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Resumo

RESUMO

As doencas periodontais acometem grande parte da populacdo, sendo uma das causas de
perdas dentdrias em humanos. As suas manifestacdes clinicas podem ser divididas
genericamente em gengivite e periodontite, dependendo da existéncia ou ndo de
envolvimento do tecido de sustentagdo dos dentes. Sabe-se que sua etiologia envolve, dentre
outros fatores, o acimulo de biofilme dental supra- e subgengival. Dessa maneira, estudos
buscam avaliar o potencial antimicrobiano de substancias que possuam agao contra biofilme
dental multiespécie. Recentemente, um crescente interesse tem sido observado no estudo de
peptideos, como o KSL-W, que demonstram a¢@o antimicrobiana contra micro-organismos
presentes no biofilme dental. Sistemas nanoestruturados de libera¢do de farmacos, como os
sistemas liquido-cristalinos (SLC), tém sido muito utilizados pelo fato de aumentarem a
estabilidade e a eficacia de farmacos, além de modularem sua ag@o, o que os torna aptos a
serem usados como carreadores de peptideos. A potencializacio destes sistemas de liberacdo
pode, possivelmente, ser conseguida com a presenca de substancias mucoadesivas, essenciais
para a permanéncia prolongada da formulacdo no local de acdo. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados mucoadesivos, como 0s
SLC, para incorporacao do peptideo sintético KSL-W, e posteriormente, avaliar a agdo in
vitro em biofilme multiespécie salivar. Para isso, foram desenvolvidos sistemas liquido-
cristalinos constituidos por 4lcool cetilico propoxilado e etoxilado - Procetyl® AWS
(tensoativo, T), acido oleico (fase oleosa, FO) e dispersdo de poloxamer 407 nas
concentracoes de 0,5%, 0,75% e 1% (fase aquosa, FA), obtendo-se os diagramas S1, S2 e S3,
respectivamente. Selecionou-se 4 pontos de cada um dos diagramas mantendo-se a
concentracdo do T em 50% e variando-se as propor¢des de FA e FO, a saber F27 — 50% T,
10% FO e 40% FA; F28 — 50% T, 20% FO e 30% FA; F29 — 50% T, 30% FO e 20% FA;
F30 — 50% T, 40% FO e 10% FA. Posteriormente, as regides foram caracterizadas por
microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS),
ensaios térmicos, andlise de textura, trabalho de seringabilidade, bioadesao in vitro e reologia.
Os ensaios de caracterizagdo demonstraram que as formulacdes F27 e F28 de S1, S2 e S3
apresentaram caracteristicas de fase lamelar por MLP, o que foi comprovado por SAXS.
Dados de andlise de textura evidenciaram que F28 de S1, S2 e S3 foram em geral mais
adesivas que as demais. No estudo de bioadesdo, verificou-se que a medida que foram
acrescentadas maiores proporcdes de FA, os sistemas foram demostrando maior poder de
biodesividade em contato com os blocos de dentes bovinos. Ensaios reoldgicos evidenciaram
que as formulacdes F29 e F30 (menores concentragdes de FA), apresentaram comportamento
newtoniano, ja as amostras F27 e F28 (maiores propor¢des de FA), ndo newtonianos,
revelando a estruturacdo dos sistemas dependente da concentracdo da FA. No teste de
trabalho de seringabilidade também foi possivel visualizar que os sistemas mais estruturados
requisitaram maiores forcas para a extrusdo das amostras. A andlise das dispersdes de
poloxamer por microcalorimetria evidenciaram que quanto maior as concentragdes, maior o
deslocamento do evento térmico para temperaturas mais baixas, evidenciando assim sua
propriedade termogelificante. No ensaio antimicrobiano, foi possivel observar inibi¢do do
crescimento do biofilme multiespécie salivar para peptideo KSL-W incorporado a F28 (S3)
na concentracdo de 1 mg/mL, quando comparado ao controle positivo (biofilme sem
tratamento). Os resultados obtidos sugerem potencial do sistema como plataforma para
administrag¢do bucal de peptideos com a¢do anti-biofilme oral.

Palavras-chave: nanotecnologia farmacéutica; cristais liquidos; mucoadesdo; peptideo
antimicrobiano; KSL-W; biofilme multiespécie..



Abstract

ABSTRACT

Periodontal diseases affect a large part of the population, being one of the causes of tooth loss
in humans. Their chronic manifestations can be divided briefly in gingivitis and periodontitis,
depending on the existence or not of teeth support tissue involvement. It is known that its
etiology involves, among other factors, the accumulation of dental biofilm supra- and
subgingival. Thus, studies seek to assess the antimicrobial potential of substances that have
action against multispecies biofilms. Recently, a growing interest it has been observed in the
study of peptides that demonstrate antimicrobial action against microorganisms present in the
dental biofilm, as the KSL-W peptide. Nanostructured systems of drug release, as the liquid-
crystalline systems (LCS), have long been used because of increasing stability and the
efficacy of drugs, beyond modulate their action, that make them suitable to be used like
peptide carrier. The potentialization of delivery system can, possibly, be achieved with the
presence of mucoadesivas substances, essential for the prolonged stay of the formulation in
the action place. Thereby, it is intended to develop and characterize nanostructured systems
mucoadesivos, as the LCS, for incorporation of the synthetic peptide KSL-W, and later,
evaluate the in vitro antimicrobial action in multispecie biofilms grown on the surface dental
root. For that, developed liquid-crystalline systems constituted by cetyl alcohol ethoxylate
and propoxilado - Procetyl® AWS (surfactant, S), oleic acid (oily phase, OP) and dispersion
of poloxamer 407 at concentrations of 0.5%, 0.75% e 1% (the aqueous phase, AP), obtaining
the diagrams S1, S2 e S3. It was selected 4 points of each diagram keeping the concentration
of surfactant in 50% and varying the proportions of the AP and OP, F27 — 50% S, 10% OP
and 40% AP; F28 — 50% S, 20% OP and 30% AP; F29 — 50% S, 30% OP and 20% AP; F30
—-50% S, 40% OP and 10% AP. Posteriorly, the regions were characterized by polarized light
microscopy (PLM), small-angle X-ray scattering (SAXS), thermal tests, texture analysis,
syringeability, bioadesion in vitro and rheology. Characterization tests showed that the
formulations F27 and F28 of S1, S2 and S3 presented by lamellar phase characteristics PLM,
that was proved by SAXS. Otherwise, the formulations F29 and F30 of S1, S2 and S3 dark
field demonstrated by PLM, it was not corroborated with SAXS. Texture analysis of data
showed that F28 of S1, S2 and S3 were generally more adhesive than others. In the study of
bioadhesion, it was found that with adding larger proportions of the AP in the systems, they
showed greater blinging power. Rheological tests demonstrated that the formulations F29 and
F30 (smaller concentrations of AP) showed Newtonian behavior, differently, the samples F27
and F28 (larger proportions of the AP) presented non-Newtonian behavior, revealing that the
structureof the systems depends on the concentration of AP. The syringeability showed that
the more structured systems ordered larger forces to the extrusion of the samples. The analysis
of poloxamer dispersions by microcalorimetry showed that the higher the concentration, the
greater the displacement of the thermal event at lower temperatures, showing its
termogelificante property. In antimicrobial test was possible to observe a growth inhibition
biofilm salivary multispecie for peptide KSL-W embedded in F28 (S3), in the concentration
of 1 mg/mL, when compared to the positive control (biofilm without treatment). The results
suggest the potential of the system as a platform for oral administration of peptides with oral
anti-biofilm action.

Keywords: pharmaceutical nanotechnology; liquid crystals; mucoadhesive; antimicrobial
peptide; multispecie biofilms.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

O cuidado com a higiene bucal € muito importante para a manutencdo da saude geral
do organismo humano. Isto é evidenciado pela repercussdo nas novas abordagens dos
protocolos clinicos, que associam cada vez mais a saide bucal com a saide sistémica,
visto que a boca pode atuar tanto como meio de entrada e fonte de contdgio para doencas,
quanto como um local primdrio para disseminacao e manifestacdes de doencas sist€émicas
(BOBETSIS et al., 2006; HAUMSCHILD et al., 2009).

O acimulo do biofilme oral, pode ocasionar patologias como a doenga periodontal,
que estd entre as mais frequentes patologias orais humanas e tém consequéncias
significativas na qualidade de vida do individuo, gerando grandes gastos com tratamentos
(DEVINE e COSSEAU, 2008; PETERSEN et al., 2005).

A doencga periodontal € uma resposta inflamatéria exacerbada causada pelo acimulo
de biofilme oral supra e subgengival (biofilme), que pode progredir para o periodonto de
sustentacdo. Esta doenga, se nao tratada, pode resultar em perda de inser¢do periodontal
(bolsa periodontal), danos nas estruturas de suporte dos dentes podendo, provocada pela
relacdo entre o acimulo local de biofilme dental e a resposta imune do organismo e
consequentemente, ocasionar perda do elemento dental. A sua manifestacao clinica pode
ser dividida genericamente em gengivite e periodontite, dependendo da existéncia ou ndo
de envolvimento dos tecido de sustentacdo dos dentes (DEVINE e COSSEAU, 2008;
SOUTHARD e GODOWSKI, 1998).

Segundo Socransky e colaboradores (1998), as bactérias predominantes em
doengas periodontais sdo as do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola). A presenga deste complexo tem sido
fortemente associada com outras patologias, como lesdes cardiovasculares (DOGAN et
al.,2005; SPAHR et al., 2006), diabetes (ALVES et al., 2007; LALLA et al., 2006), pré-
eclampsia (PASSINI JUNIOR et al., 2007) e recém-nascidos com baixo peso (LOURO
etal.,2001). Seu tratamento consiste na remogao fisica das bactérias do local da infecc¢do,
por meio de procedimentos clinicos aplicados pelo cirurgido dentista associado a
aplicacdo tdépica (ou sist€mica) de anti-inflamatdrios e/ ou agentes antimicrobianos
(AKALIN et al., 2004; BRUSCHI, 2006; JACOBB, 2006; JONES et al., 1996;
NORKIEWICZ et al., 2001).

Biofilmes se desenvolvem pela colonizacdo sequencial e ordenada da superficie

dentdria por vdrias bactérias orais, que se organizam funcionalmente no interior de uma
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matriz extracelular de polissacarideos, formando uma estrutura complexa e dinamica
(MARSH, 2004; KOLENBRANDER et al., 2006). Estas células bacterianas planctonicas
(colonizadores primdrios) se aderem a pelicula adquirida sobre a superficie do dente e
posteriormente, em virtude da co-agregacdo de outros micro-organismos (colonizadores
secunddrios), promovem comunicag¢do metabdlica e troca genética inter e intra-espécies
(HOJO et al., 2009).

Atualmente, observa-se crescente interesse no uso de peptideos como agentes
alternativos contra micro-organismos presentes em biofilmes orais, uma vez que estes
ndo apresentam resisténcia bacteriana como os antimicrobianos sintéticos (SEMLALI et
al.,2011).

O decapeptideo antimicrobiano NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Lys- Val- Lys-
Phe- Lys— COO" (KSL), desenvolvido e apresentado na biblioteca tecnoldgica de
combinacdes sintéticas, mostra uma gama de atividade antibacteriana (HONG et al.,
1998). Estudos in vitro tém demonstrado que este peptideo atua de maneira direta na
prevencgdo do desenvolvimento de biofilme oral formado por bactérias salivares humanas,
bem como na inibi¢do do crescimento de patdgenos bacterianos orais associados com a
periodontite e o desenvolvimento e formagdo de biofilme oral (SILVA et al., 2012;
CONCANNON et al., 2003; LEUNG et al., 2005). Seu mecanismo de agdo, todavia,
ainda ndo estd totalmente elucidado (LIU et al., 2011). Leung e colaboradores (2009)
acreditam que seja decorrente de acdo na membrana bacteriana. Todavia, ao realizarem
experimentos correlacionando a despolarizacao da membrana com a agado bactericida, os
resultados obtidos ndo foram conclusivos.

