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RESUMO 
As doenças bucais biofilme-dependentes, como cárie dentária e doença periodontal, 
são consideradas um problema de saúde pública em todo o mundo. Nosso grupo de 
estudos tem pesquisado produtos naturais de origem vegetal para o controle 
mecênico e químico do biofilme bucal. Dessa maneira, o presente estudo teve como 
objetivo desenvolver, sintetizar e caracterizar in vitro sistemas multiparticulados – 
micro e/ou nanopartículas- baseados em polímeros naturais para liberação controlada 
da morina ou carvacrol e avaliá-los quanto à atividade antimicrobiana, antibiofilme e 
anti-inflamatória. Foram desenvolvidos dois sistemas de liberação controlada, 
micropartículas contendo morina e nanopartículas contendo morina ou carvacrol. As 
micropartículas foram obtidas a partir dos polímeros alginato de sódio e goma gelana 
por meio da técnica secagem por aspersão. As nanopartículas foram obtidas a partir 
dos polímeros alginato de sódio e quitosana por meio da técnica complexação 
polieletrolítica. Os sistemas foram então caracterizados quanto aos mecanismos de 
liberação in vitro, encapsulação das substâncias naturais e morfologia de superfície 
por meio da microscopia eletrônica de varredura. As nanopartículas foram ainda 
caracterizadas quanto ao tamanho das partículas e potencial zeta. A atividade 
antimicrobiana e antibiofilme das micropartículas contendo morina contra biofilme de 
Streptococcus mutans e patógenos periodontais, cultura planctônica de F. nucletaum 
e P. gingivalis e biofilme multi-espécies, e das nanopartículas contendo morina ou 
carvacrol contra biofilmes orais polimicrobianos foi avaliada por meio da viabilidade 
microbiana e biomassa, respectivamente, após a exposição aos diferentes 
tratamentos. A acidogenicidade também foi avaliada no biofilme de S. mutans e 
polimicrobiano. Para o biofilme multi-espécies, a viabilidade microbiana no biofilme 
também foi avaliada por meio da microscopia confocal de varredura a laser e 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para obtenção de biofilme polimicrobiano, 
um inóculo obtido a partir da saliva de um voluntário previamente selecionado foi 
utilizado. A atividade anti-inflamatória das micropartículas foi avaliada, por meio da 
modulação de secreção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, um ensaio de 
citotoxicidade por meio da análise da viabilidade celular foi realizado. A microscopia 
eletrônica demonstrou que as micropartículas apresentam forma esférica e superfície 
rugosa e as nanopartículas apresentam tamanho nanométrico, com formato esférico 
e superfície lisa. As micropartículas controlaram melhor a liberação das substâncias 
naturais quando comparada com as nanopartículas. As micropartículas contendo 
morina e as nanopartículas contendo morina ou carvacrol reduziram 
significativamente a biomassa dos biofilmes, a acidogenicidade e a viabilidade de S. 
mutans e a viabilidade de bactérias totais, acidúricas e estreptococos do grupo 
mutans, respectivamente. As micropartículas contendo morina reduziram 
significativamente a biomassa e viabilidade microbiana dos patógenos periodontais 
(cultura planctônica e biofilme multi-espécies) em comparação com o grupo controle, 
confirmado pelas imagens do MEV e confocal. As micropartículas contendo morina 
também atenuaram a secreção de citocinas pró-inflamatórias e não foram tóxicas para 
as células. Conclui-se que as técnicas utilizadas para obtenção de sistemas 
multiparticulados são eficazes para o desenvolvimento de sistemas à base de 
polímeros naturais para liberação de substâncias naturais. Além disso, os resultados 



 

mostraram que a morina e o carvacrol podem ser uma opção promissora para o 
controle de fatores de virulência das doenças bucais biofilme-dependentes. 
 
Palavras-chave: Cárie dentária. Biofilmes. Flavonoides. Polímeros. Monoterpenos. 
  



Sales LS. Multiparticulate systems for natural substance-controlled release with 
biological and pharmacological potential [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade 
de Odontologia da UNESP; 2023.  

