 80 () 2,0 (+) B (+)
16 1,8 (+) 120 (+) 2,0 (+) B (+)

[019] 1.2 Andlise estatistica dos dados obtidos a partir do planejamento fatorial
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a. Uso de um primeiro modelo na presenca das quatro covariaveis (taxa de vazao de
ar, temperatura de saida, concentracdo de polimero e polimeros) com rendimento em
% como resposta

[020] A Figura 1 mostra os gréficos de dispersdo do rendimento da resposta em%
(média das trés repeticbes) contra cada fator (taxa de vazédo de ar, temperatura de
saida, concentracdo de polimero e polimeros). A partir dos graficos da Figura 1,
concluimos que aparentemente um aumento da taxa de fluxo de ar (-1 a +1) diminui o
rendimento em %; da mesma forma, indo de -1 a +1 na temperatura de saida,

concentracdo de polimero e tipo de polimero, ha um aumento do rendimento em %.

[021] Como primeira andlise estatistica dos dados, assumimos apenas os dados do
planejamento fatorial 24 (Tabela 1). Com este conjunto de dados, ajustamos um modelo
de regresséo linear multipla de primeira ordem na presenca dos quatro fatores e suas
interacbes dois a dois afetando a resposta, rendimento em %. Usando o software
Minitab®, a Tabela 2 mostra os estimadores de minimos quadrados (EMQ) dos
parametros de regressdo, os erros padrdo (EP) dos estimadores, os valores da
estatistica t de student e seus respectivos valores de p. Os pressupostos necessarios
para as inferéncias usando o modelo de regressao linear (normalidade e variancia

constante para os residuos) foram verificados a partir de gréaficos de residuos.

Tabela 2. EMQ e valores de p (planejamento fatorial 24)

Factor LSE SE T-Stat P-Value
Constant 18.826 0.505 37.25 0.000
air flow rate -7.812 0.505 -15.46 0.000
outlet temperature 5.687 0.505 11.25 0.000
polymer concentration -0.091 0.505 -0.18 0.865
polymer 1.747 0.505 3.46 0.018
air flowxtemp -1.981 0.505 -3.92 0.011
air flowxconc 0.072 0.505 0.14 0.892
air flowxpolymer -0.253 0.505 -0.50 0.638
tempXcon 0.303 0.505 0.60 0.575
tempXpolym 0.463 0.505 0.92 0.402
concXploim 0.663 0.505 1.31 0.247

[022] O modelo de regressdo multipla linear ajustado € dado pelo rendimento em % =
18,826 - 7,812 taxa de vazao de ar + 5,687 temperatura de saida - 0,091 concentragéo

de polimero + 1,747 polimero - 1,981 vazao de ar x temp + 0,072 vazéo de ar x conc -
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0,253 vazao de ar x polimero + 0,303 temp x con + 0,463 temp x polym + 0,663 conc x
polym (modelo estatistico 1).

[023] A partir dos resultados da Tabela 2, observa-se que trés fatores (vazao de ar,
temperatura de saida e polimeros) tém efeitos lineares significativos no rendimento da
resposta em% (p <0,05). Observamos também que a interacdo vazdo de ar X
temperatura de saida também apresenta efeito significativo no rendimento da resposta
em % (p <0,05). Todas as outras interagbes dois a dois ndo mostram efeitos
significativos na resposta em rendimento (%) (p> 0,05).

[024] A Figura 2 mostra os graficos da interacao significativa (taxa de vazédo de ar x
temperatura de saida) de onde, é possivel ter a seguinte interpretacéo: o efeito da taxa
de vazédo de ar é negativo (o rendimento em % diminui quando a taxa de vazao de ar
diminui (-1) para niveis mais altos (+1), mas o efeito € maior em temperaturas de saida
mais altas (1).