Pesquisas in vitro e in vivo realizadas com o KSL demonstraram que um dos
andlogos deste peptideo, o KSL-W, possui melhor estabilidade e adsor¢do devido a
presenca do aminodcido triptofano em substitui¢do a uma lisina (NA et al., 2007). Estudos
incorporando o KSL-W em uma goma de mascar demonstraram que este peptideo pode
ser utilizado como um agente removedor de biofilme oral (NA et al., 2005; FARAJ, 2007;
NA et al., 2007).

O peptideo NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Trp- Val- Lys- Phe- Lys. -COO" (KSL-
W) tem mostrado um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos e virus (WILLIAMS et al., 2012). Também, tem apresentado
alguns efeitos diferenciais sobre a fun¢cdo imune de células de mamiferos, como a

migra¢do, adesdo e modulagao do metabolismo de oxida¢ao (WILLIAMS et al., 2012).
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Estudos de toxicidade realizados por Semlali e colaboradores (2011) utilizando
este peptideo em culturas de células epiteliais gengivais humanas indicaram efeito ndo
téxico sobre a adesdo ou o crescimento celular, o que o torna ainda mais atraente como
agente terapéutico. Quando se pensa na utilizacdo da via bucal, a via de liberagdo que serd
utilizada neste trabalho, alguns fatores devem ser considerados, como a secre¢ao continua
da saliva (0,5 - 2L/dia), que pode levar a diluicao do farmaco e sua possivel ingestdo,
além da remocgdo involuntdria da forma farmacéutica. Além disso, problemas associados
com a eficdcia dos peptideos sdo intrinsecos ao desenvolvimento de formulacdes com
atuacdo em substratos bioldgicos e muitas vezes estas substancias podem apresentar falta
de toxicidade seletiva (MILLER et al., 2005).

Apesar das desvantagens apresentadas, esta via oferece muitas vantagens, como
ambiente favordvel para a administracdo de farmacos, especialmente proteinas e
polipeptideos, decorrente da auséncia de hidrélise acida e do efeito hepéatico de primeira-
passagem (MILLER et al., 2005), administragao facil e indolor, rdpido inicio de acdo
devido a alta vascularizacdo da mucosa e f4cil aderéncia ao tratamento
(HOOGSTRAATE e WERT, 1998).

Sistemas nanoestruturados de liberacdo, englobando os lipossomas, cristais
liquidos, microemulsdes e nanoparticulas, t€ém sido utilizados como carreadores
alternativos, uma vez que representam uma estratégia interessante para a administracdao
intrabolsa periodontal de peptideos. Estes sistemas protegem o principio ativo contra
degradacdes e possibilitam a libera¢ao no local especifico de acdo em uma taxa controlada
(KANG, 2009).

Virios trabalhos na literatura tém demonstrado que a incorporagdo de peptideos
em sistemas de liberacdo de firmacos pode ser uma estratégia interessante a ser adotada,
independente da via de administragdo a ser utilizada (LESTINI ez al., 2002; KUBIK et
al.,2005; STEVENSON et al., 2005; CHALASANI et al., 2007). Lestini e colaboradores
(2002) desenvolveram lipossomas para promover a liberagdo local de farmacos em
doencas cardiovasculares, utilizando peptideos contendo a sequéncia dcido aspdrtico-
arginina-glicina.

Dentre os sistemas nanoestruturados que podem ser utilizados para a incorporacao
de peptideos, destacam-se os sistemas liquido-cristalinos (SLC), os quais apresentam

vantagens relacionadas, principalmente, ao fato de promoverem liberacdo controlada de
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farmacos, protegerem os principios ativos da degradagdo térmica ou fotodegradagio,
além de aumentarem a eficacia de farmacos (MOHANRAJ e CHEN, 2006).

Os SLC possuem propriedades tanto de liquidos quanto de solidos. Apresentam
ordem estrutural, rigidez e ligagdes definidas como os soélidos e mobilidade, regides
desordenadas e fluidas como os liquidos (CHORILLI et al., 2009). Eles podem ser
divididos em duas principais classes: os termotrépicos, formados pela influéncia da
temperatura, e os liotropicos, constituidos por misturas de compostos anfifilicos em um
solvente, em geral a 4gua (ROCHA, 2010).

Os SLC oferecem grande potencial de transportadores no campo dos peptideos e
proteinas, apesar dessa aplicacdo ser ainda pouco explorada. Rizwan e colegas (2010) e
Angelova e colaboradores (2010) verificaram que peptideos incorporados em fases
cubicas foram mais protegidos contra degradacdes fisicas e quimicas, apresentando
também liberacdo prolongada.

Tratando-se de aplicagdo bucal de peptideos, uma estratégia interessante € o
emprego de polimeros mucoadesivos nas formulacdes. O termo mucoadesivo €
comumente usado para substancias que se ligam a camada de mucina das membranas
bioldgicas, sendo essenciais para permanéncia prolongada da formulacao no local de a¢do
(JASTI et al., 2003; PATEL et al., 2011).

Os polimeros mucoadesivos podem ser empregados objetivando manter uma alta
concentra¢do do peptideo no local de acdo por um longo periodo, além de protegé-lo da
degradacdo ambiental, pelo fato de terem grande afinidade pela mucosa bucal
(VEUILLEZ et al., 2001). Esses polimeros também podem competir com enzimas
proteoliticas, o que € interessante para substancias propensas a degradagdo enzimética,
como os peptideos (MILLER et al., 2005).

O copolimero em tri-bloco de polioxietileno-polioxipropileno termossensivel
(Pluronic® F127), composto por 70% de unidades de polioxietileno, é capaz de formar
tanto gel liquido-cristalino isotrépico quanto anisotrépico, possuindo predisposicdo em
formar gel transparente em meios aquosos a uma concentracao de aproximadamente 20%
(v/v) MIKSIK e DEYL, 2000; CAFAGGlI et al., 2005; LIMA, 2010). Também, apresenta
capacidade unica de gelificagcdo térmica reversivel. O gel € obtido em temperaturas mais
altas, como a temperatura corpdrea, € pode ser revertido mediante resfriamento. Esse
copolimero tem sido explorado em sistemas de liberacdo contendo vdrios agentes

terapéuticos por exibir alta capacidade de solubilizagc@o, baixa toxicidade e excelentes
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caracteristicas de liberacao controlada e prolongada de firmacos (MORIKAWA et al.,
1987; BHARDWAJ e BLANCHARD, 1996; DESAI e BLANCHARD, 1998; MIKSIK e
DEYL, 2000; CAFAGGI et al., 2005).

Estudos realizados por Williams e colaboradores (2012) utilizaram esse
copolimero na obtenc¢ao de hidrogéis para incorporagao do peptideo KSL-W para uso na
cicatrizagdo de feridas em camundongos. Este peptideo demonstrou ser multifuncional,
pois além de exercer acio antimicrobiana, foi capaz de recrutar células de defesa e inativar
patogenos. Os neutréfilos demonstraram uma capacidade para migrar em dire¢cdo KSL-
W de uma maneira dependente da concentracdo, acelerando assim a recuperacdo das
feridas, podendo ser considerado quimiotéatico.

Na literatura, ndo ha relatos de utilizagdo do KSL-W incorporado em sistema de
liberacao controlada visando o tratamento de doengas causadas pelo actimulo do biofilme
oral. Dessa forma, pretendeu-se desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados
mucoadesivos, como os SLC, para incorporacdo do peptideo sintético KSL-W, e

posteriormente, avaliar a acdo anti-biofilme oral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Doenca periodontal

Segundo ultimos dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saide sobre
prevaléncia da doenca periodontal, (divulgados em abril de 2012), cerca de 15 a 20% da
populacdo mundial com idade entre 35-44 anos apresentam doenca periodontal grave

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

A doencga periodontal € uma doenca inflamatdria cronica do periodonto, de carater
progressivo, induzida por bactérias e que leva a destrui¢do dos tecidos de suporte do dente
— 0ss0, ligamento periodontal e cemento (QUIRINO et al., 2009; DARVEAU, 2010).
Causada pelo actimulo de biofilme oral supra e subgengival, que pode ou nio progredir
para o periodonto de sustentacdo. Se ndo tratada a doenca, sua possivel consequéncia é a
perda de inser¢do dentdria e danos nas estruturas de suporte dos dentes, o que
consequentemente, poderdo ocasionar a perda do elemento dental. A sua manifestacdo
cronica pode ser dividida genericamente em gengivite e periodontite, dependendo da
existéncia ou nao de envolvimento dos tecido de sustentacdo dos dentes (DEVINE e

COSSEAU, 2008; SOUTHARD e GODOWSKI, 1998).

Considerando individuos com boa saude periodontal, € possivel observar que a
profundidade do sulco gengival é minima, at¢é 3mm. Entretanto, na presenca da
periodontite essa profundidade aumenta, entre 4 e 12 mm, uma vez que ocorre a migracao
do epitélio juncional em direcdo a raiz do dente.

O sulco gengival é continuamente irrigados pelo fluido gengival crevicular, cuja
composi¢do é andloga a do plasma, porém em menores concentracdes. Normalmente, o
volume desse fluido no sulco gengival € de 0,04 uL e seu fluxo de 0,03 uL/min; porém,
com a formagdo da bolsa periodontal, seu volume eleva-se para 0,05 uL e seu fluxo para

0,05 pL/min podendo atingir a 2,5 uL/min (NUNES, 2012).
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2.1.1. Fatores determinantes para progressao da doenga periodontal

Biofilmes orais se desenvolvem pela colonizagdo sequencial e ordenada da
superficie dentdria por vérias bactérias orais, que se organizam funcionalmente no interior
de uma matriz extracelular de polissacarideos, formando uma estrutura complexa e
dindmica (MARSH, 2004; KOLENBRANDER et al., 2006). Estas células bacterianas
planctonicas (colonizadores primdrios) se aderem a pelicula adquirida sobre a superficie
do dente e posteriormente, em virtude da co-agregacdo de outros micro-organismos
(colonizadores secundarios), promovem comunicacdo metabdlica e troca genética inter e
intra-espécies (HOJO et al., 2009).

Ressalta-se que essas bactérias patogénicas mais evidenciadas necessitam do
biofilme (estrutura complexa e dindmica) como suporte/ auxilio para sua propria
sobrevivéncia, ou seja, para haver a troca de substratos entre espécies. Existem grandes
indicios que as diferentes espécies se unem e formam microfilmes, os quais conseguem
aumentar a resisténcia aos antimicrobianos (PASTERNAK, 2009).

Os biofilmes orais formados na superficie do dente podem contribuir para o
surgimento da cdrie dentdria, gengivite e consequentemente evoluir para uma periodontite
(LEUNG et al., 2009; MASH, 2006).

Embora o biofilme presente no interior da bolsa periodontal apresente diferentes
espécies de micro-organismos (aproximadamente 300 espécies consubstanciadas),
apenas algumas delas apresentam relagdo com a patologia (CARVALHO e CABRAL,
2007). Segundo Socransky e colaboradores (1998), as bactérias predominantes em
doengas periodontais sdo as do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis,

Tannerella forsythia e Treponema denticola).
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2.1.2. Tratamentos contra doenga periodontal

Como ja dito anteriormente, o tratamento para a doenca periodontal mais utilizado
¢ a remocao fisica das bactérias do local da infeccao, associando a este tratamento anti-
inflamatdrios e/ou agentes antimicrobianos por via topica ou sistémica (NUNES, 2012;
TABARY et al, 2014). O uso de farmacos, como a clorexidina, estd indicado, porém sua
aplicacdo clinica é limitada, uma vez que apresenta um gosto amargo, pode provocar
manchas nos dentes com o uso frequente e perda de sensibilidade das papilas linguais

(WEl et al., 2006).

Na literatura, depara-se com a busca por sistemas e dispositivos antimicrobianos
de liberagdo para aplicagdes no interior de bolsas periodontais, por volta da década de 70,
com o intuito de conseguir permanecer a concentracdo do farmaco incorporado em
quantidades iguais ou maiores que a sua concentracao inibitéria minima (BRUSCHI et
al., 2006). A aplicacdo de sistemas ou dispositivos de liberacao intrabolsa periodontal é
possivel pois o seu formato colabora para a acomodagdo destes sistemas, levando também
em consideragdo o fluxo crevicular gengival que facilita a liberagdo do farmaco (NUNES,

2012).