ABSTRACT 
Biofilm-dependent oral diseases, dental caries and periodontal disease, are 
considered a public health problem worldwide. Our study group has been researching 
natural products of plant origin for mechanical and chemical control of oral biofilm. The 
aim of this study was therefore to develop, synthetize and characterize in vitro 
multiparticulate systems based on natural polymers for morin and carvacrol controlled 
release and to assess their antimicrobial, antibiofilm and anti-inflammatory activity. 
Two controlled release systems were developed: microparticles containing morin and 
nanoparticles containing morin or carvacrol. The microparticles were obtained from the 
polymers sodium alginate and gellan gum using the spray drying technique. The 
nanoparticles were obtained from the polymers sodium alginate and chitosan using the 
polyelectrolytic complexation technique. The systems were then characterized in terms 
of in vitro release mechanisms, natural substances encapsulation and surface 
morphology using scanning electron microscopy. The nanoparticles were also 
characterized in terms of particle size and zeta potential. The antimicrobial and 
antibiofilm activity of the microparticles containing morin against Streptococcus mutans 
biofilm and periodontal pathogens, planktonic culture of F. nucletaum and P. gingivalis 
and multi-species biofilm, and of the nanoparticles containing morin or carvacrol 
against polymicrobial oral biofilms was evaluated by means of microbial viability and 
biomass, respectively, after exposure to the different treatments. Acidogenicity was 
also assessed in S. mutans and polymicrobial biofilms. For the multi-species biofilm, 
microbial viability in the biofilm was also assessed using confocal laser scanning 
microscopy and scanning electron microscopy (SEM). To obtain a polymicrobial 
biofilm, an inoculum obtained from the saliva of a previously selected volunteer was 
used. The microparticles anti-inflammatory activity was assessed by modulating the 
secretion of pro-inflammatory cytokines. In addition, a cytotoxicity test was carried out 
by analyzing cell viability. Electron microscopy showed that the microparticles were 
spherical in shape and had a rough surface, while the nanoparticles were nanometric 
in size, spherical in shape and had a smooth surface. The microparticles controlled the 
release of the natural substances better than the nanoparticles. Microparticles 
containing morin and nanoparticles containing morin or carvacrol significantly reduced 
biofilm biomass, acidogenicity and viability of S. mutans and viability of total bacteria, 
aciduric bacteria and mutans streptococci, respectively. Microparticles containing 
morin significantly reduced the biomass and microbial viability of periodontal 
pathogens (planktonic culture and multi-species biofilm) compared to the control 
group, as confirmed by SEM and confocal images. The microparticles containing morin 
also attenuated the secretion of pro-inflammatory cytokines and were not toxic to the 
cells. It is concluded that the techniques used to obtain multiparticulate systems are 
effective for the development of systems based on natural polymers for natural 
substances release. In addition, the results showed that morin and carvacrol could be 
a promising option for controlling virulence factors of biofilm-dependent oral diseases. 

Keywords: Dental Caries. Biofilms. Flavonoids. Polymers. Monoterpenes. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças bucais biofilme-dependentes, cárie dentária e doença periodontal, 

estão entre as doenças mais prevalentes do mundo, sendo consideradas a principal 

causa de perda dentária1,2. Dados do último levantamento epidemiológico 

demonstram que a prevalência de cárie no Brasil ainda é bastante alta: aos 5 anos de 

idade, a prevalência da doença é de 49,20%, entre 12 e 19 anos é de 66,7% e na 

idade adulta atinge 94,8% da população. Para a doença periodontal, a prevalência é 

de 50,1% para a faixa etária de 15 a 19 anos, 82,2% para os adultos entre 35 e 44 

anos e 98,2% para os idosos entre 65 e 74 anos3. Apesar dessas doenças estarem 

associadas a populações que apresentam nível socioeconômico mais baixo e 

desvantagem social1,4 países desenvolvidos também sofrem com o problema. A 

prevalência em crianças de 5 e 6 anos em países que apresentam alta renda é de 

49%. Aos 12 anos a prevalência nesses países diminui para 46,6%5. Em relação a 

doença periodontal, a prevalência em todo mundo é de 20 a 50%, sendo mais comum 

em idosos e na população de países de alta renda6. Essa alta prevalência das 

doenças acarreta na redução da qualidade de vida da população7,8 e em altos gastos 

para a sociedade – por ano, bilhões de dólares são gastos para o tratamento da cárie 

dentária e da doença periodontal9. 