[025] b. Uso de um modelo de segunda ordem na presenca de trés covariaveis (taxa de
vazao de ar, temperatura de saida, polimero) com resposta o rendimento em%

[026] Uma vez que um dos objetivos deste estudo é também obter a previsdo de
respostas maximas (rendimento em %), nesta secdo fixamos a goma gelana de
polimero denotada por +1 (B) na Tabela 1 (resultados com pesos maiores e respostas
maiores) e consideramos um planejamento com composto central com trés fatores
(planejamento fatorial 22 com dois niveis adicionando pontos centrais). Com esta
classe de projetos experimentais, € possivel obter resultados de inferéncia mais
precisos incluindo fatores de curvatura na superficie de resposta (efeitos quadraticos
de covariaveis). Desta forma, consideramos os dados replicados obtidos a partir de um
planejamento fatorial 23 (16 experimentos) somados a outros nove experimentos
adicionais no centro da variabilidade dos fatores (um total de 25 observacgbes). Os
dados obtidos deste planejamento de composto central sdo apresentados na Tabela 3.
Ou seja, estamos usando um planejamento composto central, que € um planejamento
fatorial ou fatorial fracionario com pontos centrais, acrescido de um grupo de pontos
axiais que permite a estimativa da curvatura. Com o uso do planejamento composto

central, obtemos uma estimativa eficiente dos termos de primeira e segunda ordem e 0

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 20/40



10/16

modelo de uma variavel de resposta com curvatura adicionando pontos centrais e

axiais a um projeto fatorial feito anteriormente.

Tabela 3. Resultados de um planejamento de composto central com trés
fatores (taxa de vazdo de ar, temperatura de saida, concentracdo de
polimero) com rendimento em % como resposta.

air flow outlet polymer vyield estimated

Row rate temperature concentration in % yield %
1 -1,0 -1,0 -1,0 21,70 19,8231
2 1,0 -1,0 -1,0 9,00 7,8485
3 -1,0 1,0 -1,0 34,90 37,4997
4 1,0 1,0 -1,0 12,00 14,5000
5 -1,0 -1,0 1,0 19,10 19,4225
6 1,0 -1,0 1,0 12,50 9,5895
7 -1,0 1,0 1,0 36,50 38,2240
8 1,0 1,0 1,0 15,50 17,3660
9 -1,0 -1,0 -1,0 15,70 19,8231
10 1,0 -1,0 -1,0 7,00 7,8485
11 -1,0 1,0 -1,0 41,20 37,4997
12 1,0 1,0 -1,0 19,00 14,5000
13 -1,0 -1,0 1,0 20,85 19,4225
14 1,0 -1,0 1,0 9,50 9,5895
15 -1,0 1,0 1,0 40,50 38,2240
16 1,0 1,0 1,0 14,25 17,3660
17 -1,0 -1,0 -1,0 25,40 19,8231
18 1,0 -1,0 -1,0 6,00 7,8485
19 -1,0 1,0 -1,0 32,70 37,4997
20 1,0 1,0 -1,0 15,40 14,5000
21 -1,0 -1,0 1,0 15,65 19,4225
22 1,0 -1,0 1,0 10,70 9,5895
23 -1,0 1,0 1,0 39,45 38,2240
24 1,0 1,0 1,0 19,25 17,3660
25 0,0 0,0 0,0 33,10 29,8545
26 0,0 0,0 0,0 34,90 29,8545
27 0,0 0,0 0,0 31,80 29,8545
28 -0,5 0,0 0,0 27,50 25,9152
29 0,5 0,0 0,0 12,40 17,7071
30 0,0 -0,5 0,0 22,50 29,5295
31 0,0 0,5 0,0 39,20 35,8928
32 0,0 0,0 -0,5 29,50 32,4030
33 0,0 0,0 0,5 32,20 33,0193

[027] Com esse conjunto de dados, ajustamos um modelo de regressao linear multipla
de segunda ordem na presenca dos trés fatores, suas interacbes dois a dois e 0s
efeitos quadraticos dos trés fatores que afetam a resposta em rendimento (%)
replicada. Usando o software Minitab®, a Tabela 4 mostra os estimadores de minimos
quadrados (EMQ) dos parametros de regressdo, os erros padrdo (EP) dos
estimadores, os valores da estatistica t de student e seus respectivos p-valores. Os

pressupostos necessarios para as inferéncias usando o modelo de regressao linear
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(normalidade e variancia constante para os residuos) foram verificados a partir de

gréaficos de residuos.