No inicio dos estudos realizados para a obtencdo desses dispositivos, 0s
pesquisadores utilizaram polimeros nao biodegradaveis os quais posteriormente foram
abandonados mediante aos inconvenientes como a necessidade de se remover os
dispositivos apds o tempo de contato requerido, a dificuldades de regeneragdo da mucosa
e consequentemente a ndo adesdo do tratamento por parte do paciente frente essas
intervengdes. Posteriormente, iniciaram estudos com sistemas utilizando polimeros
biodegradaveis, os quais mostraram-se vantajosos quando comparado aos que utilizaram

nao biodegradaveis (SOSKOLONE e FREIDMAN, 1996).

Mediante aos sistemas de liberacdo intrabolsas periodontal ja desenvolvidos e
encontrados na literatura, os sistemas injetdveis oferecem maiores beneficios como facil
aplicacdo, (intermediado pelo cirurgido dentista, o qual necessitard apenas do auxilio de
uma seringa no ato da aplica¢do, desta maneira o sistema ird preencher completamente o
interior da bolsa periodontal), por serem biodegradéveis e por dificilmente apresentarem

incdmodo ao paciente no ato da aplicacdo (BRUSCHI, 2006).
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Consequentemente, para que haja uma aplicagdo sem perturbag¢des conforme dito
anteriormente, os sistemas devem dispor uma determinada fluidez, de modo que colabore
com a extrusdo deste sistema para fora do dispositivo sem muitos esforcos e
posteriormente, quando houvesse total extrusdao do sistema, este houvesse uma alteracao
em sua viscosidade para que ficasse retido no local da aplicacdo, ou mesmo que
apresentasse propriedades bioadesivas para que impedisse a retirada do sistema do
interior da bolsa periodontal devido ao fluxo do fluido crevicular gengival MEDLICOTT
et al., 1994; SOSKOLONE e FREIDMAN, 1996; BRUSCHI, 2006).

2.2. Peptideos antimicrobianos contra biofilme oral

Os peptideos t€m surgido como um grupo promissor de antimicrobianos (WEI et
al., 2006), apresentando elevado potencial de suas aplicacOes terapéuticas (ROMANELLI
et al., 2011; GODBALLE et al., 2011). Tais substancias, com suas extraordinarias
propriedades, como atividade de amplo espectro, acdo rdpida e diminuicdo do
desenvolvimento de resisténcia, tornaram-se moléculas promissoras no desenvolvimento
de novos medicamentos (YEAMAN et al., 2003).

Ap6s levantamento de dados sobre peptideos antimicrobianos, foi despertado o
interesse pelo peptideo KSL-W devido seus potenciais demonstrados por pesquisas ja
realizadas onde sua aplicagdo resultou em acdes almejadas, como por exemplo, amplo
espectro contra bactérias da cavidade bucal.

O decapeptideo antimicrobiano NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Lys- Val- Lys-
Phe- Lys —COO" (KSL), desenvolvido e apresentado na biblioteca tecnoldgica de
combinacdes sintéticas (dados armazenados e disponibilizados por pesquisadores),
mostra uma ampla gama de atividade antibacteriana, desta maneira despertou o interesse
do estudo de sua acdo contra bactérias orais (HONG et al., 1998). Estudos in vitro tém
demonstrado que este peptideo atua de maneira direta na prevencdo do desenvolvimento
de biofilme oral formado por bactérias salivares humanas, bem como na inibicao do
crescimento de patdgenos bacterianos orais associados com a periodontite € o
desenvolvimento e formacao de biofilmes orais (SILVA et al., 2012; CONCANNON et
al., 2003; LEUNG et al., 2005). Seu mecanismo de agdo, todavia, ainda ndo estd
totalmente elucidado (LIU et al., 2011). Leung e colaboradores (2009) acreditam que seja

decorrente de acdo na membrana bacteriana. Todavia, ao realizarem experimentos
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correlacionando a despolarizagdo da membrana com a acdo bactericida, os resultados
obtidos ndo foram conclusivos.

Pesquisas in vitro e in vivo realizadas com o KSL demonstraram que um dos
andlogos deste peptideo, o KSL-W, possui melhor estabilidade e adsor¢do devido a
presenca do aminodcido triptofano em substitui¢do a uma lisina (NA et al., 2007). Estudos
incorporando o KSL-W em uma goma de mascar demonstraram que este peptideo pode
ser utilizado como um agente removedor de biofilme oral (NA et al., 2005; FARAJ, 2007;
NA et al., 2007).

O peptideo KSL-W (NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Trp- Val- Lys- Phe- Lys. —
COO’) tem mostrado um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos e virus (WILLIAMS et al., 2012). Estudos de toxicidade
realizados por Semlali e colaboradores (2011) utilizando este peptideo em culturas de
células epiteliais gengivais humanas indicaram efeito niao téxico sobre a adesdo ou o

crescimento celular, o que o torna ainda mais atraente como agente terapéutico.

2.3. Sistemas de liberacao de proteinas e peptideos

As biomoléculas proteicas s@o conhecidas por seu potencial terapéutico em varias
doencas; porém, existem diferentes fatores ambientais que podem comprometer a
estabilidade fisico-quimica dessas substancias bioativas, tais como pH, forca idnica,
temperatura, alta pressdo, solventes ndo aquosos, ions metalicos, agitacdo e cisalhamento,
sendo que a maioria desses fatores estdo presentes em processos de fabricacdo comuns,
incluindo esterilizacao e liofiliza¢do que também podem danificar as proteinas, reduzindo
assim a sua atividade biolégica (ALMEIDA et al., 1997; YADAV et al., 2011).

De modo geral o termo sistema de liberacao de farmaco pode ser definido como
método ou processo de administracdo de uma substincia farmacologicamente ativa, que
foi formulado com a finalidade de assegurar que tal substancia atinja o local de agdo,
promovendo efeitos terapéuticos e minimizando os efeitos adversos; tal sistema nao é
farmacologicamente ativo, mas € capaz de melhorar a eficécia e/ou a segurancga do agente
terapéutico que ele carreia (SCHIFFTER, 2011).

Durante um longo periodo de anos, macromoléculas como as proteinas nao eram
consideradas vidveis para incorporagdo em sistemas de liberacdo modificada, devido ao

tamanho de sua cadeia, sendo consideradas grandes demais para se difundirem pelos
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materiais poliméricos. Com o avango dos estudos de sistemas poliméricos foi observado
o controle da liberagdo de macromoléculas por periodos prolongados, alguns hidrogéis
preparados a partir de polimeros sintéticos como, por exemplo, metacrilato de hidroxietila
e dlcool polivinilico, e alguns polimeros naturais, como alginato, quitosana, coldgeno e
gelatina, foram considerados tteis para a incorporacdo de proteinas e peptideos, sendo o
foco de vérias pesquisas para tal uso (DAI et al., 2005).

O mecanismo de liberacao de macromoléculas envolve sua difusio através de uma
estrutura porosa na matriz polimérica, sendo que alguns fatores podem influenciar na taxa
de liberacdo, como o tamanho, solubilidade e peso molecular da macromolécula,
composi¢ao do polimero, entre outros (DAI et al., 2005).

Diversos sistemas de liberacdo para a incorporagdo de peptideos e proteinas
(insulina, fatores de crescimento, etc.), com eles estdo as micro e nanoparticulas
poliméricas, hidrogéis e os sistemas liquido-cristalinos (SLC), com o objetivo de proteger
as proteinas contra degradacio no organismo, além de promoverem um perfil de liberagao
modificada, gerando assim uma maior ag¢do farmacolégica (MOHANRAJ e CHEN,
2006).

2.4. Sistemas nanoestruturados

Sistemas nanoestruturados de liberacdao, englobando os lipossomas, cristais
liquidos, microemulsdes e nanoparticulas, t€m sido utilizados como carreadores
alternativos, uma vez que representam uma estratégia interessante para a administracdao
bucal de diversas moléculas bioativas, inclusive de peptideos. Estes sistemas podem
proteger o principio ativo contra degradacdes e possibilitam a liberacdo no local
especifico de agdo em uma taxa controlada (KANG, 2009).

Virios trabalhos na literatura tém demonstrado que a incorporacao de peptideos
em sistemas de liberacdo de firmacos pode ser uma estratégia interessante a ser adotada,
independente da via de administracdo a ser utilizada (LESTINI ez al., 2002; KUBIK et
al.,2005; STEVENSON et al., 2005; CHALASANI et al., 2007). Lestini e colaboradores
(2002) desenvolveram lipossomas para promover a liberagdo local de farmacos em
doencas cardiovasculares, utilizando peptideos contendo a sequéncia acido aspartico-
arginina-glicina. Outro grupo de pesquisadores desenvolveu sistemas liquido-cristalinos

para a incorporagao e liberacao controlada de insulina (STEVENSON et al., 2005). As
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nanoparticulas vém sendo utilizadas no desenvolvimento de sistemas de liberacao de
hormonio do crescimento (somatotrofina) e insulina para administracdo nasal, como

relatado por Chalasani e cols. (2007).

2.4.1. Sistemas liquido-cristalinos

Dentre os sistemas nanoestruturados que podem ser utilizados para a
incorporagdo de peptideos, destacam-se os sistemas liquido-cristalinos (SLC), os quais
apresentam vantagens relacionadas, principalmente, ao fato de promoverem liberacdao
controlada de farmacos, protegerem os principios ativos da degradacdo térmica ou
fotodegradacdo, além de aumentarem a eficicia de farmacos (MOHANRAJ e CHEN,
20006).

Os SLC possuem propriedades tanto de liquidos quanto de s6lidos. Apresentam
ordem estrutural e rigidez caracteristicas de s6lidos e mobilidade, regides desordenadas e
fluidas como os liquidos (CHORILLI et al., 2009). Eles podem ser divididos em duas
principais classes: os termotrdpicos, formados pela influéncia da temperatura, e os
liotrépicos, constituidos por misturas de compostos anfifilicos em um solvente, em geral
a dgua (ROCHA, 2010).

Os SLC oferecem grande potencial de transportadores no campo dos peptideos
e proteinas, apesar dessa aplicacao ser ainda pouco explorada. Rizwan e colegas (2010)
e Angelova e colaboradores (2010) verificaram que peptideos incorporados em fases
cubicas foram mais protegidos contra degradacdes fisicas e quimicas, apresentando
também liberacdo prolongada.

Ainda nao sdo observados na literatura disponivel, estudos utilizando o peptideo

KSL-W em sistemas liquido-cristalinos.

2.5. Sistemas mucoadesivos

Tratando-se de aplicacdo intrabolsa periodontal de peptideos, uma estratégia
interessante € a incorporagdo de polimeros mucoadesivos nas mesofases liquido-
cristalinas. O termo mucoadesivo é comumente usado para substancias que se ligam a

camada de muco que recobre as membranas bioldgicas, sendo essenciais para
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permanéncia prolongada da formulacao no local de acdo (JASTI et al., 2003; PATEL et
al.,2011).

Os polimeros mucoadesivos podem ser empregados objetivando manter uma alta
concentracdo do peptideo no local de acdo por um longo periodo, além de protegé-lo da
degradacdo ambiental, pelo fato de terem grande afinidade pela mucosa bucal
(VEUILLEZ et al., 2001). Esses polimeros também podem competir com enzimas
proteoliticas, o que € interessante para substancias propensas a degradacdo enzimética,
como os peptideos (MILLER et al., 2005).

Como exemplo de polimeros bioadesivos, tem sido destacado o copolimero em
tri-bloco de polioxietileno-polioxipropileno termossensivel (Pluronic® F127), composto
por 70% de unidades de polioxietileno, o qual é capaz de formar tanto gel liquido-
cristalino isotrépico quanto anisotrépico, possuindo predisposicdo em formar gel
transparente em meios aquosos a uma concentracdo de aproximadamente 20% (v/v)
(MIKSIK e DEYL, 2000; CAFAGGI et al., 2005; LIMA, 2010). O poloxamer, que ¢ um
tensoativo com afinidades hidrofilicas, demonstra também um comportamento gelificante
termo dependente reversivel, o que pode ser usado como uma oportunidade de aplicacdao
do sistema ainda liquido e sua posterior gelificacao in situ (DOMINGOS, 2012;
ESPOSITO et al., 1996).