Para que ocorra o desenvolvimento dessas doenças, os microrganismos 

presentes na cavidade bucal precisam aderir à superfície dentária e formar biofilmes10. 

O biofilme pode ser definido como um grupo de microrganismos envoltos por uma 

matriz ligada a superfície do dente11. Todo biofilme apresenta em comum uma matriz 

extracelular de polissacarídeos, proteínas e algumas vezes ácidos nucléicos; sua 

formação se dá por sinais ambientais bacterianos e por fim oferece proteção 

microbiana contra antibióticos, estresses ambientais, entre eles as respostas 

imunológicas do hospedeiro12. A composição microbiana dos biofilmes é que 

determina se podem ser considerados não patogênicos ou patogênicos, relacionados 

com a cárie dentária ou doença periodontal.  

Para a doença cárie, as espécies de Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

oralis, Streptococcus mitis e Actinomyces spp. são as responsáveis pela colonização 

inicial da superfície dentária. Essas espécies são capazes de produzir ácidos a partir 

do açúcar ingerido, diminuindo o pH bucal. Entretanto, esses ácidos são facilmente 
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neutralizados pelo mecanismo homeostático da cavidade bucal, que incluem o 

tamponamento por sistemas tampões salivares e a metabolização de arginina ou uréia 

em amônia13,14. Entretanto, se a ingestão do açúcar for frequente, os mecanismos 

homeostáticos não são capazes de manter o pH próximo à neutralidade, dando início 

à doença e à desmineralização do esmalte. Se o pH continuar em níveis baixos, 

ocorrerá a substituição dessas espécies de bactérias por Streptococcus mutans e 

Lactobacillus spp., que são espécies acidúricas e toleraram pH menores do que 4, 

promovendo a progressão da doença e, eventualmente, a formação da lesão15. 

Em condições de saúde periodontal, os microrganismos estimulam o sistema 

de defesa inato no periodonto, que controla a colonização bacteriana dos tecidos 

periodontais próximos ao epitélio do sulco gengival. O epitélio pode ser considerado 

uma barreira entre o ambiente externo e os tecidos do hospedeiro16. O desequilíbrio 

ocorre quando acontece o acúmulo de placa e uma resposta exagerada do 

hospedeiro, levando a substituição de bactérias Gram positivas, aeróbicas e imóveis 

por Gram negativas, anaeróbicas e móveis16-18. A primeira espécie relacionada com a 

doença periodontal são as do complexo verde, amarelo e roxo, como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. O aparecimento dessa espécie permite a colonização de 

bactérias do complexo laranja, como Fusobacterium nucleatum, e do complexo 

vermelho, como Porphyromonas gingivalis, levando a progressão da doença19. 

O controle mecânico associado ao controle químico do biofilme bucal é uma 

estratégia importante e efetiva para o controle do biofilme oral, consequentemente das 

doenças biofilme-dependentes, como a cárie dentária e doença periodontal. 

Entretanto, um controle mecânico satisfatório ainda é muito negligenciado pela 

população, seja por falta de habilidades motoras ou por falta de conhecimento e 

motivação. Além disso, a clorexidina, substância mais reconhecida para o controle 

químico do biofilme, apresenta uma série de efeitos colaterais, como alteração do 

paladar, manchamento dos dentes, irritação gengival e sensibilidade dentária20, além 

de não ser capaz de controlar biofilmes maduros21. Como alternativa ao uso da 

clorexidina e como um complemento da remoção mecânica, as substâncias naturais 

emergem como uma alternativa promissora. O uso de produtos naturais de origem 

vegetal tem sido bastante pesquisado e tem apresentado resultados promissores para 

o controle do biofilme oral 22-24.