Tabela 4. EMQ e valores de p (modelo de regressdo multipla de segunda

ordem)
Factor LSE SE T-Stat P-Value
Constant 29.85 1.32 22.68 0.000
air flow rate -8.208 0.754 -10.89 0.000
outlet temperature 6.363 0.754 8.44 0.000
polymer concentration 0.616 0.754 0.82 0.422
air flowXtemp -2.756 0.762 -3.62 0.001
air flowlXconc 0.535 0.762 0.70 0.489
tempXconc 0.281 0.762 0.37 0.715
air flow**2 -32.17 8.63 -3.73 0.001
temp **2 11.43 8.63 1.32 0.199
conc**2 11.43 8.63 1.32 0.199

[028] O modelo de regressdo mudltipla linear de segunda ordem ajustado € dado pelo
rendimento em% = 29,85 - 8,208 taxa de vazéo de ar + 6,363 temperatura de saida +
0,616 concentracdo de polimero - 2,756 vazao de ar x temp + 0,535 vazao de ar x con
+ 0,281 temp x conc - 32,17 fluxo de ar ** 2 + 11,43 temp ** 2 + 11,43 conc ** 2
(modelo estatistico 2)

[029] A partir dos resultados da Tabela 4, conclui-se que:

* Os efeitos lineares da taxa de vazao de ar e da temperatura de saida séao
significativos no rendimento de resposta em% (p <0,05).

* A interacdo de dois por dois, taxa de vazao de ar x temperatura de saida é
significativa na resposta em rendimento (%) (p <0,05). Todas as outras interagdes nao
sao significativas (p> 0,05)

O efeito quadratico da taxa de vazao de ar (taxa de fluxo de ar ao quadrado) tem um
efeito significativo na resposta em rendimento (%) (p <0,05).

[030] A partir do modelo estimado de segunda ordem (2) podemos obter as previsdes
de interesse fixando diferentes valores para os trés fatores (vazao de ar, temperatura
de saida, concentracdo dos polimeros). A Figura 3 mostra os graficos do rendimento
observado em % de respostas e as médias estimadas utilizando o modelo (2) versus
ordem, de onde se observa excelente ajuste do modelo ao conjunto de dados.

[031] A Tabela 4 também mostra que para a combinacdo de valores codificados (x1,
x2, x3) = (-1,1,1) para os fatores (taxa de vazdo de ar, temperatura de saida,
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concentracdo d polimeros) o rendimento maximo estimado em % de resposta dentro o
intervalo das trés covariaveis consideradas nos experimentos. Esses valores
correspondem a (taxa de vazdo de ar, temperatura de saida, concentracdo dos
polimeros) = (1,0; 120; 2,0) na escala original. Com base no exposto, para se obter o
maximo de rendimento possivel, os seguintes parametros serdo utilizados no preparo
dos sistemas microparticulados por spray-dryer: vazdo de ar (1,0 m3 / min),
temperatura de saida (120 °C), teor de sélidos (2%).

[032] A Figura 3 apresenta a resposta em rendimento (%) e rendimento estimado em%
usando o modelo de segunda ordem ajustado (2).

[033] 2. Desenvolvimento do sistema multiparticulado mucoadesivo contendo morina
(técnica: spray-drying)

[034] Trés sistemas contendo morina a base de alginato de sédio e goma gelana a 2%
(p/v), em diferentes proporcbes (1:1 / 1:3 / 3:1; ALG:GG), foram desenvolvidos. As
microparticulas preparadas foram caracterizadas e avaliadas quanto ao rendimento,
eficiéncia de encapsulacao e atividade antimicrobiana.

[035] 2.1 Avaliacdo de rendimento (R), eficiéncia de encapsulacéo (EE) e dose do
farmaco

[036] O rendimento foi muito semelhante para os trés sistemas desenvolvidos. O
sistema 25:75 ALG: GG apresentou o valor mais alto (45,92%) para o rendimento do
processo. Esses valores de rendimento estdo dentro da faixa esperada para
equipamentos de spray-dryer de pequeno porte (para uso laboratorial) (tabela 5).

[037] Para a eficiéncia de encapsulacdo, os valores encontrados foram elevados,
variando de 46,4% a 66,89%. A amostra 75:25 ALG:GG apresentou 0 maior valor
(66,89%) quando comparada as outras duas (tabela 5).

[038] 2.2 Liberacao in vitro da morina

[039] A liberagéo in vitro da morina dos sistemas desenvolvidos estao representados na
Figura 4. Ap6s 30 minutos de teste, cerca de 11%, 13% e 25% da morina foi liberada
nos sistemas 50:50 ALG:GG, 75:25 ALG:GG e 25:75 ALG:GG, respectivamente. Tal
comportamento mostra a influéncia da propor¢do de ALG na liberagdo rapida da

morina, sendo a proporcdo intermediaria (50:50 ALG:GG) a mais adequada para
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valores decrescentes. Por outro lado, a partir de 240 min, um comportamento diferente
foi observado. A amostra contendo a maior proporcdo de GG foi capaz de manter uma
taxa de liberagcdo constante ao longo do tempo, enquanto as contrapartes tiveram um
perfil de liberag&o crescente.