O gel € obtido em temperaturas mais altas, como a temperatura corpdrea, € pode
ser revertido mediante resfriamento. Esse copolimero tem sido explorado em sistemas de
liberacdo contendo vérios agentes terapéuticos por exibir alta capacidade de
solubilizacdo, baixa toxicidade e excelentes caracteristicas de liberagcdo modificada de
farmacos (MORIKAWA et al., 1987, BHARDWAJ e BLANCHARD, 1996; DESAI e
BLANCHARD, 1998; MIKSIK e DEYL, 2000; CAFAGGI et al., 2005).

Estudos realizados por Williams e colaboradores (2012) utilizaram esse
copolimero na obtenc¢ao de hidrogéis para incorporagao do peptideo KSL-W para uso na
cicatrizacdo de feridas em camundongos. Este peptideo demonstrou ser multifuncional,
pois além de exercer acio antimicrobiana, foi capaz de recrutar células de defesa e inativar
patdgenos.

Em nosso grupo de pesquisa foram estudados sistemas mucoadesivos compostos
pelo tensoativo Procetyl® AWS para a administracdo cutinea, oral e nasal de farmacos.
Um dos estudos mostrou como a combinacdo de Procetyl® AWS com diferentes fases

oleosas, como dcido oleico ou O6leo mineral, causa mudancas significativas na
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organizacdo estrutural dos sistemas. O dcido oleico permitiu a formacdo de sistemas
liquidos e isotrépicos, além de fases lamelares e hexagonais, enquanto o 6leo mineral
diminui a formagdo de sistemas com fluidez e favorece a formagdo de fases cubicas
extremamente rigidas (CARVALHO et al., 2012).

Carvalho (2009) desenvolveu sistemas liquido-cristalinos mucoadesivos
utilizando como componentes o dcido oleico como fase oleosa, o Procetyl® AWS como
tensoativo e dgua para a administracdo nasal do antirretroviral zidovudina. Nesta
pesquisa, a autora verificou a propriedade mucoadesiva do sistema em muco nasal
simulado (em temperatura nasal) e observou que conforme havia o aumento da
quantidade de muco simulado, os sistemas se transformaram de microemulsdes para
cristais liquidos, melhorando assim a mucoadesdo. O sistema desenvolvido foi promissor,
revelando inclusive a possibilidade do uso deste em outras vias de administracao.

Calixto (2013) desenvolveu sistemas mucoadesivos contendo Procetyl ® AWS,
acido oleico e diversas dispersdes de polimeros como fase aquosa (carbopol 0,5%,
dispersdo de policarbofil 0,5%, dispersdao de hidroxietilcelulose 0,5% e dispersdo de
quitosana 0,5%), incorporando o peptideo p1025 visando a prevengdo da cdrie. Foi
concluido que os sistemas apresentaram biodesividade desejaveis para sistemas a serem
aplicados na mucosa bucal.

Nos sistemas liquido-cristalinos, o mecanismo de mucoadesdo envolvido é o
mesmo utilizado por hidrogéis estimulo-sensitivos, cujo aumento da viscosidade ¢ dado
com um impulso fisiolégico, como temperatura, pH ou forca idnica (ANDREWS;

LAVERTY:; JONES, 2008; HE, KIM, LEE, 2008; CARVALHO, 2009).
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2.6. Perspectivas para o tratamento da doenca periodontal

Na literatura a utilizagdo do KSL-W incorporado em sistema de liberacio
modificada visando o tratamento de doenca periodontal ainda ndo foi abordada. Dessa
forma, observando ser uma pesquisa promissora, pretendeu-se desenvolver e caracterizar
sistemas nanoestruturados mucoadesivos, como os SLC, para incorporacdo do peptideo
sintético KSL-W, e posteriormente, avaliar a acdo antimicrobiana in vitro em biofilme

multiespécie.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar sistemas liquido-cristalinos mucoadesivos para a

incorporagdo do peptideo KSL-W e avaliar in vitro seu potencial anti-biofilme oral.

3.2. Objetivos Especificos

- Sintetizar e purificar o peptideo KSL-W de sequéncia: NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe-
Trp- Val- Lys- Phe- Lys-COO;

- Desenvolver sistemas liquido-cristalinos para incorporagao do decapeptideo sintetizado
e caracteriza-los por meio de microscopia de luz polarizada, reologia, espalhamento de
raios-X de baixo angulo (SAXS), avaliagdo do perfil de textura, seringabilidade e
bioadesao in vitro;

- Realizar ensaio antimicrobiano in vitro da formulacdo desenvolvida frente a biofilme

multiespécie salivar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Matérias-primas, reagentes e solucoes

Acetonitrila (J.T. Baker®, Estados Unidos);

Acido oleico P.A. (Synth® Brasil);

Acido trifluoroacético (Merck®, Alemanha)

Agua deionizada em sistema Milli Q® com condutividade 18,2pS.cm™;
Alcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl AWS — Croda®, Brasil);
Dentes bovinos (Frigorifico Vangélio Mondelli LTDA - Bauru)
Diclorometano (Sigma- Aldrich® Estados Unidos);
Diisopropilcarbodiimida (Novartis® Estados Unidos);

Fita dupla-face (Adermax®, Brasil);

Gluconato de clorexidina - Periotrat®

Hemina (Sigma- Aldrich® Estados Unidos)

Hexafluorofosfato de o-(benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametilurdnico (Novartis® Brasil);
L-aminoécidos (Tedia®, Estados Unidos);

Membrana de acetato de celulose para tubos de didlise, 76 mm — Sigma -Aldrich
Menadiona (Sigma- Aldrich® Estados Unidos)

N-etildiidopropilamina (Novartis® Estados Unidos);

Ninidrina (Sigma- Aldrich® Estados Unidos)

N-hidroxibenzotriazol (Novartis® Estados Unidos);
N-metil-2-pirrolidona (Qhemis®, Brasil);

Poloxamer 407 (Sigma Aldrich®, Estados Unidos)

Resina Rink Amide (Avantis® Estados Unidos);

Seringas plasticas de 1,0 mL (BD®, Argentina);

Trietanolamina (Synth®, Brasil);

Tubos conicos tipo Falcon (BD® Argentina);
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4.1.2. Equipamentos

Analisador de textura TA.XT Plus — Stable Micro Systems®;

Agitador mecanico — Marconi®;

Balanga analitica — Owa labor®;

Balanga semianalitica — Gehaka®;

Centrifuga modelo TC 6 Du Pont — Sorvall TC®:

Coluna analitica de fase reversa C18 (0,46 cm x 25 cm) - Ultrasphere®;
Coluna analitica de fase reversa C18 (2,12 cm x 25 cm);

Cromatégrafo - BEAKMAN®;

Cromatégrafo — Prostar 400/ Dynamax System VARIAN®;
Dimetilformamida (DMF) - Quemis®

Espectrofluorimetro Cary Eclipse - Varian®

Espectrdmetro de Massas AmaZon SL - Bruker® com bomba Shimadzu LC-10AD®;
Lavadora Ultra-sdnica - UNIQUE®;

Liofilizador - Biolab®;

Microscépio de luz polarizada Axioskop — Zeizz®;

Motor de alta rotagio - modelo MRS 400 Torque — Dabi Atlante®
Peagdmetro — Gehaka®;

Redmetro, modelo AR2000ex -TA Instruments®

Sistema automdtico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette Plus — Hanson
Research Corporation®;

Sistema de purificacdo de 4gua MILLIPORE®, Milli - Q Plus;
Ultrassom Ultra Sonic Cleaner — UNIQUE®;

Espectrofotometro, modelo UV- 1601 PC — Shimadzu®.
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4.2. Métodos

4.2.1. Sintese do peptideo KSL-W

Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboragdo do Professor Doutor
Eduardo Maffud Cilli, do Departamento de Bioquimica e Tecnologia do Instituto de

Quimica de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” —

UNESP.

Foi realizada a sintese em fase sélida (SFS) do peptideo, a qual acontece pela
adi¢do da sequéncia dos aminodcidos, um por vez, sobre um suporte polimérico o qual é
insoluvel nos reagentes que serdo utilizados durante o processo de sintese (STEWARD e
YOUNG, 1984; ATHERTON e SHEPPARD, 1989; LLOYD-WILLIANS et al., 1997,
RUIZ, 2003).

Foram utilizados L-aminoécidos protegidos € com pureza acima de 98 %. O
suporte polimérico (resina) utilizado nesta sintese foi a Rink Amide com grau de
substitui¢io de 0,6 mmol/g!. Como reagentes de acoplamento, foram utilizados o
diisopropilcarbodiimida (DIC), N-etildiidopropilamina (DIEA), hexafluorofosfato de o-
(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénico (HBTU) e N-hidroxibenzotriazol (HOBt).

A sintese foi realizada no sentido de C-terminal para N-terminal, onde a parte
extrema de C-terminal permaneceu ligada a resina durante o proceder de toda sintese.
Utilizou-se o protocolo 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc), o qual foi adotado pelo
motivo de ndo aplicar dcidos fortes durante o processo, logo esquivando-se da degradacao
do composto. Logo, a regido N-terminal do aminodcido foi protegida pelo protetor
temporario, Fmoc, o qual € base ldbil e os aminodcidos trifuncionais por protetores
permanentes, terc-butiloxicarbonila (t-Boc), para que impedissem qualquer tipo de

acoplamento na cadeia lateral durante a sintese.

Em cada acoplamento de aminodcidos a cadeia peptidica, eram ativados os grupos
carboxilicos com DIC, HOBt, ou HBTU e DIEA nos casos que houve a necessidade de
reacoplamento. Para a retirada do grupo Fmoc (base-1dbil), foi feita a lavagem com
piperidina a 20% e dimetilformamida (DMF). Foram realizados ciclos de lavagens

alternadas com DMF e diclorometano (DCM) para a eliminacdo dos subprodutos. A
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confirmacdo de cada acoplamento foi monitorada utilizando o teste de ninidrina
(KAISER, 1970), o qual apresenta uma coloracdo azul na presenga de grupos aminos
livres quando elevado a uma temperatura de aproximadamente 121°C. Caso ndo houvesse

a presenca de grupos aminos livres, a coloracdo permanecia inalterada (amarelo).

Para a finalizacdo da sintese, foi realizada a clivagem por meio da adicdo de
solugdo contendo triisopropilsilano (TIS), d4gua deionizada e TFA (proporcao de 2,5: 2,5:
95; v: v: v) sob agitacdo durante duas horas. Em seguida, precipitou-se o peptideo junto
com a resina com éter gelado e centrifugacdo, ficando na parte sobrenadante os
subprodutos resultantes da clivagem, os quais foram descartados. Posteriormente, o
peptideo foi solubilizado em solugdo com 4gua deionizada e TFA (0,045%) e
centrifugado, onde houve a precipitacao da resina e coletado o sobrenadante (peptideo).

O sobrenadante foi liofilizado, obtendo-se o peptideo bruto.

4.2.2. Purificacdo e caracterizagdo do peptideo KSL-W

A purificagdo do peptideo bruto sintetizado foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa (CLAE), no modo semipreparativo, utilizando
cromatégrafo BEAKMAN® com coluna de fase reversa C18 (2,12 cm x 25 cm), o qual
fracionava automaticamente as por¢oes de interesse. O grau de pureza dessas fracoes foi
determinado utilizando cromatégrafo Prostar 400/ Dynamax System VARIAN®, com
coluna analitica de fase reversa C18 (250 x 4, 6 mm) Ultrasphere. Utilizou-se durante o
processo de purificacdo e determinagdo da pureza os solventes A (0,045% de TFA em
dgua deionizada) e B (0,036% de TFA em acetonitrila). Foram utilizadas somente as
fragdes que apresentaram grau de pureza elevado (acima de 95%), como descrito por

Crusca Jr e colaboradores (2011).