A morina (3, 5, 7, 2 ′, 4′-penta-hidroxifavona), um flavonóide de coloração 

amarela obtida de plantas, frutas e ervas pertencentes a família Moraceae25,26, é 
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bastante conhecida por seu efeito antimicrobiano, principalmente por sua capacidade 

de inibir bactérias Gram positivas, por apresentar atividades farmacológicas, incluindo 

atividade anti-inflamatória, antioxidante, capacidade de eliminar radicais livres e 

apresentar efeito anticâncer, antiartrite, gastroprotetor, neuroprotetor, cardioprotetor e 

hepatoprotetor. Acredita-se que as propriedades farmacológicas da morina estejam 

relacionadas com a modulação de várias vias de sinalização celular26. Em relação às 

propriedades antimicrobianas, um estudo de Green et al.27 (2012) mostrou que a 

morina impediu o desenvolvimento do biofilme Streptococcus pyogenes, resultando 

na redução da biomassa desse biofilme. A morina também se mostrou eficaz em 

reduzir a formação de biofilme de S. mutans, devido a inibição de SrtA, um gene 

relacionado com a adesão do microrganismo à superfície dentária28. Adicionalmente 

a morina apresenta citotoxicidade muito baixa26.   

O carvacrol (2-metil-5- (1-metiletil) -fenol), um fenol monoterpênico, é um 

constituinte natural encontrado em muitas plantas aromáticas, incluindo tomilho e 

orégano29,30. Ele apresenta propriedades biológicas e farmacológicas, sendo 

atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, antibacterianas e antifúngicas31. Estudos 

já demostraram que essa substância natural apresenta atividade antimicrobiana 

contra algumas espécies de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas32,33. Além 

dessas características, o carvacrol apresenta baixa toxicidade34. 

Entretanto, ambas as substâncias apresentam estabilidade limitada, sendo 

degradadas facilmente ou metabolizadas em compostos inativos. Na boca, a presença 

de forças musculares, como fala, mastigação e deglutição e a presença da saliva 

acelera não só a degradação das substâncias em sua forma livre como são 

responsáveis pela sua rápida remoção da cavidade bucal. Além disso, essas 

substâncias apresentam baixa solubilidade nos fluidos gengivais e saliva, o que pode 

diminuir a biodisponibilidade oral e consequentemente a distribuição das substâncias 

no local desejado35. Para melhorar essas características, um estudo recente 

desenvolveu sistemas mucoadesivos de liberação controlada contendo morina Esses 

sistemas utilizam alginato de sódio e goma gelana, dois polímeros naturais 

amplamente utilizados para o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada. 

Os resultados desse estudo demonstraram que os sistemas desenvolvidos 

controlaram as taxas de liberação, apresentaram mucoadesividade e demonstram 

capacidade em controlar fatores de virulência de biofilmes cariogênicos37,38. 
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Entretanto, esses sistemas apresentam diâmetro de 10 a 15 mm e precisam 

ser aprimorados para aumentar sua aplicabilidade. Uma das alternativas para superar 

esse desafio seria o desenvolvimento de sistemas multiparticulados utilizando 

polímeros naturais. Alginato, goma gelana e quitosana são exemplos de polímeros 

naturais amplamente utilizados na indústria alimentícia e farmacêutica39. 

O uso desses polímeros apresenta diversas propriedades interessantes para o 

desenvolvimento de um produto para uso bucal, a saber: mucoadesividade, que 

impede a remoção das substâncias pela saliva40; capacidade de liberação controlada 

de substâncias, mantendo uma distribuição uniforme, aumentando a eficácia do 

tratamento e diminuindo a toxicidade, baixo custo, baixa toxicidade, 

biodegradabilidade e capacidade de melhorar a solubilidade de substâncias 

hidrofóbicas41. Dentre as técnicas de obtenção de sistemas multiparticulados, merece 

destaque a complexação polieletrolítica, uma técnica já bastante conhecida e 

consolidada na literatura e a secagem por aspersão (“spray drying”), que, apesar de 

não ser uma técnica muito nova, é considerada uma tecnologia que está em constante 

evolução; por isso, pesquisas sobre novos materiais que podem ser processados por 

essa técnica tem sua importância para consolidar essa tecnologia42. 