Tabela 5. Valores de eficiéncia de encapsulacdo da morina (EE; %), dose do farmaco e
rendimento em massa (R; %) dos sistemas desenvolvidos. ALG: alginato de sddio; GG: goma

gelana.
Amostra EE (%) Dose do farmaco R (%)
(mg morina/100 mg
po)
50:50 ALG:GG 46,4 11,6 44
25:75 ALG:GG 61,2 15,2 45,92
75:25 ALG:GG 66,89 16,8 40,96

[040] Ap6s 480 min, os sistemas 75:25, 50:50 e 25:75 (ALG: GG) liberaram 99,86% +*
9,36; 85,45% =+ 8,31; 86,87% + 3,83 de morina, respectivamente. Em 30 horas, todos
0s sistemas ja haviam liberado 100% da morina (dados ndo mostrados).

[041] A Figura 4 apresenta a média + desvio padrao da liberacdo controlada da morina
dos sistemas desenvolvidos. A figura mostra o perfil de liberacdo da morina em tampéo
fosfato (0,2 M, pH 7,4), a 37 °C, por 8 horas (n = 3). ALG: alginato de sédio; GG: goma
gelana.

[042] Os modelos matematicos e seus coeficientes de correlacdo sdo apresentados na
Tabela 6. A partir dos valores do coeficiente de correlacdo (r?), os modelos
matematicos que melhor se correlacionaram com os dados de liberagdo da morina para
trés sistemas desenvolvidos foram Korsmeyer-Peppas e Weibull. Além disso, para 0s
sistemas ALG: GG 75:25 e 50:50, os modelos mateméticos de Hixson-Crowell e First
order também se correlacionaram com os dados de liberacdo da morina,

respectivamente.

Tabela 6. Coeficientes de correlacao (r2) dos modelos matematicos (Baker-
Lonsdale, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, First order, Hixson-Crowell and Weibull)
aplicados aos dados de liberacdo dos sistemas desenvolvidos.

Modelos de Amostras
liberacédo

25:75 75:25 50:50
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ALG:GG ALG:GG ALG:GG
Baker- K 0,0007 0,0005 0,0003
Lonsdale r2 0,9699 0,9035 0,9161
Higuchi K 4,7656 4,3916 3,6590
r2 0,8981 0,9619 0,9595
Korsmeyer- K 2,6567 1,1213 0,8416
Peppas r2 0,9966" 0,9942" 0,9964"
n 0,6726 0,7617 0,7839
First order K 0,0077 0,0052 0,0038
r2 0,9408 0,9883 0,9984"
Hixson- K 0,0022 0,0015 0,0011
Crowell r2 0,8793 0,9975" 0,9927
Weibull K 93,3185 163,4889 128,1622
r2 0,9959" 0,9940° 0,9959"
B 0,9210 0,9274 0,9287

"Modelos matematicos que melhor se correlacionaram com o perfil de liberagcéo

da morina (valor de r? préximo de 1).

K = liberacdo constante, r? = coeficiente de correlacdo, n = liberagdo expoente

para formas geométricas, B = parametro de forma.

[043] 3. Triagem da atividade antimicrobiana e antibiofilme do sistema contendo morina

(técnica:spray drying)

[044] Para essa etapa, foi avaliado o efeito antibiofilme e antimicrobiano do sistema,
contendo morina, desenvolvido por meio da técnica spray-dryer. Os resultados dessas
analises estdo descritos nas figuras 5 e 6, respectivamente. A biomassa (figura 5) e a
viabilidade (figura 6) do biofilme polimicrobiano foram menores na presenca de morina
em comparacado com seus respectivos controles, independentemente do sistema. Por
outro lado, os trés sistemas analisados se comportaram de maneira semelhante, sem
diferenca entre eles.

[045] A Figura 5 apresenta a quantificacdo da biomassa do biofilme polimicrobiano
(média + DP - intensidade de absorbancia -A570) apds a exposicédo do biofilme aos
sistemas com (“tratamento”) ou sem (“controle”) morina.