4.2.3. Determinacao da relacdo massa/carga (m/z)

Para determinacdo da razdo massa molecular/carga (MM/z), foi utilizado
espectrometro de massas AmaZon SL - Bruker®, com injecdo direta utilizando bomba
Shimadzu LC-10 AD. Apés a injecdo da amostra em andlise, calcularam-se as massas

moleculares obtidas experimentalmente.
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4.2.4. Desenvolvimento das formulagoes

4.24.1. Preparo da dispersdo de poloxamer 407

Foram preparadas dispersoes de poloxamer nas concentra¢des de 5,0% (m/m),
7,5% (m/m) e 10,0% (m/m) em temperatura ambiente, adicionando o copolimero em dgua

purificada em béquer, seguido de agitacio mecanica por 24 horas.

4.2.4.2. Construgdo dos diagramas de fases terndrios

Foram confeccionados trés diferentes diagramas de fases ternérios, sendo que a
unica diferenciag@o entre eles foi na fase aquosa. Todos continham &cido oleico como
fase oleosa, dlcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS) como tensoativo e
na fase aquosa foi utilizada dispersao de poloxamer 407 a 0,5%, 0,75% e 1% nos sistemas
1, 2 e 3, respectivamente.

Para cada diagrama, foram preparadas 36 diferentes proporg¢des, variando de 10 a
80% (m/m) os componentes citados acima, seguindo a orientacdo do diagrama, como
exemplo da Figura 1, onde toma-se como exemplo um ponto que conterd 10% de fase

oleosa, 10% de tensoativo e 80% de fase aquosa.
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Figura 1 - Representacdo das propor¢des do diagrama terndrio de fases

[ensoativo

] 10 20 30 40

Fase aguosa

Em temperatura ambiente, os componentes da fase oleosa, tensoativo e 10% das
dispersdes de poloxamer (5%, 7,5% e 10%) foram adicionados em recipientes,
completando-se o volume com quantidade suficiente de d4gua ultrapurificada, para atingir
a propor¢do desejada de fase aquosa, de modo que a formulacdo final apresentasse a
concentracdo de 0,5%, 0,75% ou 1% de dispersao de poloxamer. Posteriormente, os
frascos foram levados para agitacdo em vortex, até completa homogeneizacao. Na Figura

2 segue o esquema do preparo das formulagdes.

Ap6s 24 horas, os sistemas obtidos foram visualmente classificados em separacao
de fases, sistemas liquidos ou viscosos opacos, transliicidos ou transparentes. Dessa
maneira, determinou-se diferentes regides no diagrama de fases. De acordo com essa
classificac@o, foram selecionados os sistemas de interesse para posterior caracterizacao

fisico-quimica.
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Figura 2- Esquema do preparo das formulag¢oes
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4.2.5. Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas

Foram selecionados para caracterizacao fisico-quimica 4 pontos de cada diagrama

1.
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Tabela 1 - Porcentagem de cada composto dos sistemas selecionados para caracterizacdo fisico-quimica.

Sistemas Acido Oleico  Procetyl Agua Dispersao Dispersao Dispersao
(%) (%) (%) Poloxamer 5 %  Poloxamer 7,5% Poloxamer 10%
(%) (%) (%)
27 _0,5% 10 50 30 10 - -
27_0,75% 10 50 30 - 10 -
27 1% 10 50 30 - - 10
28_0,5% 20 50 20 10 - -
28_0,75% 20 50 20 - 10 -
28 1% 20 50 20 - - 10
29 0,5% 30 50 10 10 - -
29 0,75% 30 50 10 - 10 -
29 1% 30 50 10 - - 10
30_0,5% 40 50 0 10 - -
30_0,75% 40 50 0 - 10 -
30_1% 40 50 0 - - 10

Para todas as formulagdes, variou-se apenas a razdo dgua/dleo, sendo que a
porcentagem de tensoativo foi fixada em 50%. Como consequéncia, pode-se observar a
estruturacao dos sistemas de acordo com incorporacdo de dgua, simulando o ambiente

bucal, no qual a formulagdo entrard em contato.
4.2.5.1. Microscopia de luz polarizada
Transferiu-se para laminas 1 gota de cada um dos sistemas, as quais foram
recobertas com laminula e levadas para avaliacdo em microscopio sob luz polarizada,

utilizando aumento de 40 vezes.

4.2.5.2. Espalhamento de raios-X a baixo dangulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratdrio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS, Brasil), nalinha SAXSI1. Esta linha € equipada com um monocromador (A= 1,488
A), um detector vertical localizado cerca de 1,5 m da amostra e um analisador multicanal

para registrar a intensidade do espalhamento /(g), em funcdo do vetor de espalhamento,
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q. O espalhamento das micas e do ar foram subtraidos da intensidade total espalhada.
Cada espectro foi coletado por 45 segundos. Essa instalagdo permitiu um vetor de
espalhamento, ¢, entre aproximadamente 0,1 e 2,3 A, O teste foi realizado com as

formulagdes a 37°C.

4.2.5.3. Andlise do perfil de textura

O perfil de textura foi avaliado empregando analisador de texturas TA-XT Plus
(Stable Micro Systems, Inglaterra). Este equipamento possibilitou a apreciagdo de
propriedades de textura, tais como compressibilidade, adesividade, dureza e coesdo. Os
sistemas selecionados (12,50 g) foram transferidos para tubos de centrifuga conicos de
50 mL (Falcon, BD®) e centrifugados por 5 minutos & 4000 rotacdes por minuto para
eliminacdo de bolhas de ar. Apds 24 horas de repouso, os tubos foram analisados. Estes,
eram posicionados de maneira que permitissem acesso da sonda analitica (10 mm de
didmetro) do analisador de textura com a formulagio. No software Exponent Lite®, foram
adicionados os parametros desejados como a velocidade de compressdo e retorno a
superficie (0,5 mm/s) e profundidade de entrada da sonda (10 mm). Apds a primeira
entrada da sonda na amostra, depois de um periodo de repouso (5 segundos) realizou-se,
nas mesmas condi¢des, uma segunda compressdo. As amostras foram avaliadas numa

temperatura de 37 °C, com n=7.

4.2.54. Bioadesdo in vitro em superficie de dente bovino

A fim de realizar a anédlise da forca bioadesiva in vitro utilizando superficie de
dentes bovinos, realizou-se inicialmente o preparo dos blocos de dentes bovinos
(adquiridos de frigorifico sob fiscalizacdo do Ministério da Agricultura — SIF n°® 1758)
assim como o processamento da saliva. Para a obten¢do dos blocos de esmalte de dentes
bovinos (regido do cemento), foram selecionados incisivos de novilhos com 20 a 30
meses de idade, sendo estes excluidos quando havia a presenca de cdlculo no terco médio
corondrio, desgaste do terco incisal, trincas, alteracdes morfologicas da coroa e
hipoplasias de esmalte. Apds serem limpos, os dentes foram fixados por uma morsa de
aperto submersa em agua e gelo. Por intermédio de um motor de alta rotacdo (modelo

MRS 400 Torque — Dabi Atlante®) engatado a um disco de ponta diamantada cilindrica
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(KG Sorensen®), foram obtidos blocos de 1 cm de didmetro e 0,30 cm de espessura. Em
seguida, para a regularizagdo da superficie, os discos foram desgastados com lixas d’dgua
de granulagdo 200 (T469-SF). A Figura 3 exibe o dispositivo empregado para o corte dos

blocos de dentes bovinos.

Figura 3 — Dispositivo empregado para o corte dos blocos de dente bovino.

Disco de ponta
dinmaniad

’ _"‘ Laocal encaive dos
4 J dentes bavinos
- . :

2.

Como citado anteriormente, também realizou-se o processamento da saliva para
realizacdo do teste de bioadesao in vitro. Foi coletada em tubos esterilizados conicos de
50 mL (Falcon®, BD) saliva ndo estimulada de 20 doadores voluntdrios de ambos os
sexos, previamente selecionados, os quais ndo utilizaram nos ultimos trés meses
enxaguantes bucais, antimicrobianos e medicamentos que causasse qualquer tipo de
intervencao no fluxo salivar ou em sua composi¢ao, era permitida a escovacao dos dentes
antes da coleta. Apds o tempo de coleta (3 minutos), todos os tubos contendo saliva dos
doadores foram transferidos para um unico tubo (estéril) para que fossem
homogeneizados e em seguida centrifugados a 4 °C, 10.000 g por 5 minutos (MOURA,
2006). Imediatamente, em fluxo laminar, filtrou-se a saliva centrifugada em sistema
filtrante com membrana porosa de 0,22 um, previamente esterilizado, utilizando bomba
a vacuo (PEROS e GIBBONS, 1981). Em seguida, transferiu-se a saliva tratada para
recipiente estéril, sendo armazenada a —7°C até o momento do uso. Esta etapa do projeto
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCF-UNESP, com o parecer n°
423.890 em 2013.
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4.2.5.5. Avaliagdo in vitro da forca bioadesiva

Utilizando o analisador de textura TA- TX Plus (Stable Micro Systems), no modo
Adhesion Test, foram obtidas, in vitro, as forcas dispensadas para a remog¢ao dos sistemas
avaliados dos blocos de dentes bovinos umedecidos com saliva.

Preparou-se a extremidade livre da sonda cilindrica (10 mm de diametro) com a
adesdo do bloco de dente bovino, utilizando fita adesiva dupla face acrilica (Adermax®)
com fixacdo extra forte, sendo em seguida o bloco de dente bovino umedecido por 5
segundos. As formulac¢des foram acondicionadas em pequenos recipientes rasos de vidro
(5 mL), os quais permitiam que as amostras ficassem expostas possibilitando a entrada
da sonda cilindrica adaptada com o bloco de dente umedecido com saliva. As amostras
permaneceram na temperatura de 37 °C antes do inicio do teste. Programou-se o sistema
para que a sonda se movimentasse a velocidade constante de 1 mm/s em direcido a
amostra. O dente permaneceu em contato intimo com amostra durante 60 segundos. Apos
o tempo programado, a sonda era levantada (0,5 mm/s) ocorrendo a determinag¢do do valor

resultante da forca versus tempo necessdrio para a remoc¢do do bloco de dente da

formulacao. Este ensaio foi realizado com sete réplicas.

4.2.5.6. Andlises reologicas

A fim de realizar a caracterizacdo reoldgica dos sistemas, foram executadas as

andlises reoldgicas continua e oscilatéria, de acordo com as etapas 4.2.5.6.1. ¢ 4.2.5.6.2.

4.2.5.6.1. Andlise reoldgica continua

Foram obtidos reogramas dos sistemas selecionados empregando redmetro
AR2000ex (TA Instruments) no modo fluency (flow), e de acordo com a consisténcia de
cada formulacdo, utilizou-se geometria cone/placa ou placa/placa, as temperaturas de 5,
25e 37 °C.

Cautelosamente, foi colocada uma pequena amostra do sistema em andlise sobre
a base inferior do redmetro, aguardando 3 minutos em repouso, para ambientalizacdo da
amostra com a temperatura do equipamento, sendo esta a desejavel durante a realizagdo

do experimento. A taxa de cisalhamento utilizada para a curva ascendente foi de 0 a 100
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s'' e para a curva descendente, de 100 a 0 s! durante 120 segundos cada. Este teste foi

realizado em triplicata.

4.2.5.6.2. Andlise reoldgica oscilatoria

Foi realizada a andlise oscilatéria empregando redometro AR2000ex (TA
Instruments) utilizando geometria cone/placa ou placa/placa, conforme a consisténcia de
cada formulagdo, sendo realizadas em temperaturas de 5, 25 e 37 °C, todas em triplicata.
Para a realizacdo do teste de varredura de tensdo, colocou-se o redmetro no modo
amplitude sweep, podendo assim determinar a regido viscoeldstica. Foi utilizada uma
faixa de tensdo de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 rad/s.

Posteriormente, com a determinagdo da tensdo de 1 Pa da regido viscoeldstica,
colocou-se o redmetro no modo frequency sweep para a realizagao do teste de varredura
de frequéncia, para a determinacao do médulo elastico (G’) e médulo viscoso (G’’). Para

esse teste foi utilizada a faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz, a tensdo de 1 Pa.