A complexação polieletrolítica se baseia no uso de polieletrólitos, qualquer 

material macromolecular que se dissocia em uma molécula polimérica altamente 

carregada ao ser colocado em um solvente ionizante, formando uma cadeia polimérica 

carregada positivamente (como, por exemplo, a quitosana) ou negativamente (como, 

por exemplo, o alginato de sódio)43. Quando os polieletrólitos com um ou mais íons de 

carga oposta se juntam, eles formam o complexo eletrolítico. Essa metodologia tem 

ganhado interesse porque o processo é simples e facilmente exequível, além de 

possibilitar o escalonamento do processo, pois requer pouca energia e utiliza 

solventes seguros para o ambiente e para o ser humano44. Em função dos parâmetros 

utilizados, a complexação polieletrolítica pode resultar na formação tanto de 

micropartículas quanto de nanopartículas. A possibilidade de obtenção de 

nanopartículas apresenta importantes diferenciais, dentre os quais se destaca: 

melhoria da solubilidade, potencialização da ação farmacológica, proteção contra a 

degradação dos fármacos e diminuição de efeitos colaterais45.  

A secagem por aspersão é um método para produção de produtos secos a 

partir de líquidos, como soluções, emulsões, óleos, em partículas sólidas com 

tamanho, forma, densidade e composição química ajustáveis. O líquido é pulverizado 
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na presença de ar quente, assim o solvente é evaporado enquanto o pó ultrafino é 

coletado46,47. É considerado um processo simples, reprodutível, rápido, contínuo, 

econômico, de etapa única e que permite condições de temperatura amena 

adequadas a compostos sensíveis ao calor42. Essa técnica tem sido bastante utilizada 

na indústria farmacêutica para encapsular compostos ativos hidrofílicos e 

hidrofóbicos, melhorando a biodisponibilidade e a liberação controlada desses 

componentes ativos. Essas características se devem à geração de partículas menores 

que os secadores convencionais46,47. 

Desse modo, acredita-se que os sistemas de liberação controlada 

desenvolvidos previamente têm potencial para combater o acúmulo de biofilme 

microbiano na cavidade bucal, a inflamação e os efeitos oxidantes resultantes da 

doença periodontal. Dessa forma, prevenir doenças bucais de origem microbiana 

como, por exemplo, a cárie dentária e a periodontite. Entretanto, é necessário 

aperfeiçoar esse sistema, tornando-o mais aplicável.  

Sabendo -se dá importância de controlar os fatores de virulência das doenças 

bucais biofilme-dependentes e objetivando o desenvolvimento de sistemas 

multiparticulados para liberação controlada de substâncias naturais com potencial 

biológico e farmacológico, a presente Tese foi dividida em três publicações: 

➢ “Development of multiparticulate systems based on natural polymers for

morin controlled release.”

➢ “Evaluation of chitosan and sodium alginate nanoparticles containing or not

morin or carvacrol for polymicrobial oral biofilm control.”

➢ “Anti-inflammatory and antimicrobial evaluation of multiparticulate system

containing morin”.

Na primeira publicação um sistema multiparticulado baseado em alginato de 

sódio e goma gelana para liberação controlada da morina foi desenvolvido por meio 

da técnica de secagem por aspersão e avaliado quanto à atividade antimicrobiana e 

antibiofilme contra S. mutans. Na segunda publicação nanopartículas a base de 

quitosana e alginato de sódio contendo morina ou carvacrol foram desenvolvidas por 

meio da técnica complexação polieletrolítica e avaliadas quanto à atividade 

antimicrobiana e antibiofilme contra biofilmes orais polimicrobianos. Na terceira 

publicação, os sistemas à base de alginato de sódio e goma gelana contendo morina, 
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previamente desenvolvidos, foram avaliados quanto à atividade anti-inflamatória e 

antimicrobiana contra patógenos periodontais.  
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4 CONCLUSÃO 

Conclui-se que ambas as técnicas utilizadas, secagem por aspersão e 

complexação polieletrolítica foram eficazes para o desenvolvimento de sistemas 

multiparticulados a partir de polímeros naturais para a liberação de substâncias 

naturais, morina ou carvacrol. Os sistemas contendo morina apresentaram efeito 

antimicrobiano e antibiofilme contra S. mutans, biofilme oral polimicrobiano e 

patógenos periodontais; além de apresentarem efeito anti-inflamatório. Os sistemas 

contendo carvacrol apresentaram efeito antimicrobiano e antibiofilme contra biofilme 

oral polimicrobiano. Dessa maneira, os resultados mostraram que os sistemas 

multiparticulados desenvolvidos podem ser uma opção promissora para o controle de 

fatores de virulência das doenças bucais biofilme-dependentes.    
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