[046] A Figura 6 apresenta a viabilidade do biofilme polimicrobiano (média £ DP - Log 1
+ UFC/mL) apds a exposi¢cao do biofilme aos sistemas com (“tratamento”) ou sem
(“controle”) morina. A: estreptococos do grupo mutans. B: bactérias totais. C: Bactérias

aciduricas.
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[047] A acidogenicidade do meio de cultura a cada troca também foi avaliada e esta
representada na Figura 7. Os sistemas contendo morina apresentaram um valor de pH
maior quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, n&o teve diferenga nos
valores de pH quando comparado os trés sistemas, mostrando nao haver diferenca
entre eles.

[048] A Figura 7 apresenta a acidogenicidade no meio de cultura (média pH £ dp) apés
exposicao do biofilme polimicrobiano a diferentes sistemas com morina ou controle. A:
Sistema 50ALG: 50GG. B: Sistema 25ALG: 75GG. C: Sistema 75ALG: 25GG.

[049] 4. Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo (MEV)

[050] As imagens dos sistemas desenvolvidos estdo apresentadas na figura 8. Os
sistemas desenvolvidos apresentam microparticulas com 5-9 ym de tamanho, formato
esférico e superficie rugosa.

[051] A Figura 8 apresenta as fotomicrografias MEV dos trés sistemas desenvolvidos.
A: Sistema 75ALG: 25GG com morina. B: Sistema 75ALG: 25GG controle. C: Sistema
25ALG: 75GG com morina. D: Sistema 25ALG:75 GG controle. E: 50ALG: 50GG com
morina. F: 50ALG: 50GG controle. X 5.000.

[052] 7.2 Espectroscopia infravermelha (FTIR)

[053] A andlise de espectroscopia infravermelha foi realizada com o intuito de identificar
os grupos funcionais caracteristicos dos principais compostos presentes na
composicdo dos sistemas desenvolvidos. Os resultados desta analise estdo descritos
na figura 9. O espectro FTIR dos sistemas desenvolvidos apresentam bandas entre
3000 e 3500 cm™ referente a presenca de grupamentos OH. A banda 2900 cm™ esta
relacionada a ligagdo C-H. As bandas entre 1400 e 1600 cm™ estdo relacionadas ao
grupo carboxila. A banda em 1000 cm™ corresponde as ligacdes C-C e C-O. No geral,
as mesmas bandas foram identificadas para as microparticulas, indicando que a adicéo
de morina ndo promoveu mudangas na estrutura quimica, de maneira que 0s espectros
representam a soma das bandas caracteristicas de cada composto isolado.

[054] A Figura 9 apresenta a FTIR dos trés sistemas desenvolvidos.

[055] Para o término da tecnologia, a fase laboratorial ainda precisa ser finalizada,

sendo assim as etapas faltantes séo:

Peticiio 870220014918, de 21/02/2022, pég. 26/40



16/16

i) avaliacdo da capacidade dos sistemas em interferir na maturacdo de biofilmes
polimicrobiano e no desenvolvimento da lesdo cariosa. Para essa etapa sera utilizado
blocos de esmalte bovino;

i) avaliagdo da citotoxicidade dos sistemas desenvolvidos e;

iii) desenvolvimentos dos sistemas contendo carvacrol.

[056] Os sistemas serdo avaliados quanto a desmineralizacdo do esmalte (dureza de
superficie e microtomografia computadorizada por Raios-X), atividade antimicrobiana
(concentracdo microbiana - bactérias totais, estreptococos do grupo mutans e bactérias
aciduricas) e antibiofilme (quantificacdo da biomassa) e a citotoxicidade.

[057] Adicionalmente sera avaliado a acidogenicidade dos biofilmes (leitura do pH e
producédo de acido latico).

[058] Finalizada as etapas laboratoriais, o0s resultados serdo avaliados e sera discutida
a realizacdo das proximas etapas como, por exemplo, a realizacdo de estudos in situ
ou clinicos.