4.2.5.7. Determinacdo da Seringabilidade

Cada formulacdo selecionada foi avaliada quanto ao trabalho necessario para a
amostra sair de dentro da seringa, possibilitando a observagcdao da fluxibilidade das
amostras avaliadas. Para este teste, utilizou-se um analisador de Textura TA- XT Plus —
Stable Micro Systems, no modo de compressao (JONES et al., 2000, BRUSCHI, 2006).

Adicionaram-se as formulagdes a serem analisadas cautelosamente em seringas
plésticas de 1,0 mL, de modo a evitar a formagao de bolhas durante o processo de
transferéncia da amostra para seu interior. A seringa foi preenchida de maneira que esta
atingisse a altura de 30 mm. Adaptou-se a seringa de modo que, presa por garra,
permanecesse na posi¢cdo vertical, assim como mostra a Figura 4, encaixada em suporte
metdlico e com a prova encostada com o &mbolo. Com uma velocidade constante de 2,0
mm/s e ao longo de uma distancia de 30 mm, a prova foi movimentada para baixo.

Durante a compressido do émbolo (for¢cando a saida da amostra), foi determinada
a resisténcia por meio do calculo da drea sob a curva forca versus distancia. Todas as

medidas foram realizadas a 25 °C e em triplicata.
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Figura 4 - Fotografia do dispositivo adaptado na utilizacio da determinacio do trabalho de seringabilidade.

4.2.5.8. Andlise microcalorimétrica das dispersoes de poloxamer

As medidas microcalorimétricas foram conduzidas em equipamento Nano-DSC
TA Instruments em taxa de aquecimento igual a 1°C/min na faixa de varredura de 0-60°C.
As curvas representaram o perfil térmico da dispersdo de poloxamer. As concentragdes
das dispersdes de poloxamer testadas foram de 0,50%, 0,75%, 1%, 10% e 15%. A
corre¢do da linha base foi feita subtraindo-se um termograma contendo apenas agua,
obtido sob condi¢des idénticas. Os termogramas foram entdo tratados utilizando-se
software NanoAnalyze para obtencdo dos parametros termodindmicos relacionados a

transi¢cao da dispersao de polimero.

Jéssica Bernegossi




46
Materiais e Métodos

4.3. Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram analisados estatisticamente pelo teste One-
way ANOVA com pos-teste de Tukey, sendo este com nivel de significancia de 0,01%.

O software utilizado para processar os dados foi o Graph Pad Prisma®, versdo 5.01, 2007.

4.4. Ensaios Microbiolégicos

Iniciaram-se os ensaios microbiol6gicos com o preparo do biofilme oral in vitro
para posterior observacao da acdo do peptideo KSL-W em solu¢do e também incorporado

na formulagdo.

4.4.1. Preparo do biofilme salivar multiespécie

Para a formag¢do do biofilme multiespécie salivar foi preparado o meio de cultura
agar triptona de soja enriquecido com menadiona € hemina (ambas a 0,0005%); em
seguida, foi transferido assepticamente 150 uLL em cada pogo da placa estéril de 96 pocos,
todos devidamente estéreis. Em seguida, adicionaram-se 150 uLL de uma mistura de saliva
com meio de cultura caldo enriquecido (1:1). A saliva foi coletada no periodo da manha,
de voluntédrios doadores os quais foram orientados a ndo realizarem a escovagdo dos
dentes antecedente a coleta e que mantivessem o jejum matinal, conforme CEP com
nimero de parecer aprovado n° 423.890. Apds o preparo a placa de 96 pogos foi mantida
em ambiente microaerdfilo, na temperatura de 37°C por 7 dias, sendo realizada a
substitui¢do do sobrenadante em dias alternados, com 100 pL de caldo triptona de soja
enriquecido com menadiona e hemina, ambas a 0,0005% (FONTANA et al., 2009) de
maneira cuidadosa, de modo que ndo ocasionasse o descolamento do biofilme em cultivo

do égar.
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4.4.2. Execucdo da andlise microbiologica do peptideo KSL-W frente ao

biofilme multiespécie salivar

Ap6s os 7 dias do preparo do biofilme, retirararam-se 150 uL de sobrenadante e
adicionaram-se 150 pL das amostras a serem testadas formulacdes 28-1% com o
peptideo, nas concentragdes 0,50 mg/mL, 0,75 mg/mL e 1 mg/mL. Testou-se nas mesmas
concentragdes, o peptideo em solucdo aquosa (0,50 mg/mL, 0,75 mg/ mL e 1 mg/mL),
também apenas a formulacdo 28-1% sem peptideo, o controle positivo (sendo apenas a
mistura da saliva com o meio de cultura caldo enriquecido) e o controle negativo

(gluconato de clorexidina 1,2 mg/mL), sendo representado pela Figura 5.

Figura 5- Esquema do preparo do biofilme e execucio da andlise microbiolégica.
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Depois de 4 dias, aspirou-se o sobrenadante e fez-se dilui¢des seriadas com o
préprio meio de cultura em caldo, até atingir a concentracdo de 10! UFC/mL, que foi
entdo plaqueado 150 uL em placa de Petri contendo dgar triptona de soja enriquecido com
menadiona e hemina (ambas a 0,0005%), com o auxilio de al¢a de Drigaslki. As placas
foram preparadas em duplicatas e permaneceram durante 24 horas em temperatura de 37°,
como demostrado na Figura 6. Apds, fez-se a contagem das coldnias crescidas em cada
placa, a qual foi feito a média das duplicatas e calculou-se a porcentagem os valores,

considerando como 100% o valor obtido do controle positivo.

Figura 6 - Esquema da continuagdo da execu¢do da andlise microbioldgica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese do peptideo KSL-W

Ap6s o processo de sintese, foi obtido o peptideo na forma bruta, o qual apresentou o

perfil cromatografico ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Perfil cromatografico do peptideo bruto obtido no tempo 0-30 minutos.
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Na Figura 7, pode-se observar um pico intenso referente ao material de interesse,
que necessita ser purificado para eliminacdo dos picos menores que sao interferentes

indesejaveis.

5.2. Purificacao do peptideo KSL-W bruto

Depois que o peptideo bruto foi purificado utilizando cromatégrafo analitico,
sendo fracionadas as por¢des de interesse e coletadas em tubos de ensaio, utilizando o
método de gradiente de acetonitrila de 20 a 50% (sistema contendo TFA). Os tubos com

as porcoes que continham o material puro foram agrupados (processo de corte) e
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liofilizados, obtendo-se o peptideo com grau de pureza de 96%, com o rendimento de 13
mg. A Figura 8 apresenta o perfil cromatografico do peptideo purificado.

Sao necessdrios que peptideos com inten¢des de uso clinico ou uso em produtos
de consumo alimentar apresentem purezas iguais ou superiores a 95% (MACHADO et

al., 2004).

Figura 8 - Perfil cromatografico do peptideo KSL-W puro.
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5.3. Determinacao da relacao massa/carga (m/z)

Apés a purificacdo, fez-se a caracterizacio do KSL-W puro, que apresenta a
sequéncia NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Trp- Val- Lys- Phe- Lys -COO" e massa
molecular tedrica de 1308,7 g/Mol. A caracterizacgdo foi realizada por espectrometria de
massas. Obtiveram-se as seguintes relacdes de massa/carga (m/z) as quais estao expressas

no espectro da Figura 9.
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Figura 9 - Espectro de massas do peptideo KSL-W puro.
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Os valores de relac@o m/z obtidos comprovaram que o produto obtido € o peptideo

em questdo.

54. Desenvolvimento das formulacoes

5.4.1. Construcdo dos diagramas de fases terndrios

A partir da combinacdo de diferentes componentes, pode-se obter a formacao de
diferentes tipos de agregados. O diagrama terndrio € uma ferramenta aplicada para
avaliagdo do comportamento da mistura a unido e formagdo de sistemas. Ele tem a forma
de tridngulos equildteros, demarcando eixos que fixam valores correspondentes aos
componentes a serem utilizados na forma¢ao de um determinado sistema. Usualmente
este valor € representado como porcentagem de peso total da formulacdo; desta maneira,
completa-se em cada vértice 100% do componente em uso.

Elaboraram-se trés diagramas de fases terndrios, sendo diferenciados apenas na
fase aquosa, utilizando diferentes concentracdes de dispersao de poloxamer 407 (0,50%,
0,75% e 1%), objetivando a observagao de possiveis alteragdes nos sistemas. Como fase
oleosa e tensoativo, utilizou-se dcido oleico e Procetyl® AWS (4lcool cetilico etoxilado e
propoxilado), respectivamente. Os diagramas obtidos foram comparados com diagrama
empregando dgua como fase oleosa, Figura 10(a), o qual foi obtido por Calixto (2013).

Os sistemas foram avaliados e caracterizados macroscopicamente, facilitando a
determinag¢do dos pontos de maior interesse. Visualmente foram classificados como:

cristais liquidos (CL) - formulacOes viscosas e transparentes; microemulsdes (ME) -
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formulacoes fluidas e transparentes; emulsdes (EM) - formulagdes com coloragio branca
independente da fluidez; separacdo de fases (SF) — formulacdes que apresentaram
qualquer tipo de alteragdo quanto a homogeneidade.

Pode-se observar na Figura 10 o segundo diagrama (b) construido com &cido
oleico, Procetyl® AWS e dispersio de poloxamer 407 a 0,5%. Nele nota-se que em
concentracdes abaixo de 50% de tensoativo houveram muitas formulagdes que separaram
de fase. No mesmo diagrama observou-se a formacdo de emulsdes na faixa entre 5-35%
de tensoativo e de 10 a 60% de fase oleosa. Constatou-se também uma considerdvel regido
de microemulsao a partir de 35% de tensoativo, com valores abaixo de 20% de dispersao
de poloxamer (0,50%) e com fase oleosa abaixo de 50%.

Ja nas concentragdes de 40-80% de tensoativo, 20-55% de dispersao de polimero
e abaixo de 30% de fase oleosa obteve-se regido de cristais liquidos. Logo, observou-se
que para concentracdes acima de 35% de tensoativo, maiores propor¢des de fase aquosa
e menores propor¢des de fase oleosa, as regides alteraram de microemulsdo para sistema

liquido-cristalino.
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No terceiro diagrama (c), formado com propor¢des de dcido oleico, Procetyl e
dispersao de poloxamer 407 a 0,75%, constatou-se o mesmo perfil que o segundo
apresentado na Figura 10 (b), ou seja, o aumento na concentra¢do de polimero disperso
na fase aquosa (de 0,50% para 0,75%) ndo ocasionou alteracdes nas regides obtidas de

cristais liquidos, microemulsdes, emulsdes e separacoes de fases.

Jano diagrama com 1% de dispersdo de poloxamer na fase aquosa apresentado na
Figura 10 (d), observou-se algumas sutis alteracdes comparado aos diagramas anteriores,
como a diminui¢do da regido de sistemas emulsionados para separacdo de fases na
concentragdo de 45-65% de fase oleosa. Houve também um leve aumento na obtengdo de
CL ao aumentar a concentracdo de fase aquosa (de 55% para 65%). Neste diagrama,
observam-se regides similares as obtidas para os diagramas (b) e (c), como ja relatado por
Carvalho (2009), que pioneiramente construiu diagrama com dcido oleico (fase oleosa),
Procetyl® AWS (tensoativo) e dgua (fase aquosa), observado que a formacdo de
microemulsdes se deu com concentragdes abaixo de 45% de dgua, juntamente com quase

todo o eixo do tensoativo e do dleo.