[059] A Figura 10 mostra todas as etapas especificadas da presente invencgéao.
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REIVINDICACOES
1. DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BIO/MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS, a tecnologia se baseia no
desenvolvimento de sistemas multiparticulados bio/mucoadesivos caracterizado por ser
desenvolvida pela técnica spray drying em que o equipamento utilizado para essa técnica
foi um mini spray-dryer modelo MSD 0.5 (LabMaq do Brasil Ltda); em que, para otimizacao
dessa técnica, foi realizado o planejamento fatorial 2%, tendo o rendimento em
porcentagem como variavel resposta em que quatro varaveis foram consideradas no
planejamento fatorial, sendo elas: i) velocidade do fluxo de ar (1,0 e 1,8 m3/min);
i) temperatura de saida (80 e 120 °C) no spray drying;
iil) polimeros utilizados (alginato de sédio ou goma gelana);
iv) concentracdo dos polimeros (1% ou 2%); em que dessa maneira, 16 experimentos, em
triplicata, foram desenvolvidos e avaliados quanto ao rendimento em porcentagem; Apos a
padronizacdo da técnica, trés sistemas contendo alginato de sédio e goma gelana, em trés
diferentes proporc¢des (50:50; 25:75; 75:25 ALG:GG) com a morina ou carvacrol foram
desenvolvidos; Esses sistemas foram avaliados quanto ao: i) rendimento; ii) eficiéncia de
encapsulacao; iii) liberagdo in vitro das substancias naturais; iv) triagem inicial da atividade
antimicrobiana e antibiofilme; v) caracterizacdo fisico-quimica; Os sistemas que
apresentarem os melhores resultados seréo avaliados quanto a capacidade em interferir
na maturacdo do biofilme e desenvolvimento da lesé@o cariosa; em que além disso, serdo
avaliados a citotoxicidade.
2. DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BIO/MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS, de acordo com a reivindicagdo 1 |,
caracterizado pela obtencdo de um sistema com alto rendimento, liberacdo controlada
dos compostos naturais e alta eficiéncia de encapsulagdo em que apds essa etapa de
desenvolvimento dos sistemas, eles serdo avaliados quanto a desmineralizagdo do
esmalte, atividade antimicrobiana, antibiofiilme e citotoxicidade para futuro

desenvolvimento de um produto para uso bucal.

PeticBo 870220014918, de 21/02/2022, pég. 28/40



2/2

3. DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BIO/MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS, de acordo com a reivindicacdo 1 , os
sistemas multiparticulados bio/mucoadesivos para liberacdo controlada de substancias
naturais foramcaracterizados pelos mecanismos de liberagdo in  vitro,
bio/mucoadesividade e morfologia de superficie.

4. USO DO DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS BIO/MUCOADESIVOS PARA
LIBERAQAO CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS, caracterizado por ser
para uso odontologico, de acordo com as condi¢cdes apresentadas nas reivindicacdes 1 a
3.

PeticB0 870220014918, de 21/02/2022, pég. 29/40



1/10

taxa de fluxo de ar temperatura de saida
. .
L]
* *
' 1 !
u
. .
=32 » -
E 10 05 00 05 10 -10 05 00 05 10
E 40- Concentracdo do polimero polimera
c * :
@
E 30 * .| s
=
g
x 20| ¢ 3| 1 —
1 . L
L] ]
10 - *
] - -
L] L ]
-10 05 00 05 10 -10 -0.5 0.0 0.5 10
FIGURA 1

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 30/40




2/10

351 Temperatura
de zaida
— -1

—.— 1
30

251

201

Média de Rendimento em g

1 1
Taxa de fluxo de ar

FIGURA 2

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 31/40



3/10

451 Wariavel

Rendimento em %
40 - —-Hendimento estimado %

351

|

251

20 ]

Rendimento em %

FIGURA 3

Peticaio 870220014918, de 21/02/2022, pég. 32/40



4/10

100 4

90

BO

70 4

40 4

Liperacao controlada da Marina (%)

H 30 T
—— T5:25 ALG.GG
20 4 —h— 5050 ALG GG
—m— 25:75 ALG-GG
10

0 30 &0 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480

Tempa (minutos)

FIGURA 4

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 33/40



5/10

Petica0 870220014918, de 21/02/2022, pég. 34/40

3,00
[}
=
< 2,500
@ T
S 200 l
‘B T I
S 1,500 1
g
s 100
=)
§ 500
L=
2 og — - mii
£ S0ALGS0GE 25ALGT5GE TSALG 256G
B Tratamento O Controle
FIGURA 5




10,00
£,00
5,00

4,00

Log (1+CFU/mL)

2,00

00

il

10,00
£,00
6,00

4,00

Log [1+CFLU/mL)

2,00

,00

10,00
8,00
5,00

4,00

Log [1+CFU mL)