Pode-se observar entdo que a substituicdo da dgua por dispersdes de poloxamer
407 como fase aquosa causou mudancas no perfil de obtencdo dos sistemas, o que pode
ser claramente visto nos diagramas apresentados nas Figuras 10 (b), (¢) e (d), nos quais
observou-se a formagdo de sistemas microemulsionados com concentragdes de fase
aquosa abaixo de 20%, tensoativo acima de 35% e fase oleosa abaixo de 45%. J4 sem a
adicdo de poloxamer 407 na fase aquosa, Calixto (2013) constatou sistemas
microemulsionados nas regides de 0-40% de fase aquosa, 0-90% de fase oleosa e acima
de 10% de tensoativo. Dominios de cristais liquidos foram observados nas regides com
fase aquosa entre 25-75%, tensoativo também entre 25-75% e fase oleosa abaixo de 0-
30%. Observando esses dados, podemos detectar a alteragdo causada pelo poloxamer 407,
o qual foi responsavel pela diminui¢do dos dominios de sistemas microemulsionados
quando comparados ao sistema com apenas dgua na fase aquosa. Essa diminui¢do da
regido microemulsionada passou a pertencer a regidoes de sistemas liquido-cristalinos,
talvez pelo motivo do poloxamer 407 apresentar propriedade de tensoativo, organizando-

se em predominio de regides mais estruturadas.
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5.5. Caracterizacao fisico-quimica

5.5.1. Microscopia de luz polarizada

Nesta técnica utiliza-se o microscépio de luz polarizada, o qual € equipado com
dois filtros de polariza¢do, um condensador que permite que todo o feixe de luz propagado
se conduza a uma sé direcdo e um analisador, que reconhece a propagacdo ficando
proximo a ocular (CARVALHO, 2009).

Quando sdo analisadas amostras birrefringentes, este microscopio fornece
informacdes quanto a sua estruturacdo. Portanto, se esta for capaz de alterar o plano de
luz polarizada, ela é caracterizada como anisotrdpica; caso isso no aconteca, a amostra
€ considerada isotropica, ou seja, ela ndo ocasiona a alteragdo do plano de luz polarizada.

As estruturas observadas quando se tem campo anisotropico, como estrias e cruzes
de malta, sao denominadas como hexagonais e lamelares, respectivamente, enquanto que
as mesofases ctibicas e microemulsdes sdo isotropicas, visualizadas como campo escuro
(CALIXTO, 2013).

Esta técnica tem sido cada vez mais usada, pela facilidade e rapidez na obtengao
de resultados, na caracteriza¢ao de unidades como lamelas, estrias (indicativo de sistemas
liquido-cristalinos) e também sistemas como agregados de micelas e microemulsdes
(CHORILLI, 2007).

Estdo representadas nas Figuras 11 a 22 as fotomicrografias das formulacoes

selecionadas, capturadas em lente com aumento 20 vezes.
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Figura 11 - Fotomicrografia da formulagdo 27- Figura 12 - Fotomicrografia da formulagdo 28-

0,50%. 0,50%.

Figura 13 - Fotomicrografia da formula¢do 29- Figura 14 - Fotomicrografia da formulacdo 30-

0,50%. 0,50%.

Jéssica Bernegossi




57
Resultados e Discussao

Figura 15 - Fotomicrografia da formulacdo 27- Figura 16 - Fotomicrografia da formulagdo 28-

0,75%. 0,75%.

Figura 17 - Fotomicrografia da formulacdo 29- Figura 18 - Fotomicrografia da formulagdo 30-

0,75%. 0,75%.
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Figura 19 - Fotomicrografia da formulacdo 27- Figura 20 - Fotomicrografia da formulagdao 28-

1%. 1%.

Figura 21 - Fotomicrografia da formulacdo 29- Figura 22 - Fotomicrografia da formulagdo 30-

1%. 1%.

Classificaram-se sistemas que apresentaram estruturas em forma de cruzes de
malta, como os das Figuras 11, 12, 15, 16, 19 e 20, correspondentes as formulacdes 27-
0,50%, 28- 0,50%, 27- 0,75%, 28- 0,75%, 27- 1% e 28- 1%, respectivamente, como
mesofases liquido-cristalinas lamelares.

Ja as Figuras 13, 14, 17, 18, 21 e 22 que apresentam fotomicrografias relacionadas
as formulagdes 29- 0,50%, 30- 0,50%, 29- 0,75%, 30- 0,75%, 29- 1% e 30- 1% revelaram
que sob o plano de luz polarizada estas formula¢des ndo desviaram a luz, ou seja, sdao
isotropicas, sugerindo a formacdo de microemulsdes, uma vez que visualmente

apresentaram-se nao tao viscosas.
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Observa-se que ao se adicionar maiores concentracdes de fase aquosa nas
amostras que se apresentavam como isotropicas, as formulagdes passaram por uma
estruturacdo mais organizada, apresentando-se como sistemas com mesofases liquido-

cristalinos.

5.5.2. Espalhamento de raio X a baixo dngulo (SAXS)

Apesar da técnica de microscopia de luz polarizada apresentar algumas facilidades
como rapidez na obtencao de resultados e maior acessibilidade, a técnica mais apropriada
para a identificacao de cristais liquidos € o espalhamento de raios-X a baixo angulo (termo
em inglés Small-Angle X-Ray Scattering - SAXS) (MANAIA, 2012).

A técnica revela o espalhamento dos raios-X em angulos de 6 menor 10°, os quais
equivalem a distancias interplanares com dimensdes nanométricas, possibilitando a
caracterizagdo dos sistemas pela definicdo de tamanho médio e distancia entre os objetos
espalhadores. Sendo assim, esta técnica € utilizada para detectar estruturas cristalinas,
goticulas, micelas ou mesmo avaliar a estrutura de objetos espalhadores desordenados
(CARVALHO, 2009; CALIXTO, 2013).

Para estruturas hexagonais e lamelares, as posi¢des relativas dos picos de difragdo
sdao semelhantes, diferenciando-se apenas pela presenca de um pico entre o primeiro € o
segundo da fase lamelar para a estrutura hexagonal. A relacdo destes picos respeita a
equagdo q =n 2 1/ d, em que para a fase lamelar on = 1, 2, 3... e para a fase hexagonal o
n=1,3,4,7,9, 12 (FERREIRA, 2011). Sistemas isotrépicos (cristais liquidos de fase
cubica), por sua vez, obedecem a relacao V2:43:V8:9 (YARIV et al., 2010). Para
sistemas micelares e microemulsoes, € possivel observar um amplo pico devido a baixa
correlacdo espacial 3 D (FORMARIZ et al., 2007).

As Figuras 23 a 26 mostram as curvas das intensidades de espalhamento em
funcdo do vetor de espalhamento q. Na Tabela 2, estdo expostos os valores de

espalhamento gmax, periodicidade lamelar das formulacdes liquido-cristalinas.
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Figura 23 - Avaliagao estrutural das amostras 27_0,5%, 27_0,75% e 27_1% por SAXS.
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Figura 24 - Avaliacdo estrutural das amostras 28_0,5%, 28_0,75% e 28_1% por SAXS.
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Figura 25 - Avaliagdo estrutural das amostras 29_0,5%, 29_0,75% e 29_1% por SAXS.

0,1 4

0,01

1E-3 H

I{q) unidades arbitrarias

29 _0,5%
—129_0,75%
——29 1%

0,1 0,2 0,3 0,4

q(&h

Figura 26 - Avaliagdo estrutural das amostras 30_0,5%, 30_0,75% e 30_1% por SAXS.
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Tabela 2 - Valores de qmax (A) e razdo entre as distancias interplanares das formulagdes selecionadas.

Formulacio Qmax1 Qmax2 (max3 d2/d1 da/d1 Estrutura
27_0,5% 0,07 0,15 0,24 2 3 Lamelar
27_0,75% 0,07 0,15 0,24 2 3 Lamelar
27 1% 0,08 0,16 0,24 2 3 Lamelar
28_0,5% 0,07 0,15 0,24 2 3 Lamelar
28 _0,75% 0,07 0,15 0,24 2 3 Lamelar
28_1% 0,08 0,16 0,24 2 3 Lamelar
29 0,5% 0,08 - - - - -
29 0,75% 0,08 - - - - -
29 1% 0,08 - - - - -
30_0,5% 0,04 0,12 - 3 - -
30_0,75% 0,04 0,12 - 3 - -
30_1% 0,04 0,12 - 3 - -

De acordo com as curvas representadas pelas Figuras 23 e 24, e também pelos
valores expostos na Tabela 2, mesofases das estruturas liquido-cristalinas do tipo lamelar
foram observadas.

Na Figura 25, observa-se para a formulagao 29 (0,50%, 0,75% e 1%) e também
na Figura 26 para a formulacao 30 (0,50%, 0,75% e 1%), a presenca de um ombro apos
0 pico largo e pouco intenso, apresentando assim um perfil de transi¢ao, evoluindo para
sistemas mais estruturados. Dessa forma, embora os resultados de MLP sugiram que as
formulagdes F29 e F3, nas trés concentragdes de dispersdes poliméricas de poloxamer
como fase aquosa, tratam-se de microemulsdes, as medidas de SAXS ndo permitiram esta
conclusdo.

Calixto (2013) realizou a anélise de SAXS de amostras com a mesma composi¢ao,
exceto a fase aquosa, a qual utilizou-se apenas dgua, e observou que ao se adicionar
maiores quantidades de fase aquosa os sistemas transitaram de microemulsdes para
sistemas liquido-cristalinos mesofases hexagonal. O fato de ter adicionado o poloxamer
407 na fase aquosa, pode sugerir uma modificacdo na estruturacdo nos sistemas deste
trabalho, uma vez que apresenta fungdes como a de co-tensoativo, podendo assim ter se

reorganizado em fases lamelares.
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5.5.3. Anadlises reoldgicas

5.5.3.1. Andlise reologica continua

A andlise reoldgica continua permite o estudo do comportamento de fluxo que o
material em andlise apresenta quando este sofre uma determinada tensdo (SAVIC et al.,
2011).

O que define o comportamento de fluxo do material estudado € a correlagdo entre
a tensao de cisalhamento e a taxa de cisalhamento, que € representada graficamente em
diagramas denominados de curvas de fluxo. Essas curvas sdo reflexo de duas etapas do
estudo, no qual o aumento da taxa de cisalhamento € revelado pela curva ascendente e a
diminui¢do da taxa de cisalhamento € representada pela curva descendente (PESTANA,
2009; SCHRAMM, 2006).

A partir deste experimento, classifica-se pela observacdo da curva ascendente, o
material em andlise, como newtoniano ou ndo newtoniano. Posteriormente, caso seja nao
newtoniano, o material pode ser classificado ainda como pseudopléstico, plastico ou
dilatante. Quanto a curva descendente, os materiais podem ser diferenciados em
tixotrépicos ou repéticos (CALIXTO, 2013).

Os materiais ndo-newtonianos com comportamento plastico apresentam a
necessidade de uma forga prévia para iniciar o processo de tensdo de cedéncia. Os com
comportamento pseudopldstico formam um reograma onde a curva, igualmente como 0s
fluidos newtonianos, tem como origem o zero; entretanto, a relacdo entre a taxa de
cisalhamento e a velocidade de cisalhamento ndo sdo lineares, ou seja, ao se aumentar a
velocidade de cisalhamento, diminui-se a viscosidade. Os fluidos ndo newtonianos com
comportamento dilatante € o inverso do pseudopldstico, ou seja, ao se aumentar a
velocidade de cisalhamento, observa-se aumento da viscosidade (LAHOUD e CAMPOS,
2010).

Os fluidos classificados como newtonianos exibem a velocidade de cisalhamento
diretamente proporcional a tensdo de cisalhamento submetida, ou seja, a sua viscosidade
apresenta-se constante (LAHOUD e CAMPOS, 2010).

E desejdvel que as formulagdes para liberagio modificada de formacos em bolsas
periodontais apresentem algumas caracteristicas peculiares, como fluxo do tipo

pseudopléstico e viscosidade que permita a facil aplicacdo com o uso de seringas e
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supostas agulhas. Deseja-se também que demonstrem um certo grau de tixotropia, de
modo que ocorra apds aplicacao, uma rapida reestruturagao (NUNES, 2012; BRUSCHI;
FREITAS, 2005).

As andlises reoldgicas foram realizadas em trés temperaturas, objetivando simular
as condi¢des possiveis de armazenamento (5 °C e 25 °C) e de aplicacdo em bolsa
periodontal (37 °C), além de permitirem a observagao do comportamentos dos sistemas
com as concentragdes crescentes de dispersao de poloxamer.