2,00

00

il

6/10

estreptococos do grupo mutans

504LG:50GG 25ALGT5GGE T5ALG25GG

m Tratamento & Caontrole

Bacteréias totais

S04LG:50GG 25ALGTSGEGE TEALG25GG

m Tratamento O Controle

Bactérias aciduricas

504LG:50GG 25ALGT5GGE T5ALG25GG

m Tratamento O Controle

FIGURA 6

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 35/40




Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 36/40

7/10

7.5
K
¥gs P.—l—_'
. = = ]
& h 24 h
Tempo (h)
00 LG S0GG Contro ke
7.5
H
fee '—%
a5 B =
G h 24k
Tempo (h)
— 0 LG T SG0G Controle
75
'-
55 !__.__-—l{
ac = -
Gh Zdh
Tempo (h)
0 ISGG Contro ke
FIGURA 7




8/10

FIGURA 8

Peticao 870220014918, de 21/02/2022, pég. 37/40



9/10

75ALG:25GG - Morin
—M\//— W\

T T y T y | T T y T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Transmitancia (u.a.)

Numero de onda (cm™)

FIGURA 9

Peticio 870220014918, de 21/02/2022, pég. 38/40



10/10

eawnb-01s1y ovdeziaapele)

IPEPLINOOIL)

BSOLIE) 0S|
P 0JUIUIAJOAUISI(]

SOpeINSal
—
SAI0Y [N

AW|LOIqIIUE 3 BURIGOdIWIUE
ApEpALE Bp WaFel]

SIULOIq AP OpeIN)RLy

SIEANJEU SEIDUEISQNS SEP 0EIEIAqI]

ogdensdedud ap eudYyy

K 0)UIWIIPUIL
O)UAWIPUAL
it op oY)
10) SEW)SIS
(od)sernontedodmu
SEp 08U
12 ap 0XNJ 0P PEPIIOIA
JAap-
EJJSOWE EP EPEAIU IP OLZEA {eads op soxpouged
sop aysnly
epies ap eanjesadwa) 7
Jakap - Aeads ou
Jessed eaed ogdnjog
|
miy 4 oaaujod op 0pIYJ0ISI
’ 0BIEAUIIN0) + 01w

(joadeated
No euLIow)
[eAN)EU BUB)SNS

FIGURA 10

39/40

, pag.

Petic&io 870220014918, de 21/02/2022



1/1

RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS (BIO)MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO
CONTROLADA DE SUBSTANCIAS NATURAIS PARA USO ODONTOLOGICO

O presente pedido de patente consiste no desenvolvimento, sintetizagdo e
caracterizacao, in vitro, de sistemas multiparticulados bio/mucoadesivos para liberacdo
controlada de substancias naturais. Esses sistemas foram obtidos a partir de polimeros
naturais, alginato de sodio e goma gelana, por meio da técnica de preparo, secagem
por aspersédo (spray drying), aos quais foram adicionados a morina ou o carvacrol. A
técnica de spray drying se baseia na producéo de produtos secos a partir de liquidos,
emulsdes, solucdes, oOleos, com tamanho, forma, densidade e composi¢cdo quimica
ajustaveis. Essa técnica foi obtida por meio dos polimeros naturais alginato de sédio e
goma gelana, gerando particulas menores (micrométricas) que o0s secadores
convencionais. A técnica de spray drying foi padronizada para obtencédo de um sistema
com alto rendimento, liberacdo controlada dos compostos naturais e alta eficiéncia de
encapsulacdo. Para otimizacdo dessa técnica, foi realizado o planejamento fatorial 24,
tendo o rendimento em porcentagem como variavel resposta. Quatro variaveis foram
consideradas no planejamento fatorial, sendo elas: i) velocidade do fluxo de ar (1,0 e
1,8 m3min); ii) temperatura de saida (80 e 120 °C) no spray drying; iii) polimeros
utilizados (alginato de sd6dio ou goma gelana); iv) concentracdo dos polimeros (1% ou
2%). ApOs essa etapa de desenvolvimento dos sistemas, eles foram caracterizados
guanto aos mecanismos de liberacédo in vitro, bio/mucoadesividade e morfologia de
superficie. E por fim serdo avaliados quanto a desmineralizacdo do esmalte, atividade
antimicrobiana, antibiofilme e citotoxicidade para futuro desenvolvimento de um produto

para uso bucal.
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