O poloxamer, que € um tensoativo com afinidades hidrofilicas, demonstra também
um comportamento gelificante termo dependente reversivel, o que pode ser usado como
uma oportunidade de aplicagdo do sistema ainda liquido, podendo obter posterior
gelificacdo in situ (DOMINGOS, 2012; ESPOSITO et al., 1996).

Como pode ser observado nas Figuras 27 a 38, as concentracdes crescentes de
poloxamer utilizadas (0,50%, 0,75% e 1%) ndo ocasionaram alteracdes no
comportamento reolégico, ou seja, nao se observou diferencgas nos perfis das curvas para
as formulacdes testadas (27, 28, 29 e 30).

Jones e colaboradores (2009) utilizaram concentracdes de poloxamer 407 entre
10, 15 e 20% em sistemas monopoliméricos e constataram em anélises reoldgicas de
cisalhamento continuo, utilizando as temperaturas de 5 e 37° C, que o comportamento de
fluxo foi dependente tanto da concentracdo de polimero quanto da temperatura. Com
concentragdes de 15 e 20% de poloxamer 407 em ambas temperaturas, os autores
observaram comportamento pseudopldstico, enquanto que para a dispersao com 10%,
observou-se comportamento newtoniano.

Pelas Figuras 27, 28 e 29, relacionadas a amostra 27 nas concentracdes de 0,50%,
0,75% e 1% de poloxamer, observou-se que elas apresentaram-se nao newtonianas, do
tipo pseudopldasticas, com curvas descendentes do tipo tixotrépicas tempo dependentes.
Observa-se que em temperatura de 5 °C, houve uma maior drea de histerese comparado

as demais temperaturas.
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Figura 27 - Reograma da formulagdo 27- 0,50% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.

Tens&o de cisalhamento (Fa)

Figura 28 - Reograma da formulagdo 27- 0,75% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 29 - Reograma da formulagdo 27- 1% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Os reogramas relacionados a amostra 28 (com concentracdes de 0,50%, 0,75% e
1% de poloxamer), dispostos nas Figuras 30, 31 e 32, demonstraram o mesmo
comportamento que o observado para a amostra 27, com concentracoes de 0,50%, 0,75%
e 1% de poloxamer, ou seja, se comportaram como fluidos ndo newtonianos, do tipo
pseudopléstico, com curvas descendentes do tipo tixotrépica tempo dependente. Porém,
observou-se diminui¢d@o na drea de histerese das formulagdes, revelando que o retorno a
reestruturacdo acontece de maneira mais rapida, o que € desejado para a aplicagdo
proposta.

Ja os reogramas relacionados a amostra 29 (com concentracdes de 0,50%, 0,75%
e 1% de poloxamer), conforme mostrado nas Figuras 33, 34 e 35, revelam que as amostras
apresentaram o mesmo perfil de comportamento entre si, mostrando que em temperatura
de 5 °C em suas curvas ascendentes, foram caracterizadas como newtonianas, ou seja, nao
apresentaram nenhum tipo de alteragao conforme o aumento da taxa de cisalhamento.
Ainda na temperatura de 5 °C, nas suas curvas descendentes, apds o término da aplica¢do
da taxa de cisalhamento, houve um aumento da viscosidade, evidenciado por seu retorno
acima da curva ascendente no sentido anti-horario da curva. Em experimentos realizados

por Pestana (2009) em temperatura de 25°C, as microemulsdes estudadas com 17% de
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fase oleosa apresentaram o mesmo perfil de comportamento, ou seja, apresentaram-se
newtonianas, com curvas descendentes do tipo anti-tixotrépico.

Os reogramas relacionados a amostra 30 para as diferentes concentracOes de
poloxamer sdo exibidos nas Figuras 36, 37 e 38. De igual forma, obteve-se sistemas
newtonianos para todas as temperaturas em todas as concentragdes, inclusive na
temperatura de 5 °C. Isso mostra que o sistema nao sofre nenhuma intervengao sofre a
imposi¢ao e a retirada da taxa de cisalhamento.

Foi possivel detectar a influéncia da 4gua em todas as formulacdes (27, 28, 29 e
30), independente da concentracdo do poloxamer na dispersdo. Este evento pode ser
observado nos reogramas em todas as temperaturas, de modo que as amostras foram
necessitando de uma tensdo de cisalhamento mais elevada para haver a alteracdo da
viscosidade ao passo que foi se aumentando a concentragdo da fase aquosa no sistema.

O mesmo fato foi observado por Carvalho e colaboradores (2011), que
observaram o mesmo perfil em reogramas obtidos com sistema constituido por Procetyl
AWS, acido oleico e dgua, porém esta evidéncia foi mais sutil. Os autores detectaram que
nas amostras com menores concentracdes de dgua, menores tensdes de cisalhamento
foram necessdrias, de maneira que a tensdo foi aumentada conforme o aumento da

propor¢do de fase aquosa.
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Figura 30 - Reograma da formulagdo 28- 0,50% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 31 - Reograma da formulagdo 28- 0,75% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 32 - Reograma da formulagdo 28- 1% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 33 - Reograma da formulacdo 29- 0,50% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 34 - Reograma da formulagio 29- 0,75% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 35 - Reograma da formulagdo 29- 1% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 36 - Reograma da formulagio 30- 0,50% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 37 - Reograma da formulagio 30- 0,75% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Figura 38 - Reograma da formulagdo 30- 1% nas temperaturas de 5, 25 e 37 °C.
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Observando os reogramas apresentados nas Figuras 27 a 38, reafirma-se os

comportamentos observados pela lei das poténcias, descritas pela equacéo 1:

]

(Equagdo 1)

~
I
e
H
-
e

em que k é um parametro relacionado a consisténcia (indice de consisténcia) e n € o indice
de escoamento. Neste modelo, n > 1 representa um fluido dilatante, n < 1 representa fluido
pseudopléstico, e n = 1 fluido newtoniano (CARVALHO, 2009).

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores de n e K de todas as formulacdes
selecionadas em todas as condi¢des de temperatura para a comparagdo quanto a

classificacao dos reogramas.
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Tabela 3 - Indice de escoamento (1) e indice de consisténcia (K) dos sistemas selecionados em todas as
condicdes de temperatura de armazenamento.

Formulacdes 5°C 25°C 37°C
n K n K n K
27- 0,50% 0,146 591,159 0,443 24,769 0,512 6,738
27-0,75% 0,258 363,775 0,426 21,658 0,503 7,584
27-1% 0,254 306, 529 0,357 27,495 0,508 7,294
28- 0,50% 0,445 37,271 0,565 8,633 0,350 14,825
28- 0,75% 0,444 40,895 0,431 17,334 0,635 3,610
28- 1% 0,418 47,273 0,440 17,325 0,616 3,690
29- 0,50% 0,894 11,142 0,995 0,289 0,990 0,144
29- 0,75% 0,909 7,968 0,992 0,263 0,987 0,120
29-1% 1,015 4,177 0,993 0,378 0,986 0,150
30- 0,50% 0,994 0,514 0,987 0,092 0,988 0,077
30- 0,75% 0,973 0,704 0,994 0,166 0,988 0,079
30- 1% 0,986 0,668 0,994 0,167 0,983 0,083

Nota-se que para as formulacdes 27 e 28, em todas as concentragdes de poloxamer,
na temperatura de 5 °C, os valores de n apresentaram-se todos menores que 1,
concordando com a interpretagdo feita utilizando seus respectivos reogramas. Observa-se
também que a medida em que se acrescentou maiores concentragdes de fase aquosa,
obteve-se maiores valores de indice de consisténcia.

Quando o ensaio foi realizado na temperatura de 25 °C, as formulacdes 27- 0,50%,
27-0,75%, 27-1%, 28-0,50%, 28-0,75% e 28-1% apresentaram os valores de n entre 35 a
56, observando que quanto maior a concentracdo de dgua adicionada aos sistemas,
maiores os valores de K, o qual podemos correlacionar com a viscosidade dindmica
mostrando maior estruturacdo dos sistemas. J4 as amostras 29- 0,50%, 29- 0,75%, 29-
1%, 30- 0,50%, 30- 0,75% e 30- 1% mostraram —se como newtonianas ao apresentarem

valores de muito préximos de n = 1. Tal caracteristica € condizente com sistemas
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caracteristicos aos de microemulsdes, uma vez que nao apresentam nenhuma estruturagao
para ser desorganizada (IZQUIERDO et al., 2013).

Quando o ensaio foi realizado na temperatura de 37 °C, observou-se as mesmas
caracteristicas observadas para a temperatura de 25 °C, ressaltando que os valores de K
diminuiram, o pode sugerir a influéncia da temperatura quanto a viscosidade dinamica,
ou seja, quanto maior a temperatura menor a viscosidade.

Bruschi (2006) realizou analise de dispersdes de poloxamer 407 nas concentragdes
de 10, 15 e 20%, as temperaturas de 5, 25 e 37°C, e observou que, ao passo que se
aumentava a temperatura, os valores de indice de consisténcia (K) das concentracdes de

15 e 20% também aumentavam, exceto da dispersao de 10% de polimero.

5.5.3.2. Andlise reologica oscilatoria

A andlise reoldgica oscilatoria investiga as propriedades viscoeldsticas e materiais
das formulacdes, o que traz informag¢des quanto a natureza estrutural do sistema, implicando
diretamente no desempenho da formula¢do (RAO, 1992; SCHRAMM, 2006).

Essa informacao é obtida através da andlise do médulo elastico (G’) e do médulo
viscoso (G’’) obtidos nesse ensaio. O mddulo eldstico, G’, é denominado médulo de
armazenagem, representando tanto a energia armazenada durante a deformagdo quando a
tensdo aumenta, quanto a energia liberada quando a tensdo é relaxada. J4 o médulo viscoso
G’’ € o elemento viscoso que ndo pode armazenar energia, pois a tensdo aplicada se dissipa
na forma de deformacio irreversivel (PENZES er al., 2004). Pode-se também calcular o
modulo de cisalhamento dinamico viscoso ou de perda (G”), que indica o caréter liquido
do material (BONTORIN, 2009).

As Figuras 39 a 50 e na Tabela 4 exibem evolucido temporal dos médulos de

armazenagem (G’) e perda (G™’).
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Figura 39 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 27- 0,50% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 40 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 27- 0,75% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 41 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 27- 1% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 42 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G*’ (tridngulos) em funcdo

da frequéncia para a amostra 28- 0,50% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 43 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 28- 0,75% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 44 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 28- 1% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 45 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 29- 0,50% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 46 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G’ (tridngulos) em fungdo

da frequéncia para a amostra 29- 0,75% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 47 - Variacido do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G*’ (tridngulos) em funcdo

da frequéncia para a amostra 29- 1% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 48 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G*’ (tridngulos) em funcdo

da frequéncia para a amostra 30- 0,50% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 49 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G*’ (tridngulos) em funcdo

da frequéncia para a amostra 30- 0,75% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Figura 50 - Variacdo do médulo de armazenagem G’ (circulos) e de perda G*’ (tridngulos) em funcdo

da frequéncia para a amostra 30- 1% em 3 temperaturas (5, 25 e 37 °C).
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Tabela 4 - Valores G’ e G*’ do teste oscilatério para todas as formulacdes selecionadas a 5 °C, 25 °C e 37

°C.
Formulacdes 5°C 25°C 37°C
G’ (Pa) G”’ (Pa) G’ (Pa) G” (Pa) G’ (Pa) G”’ (Pa)
27- 0,50% 7469,5 3284 338,33 114,1 124,45 49,43
27-0,75% 5713 3551,67 363,83 139,06 220,33 95,00
27-1% 5084,33 2835 370,56 140,4 190,98 98,64
28- 0,50% 502,66 179,73 376,58 99,89 482,33 106,39
28- 0,75% 582,83 282 302,74 102,63 301,49 80,53
28- 1% 502,26 186,46 263,05 101,41 342,56 109,12
29- 0,50% 4,99 16,28 0,07 5,28 0,25 2,43
29- 0,75% 98,25 100,06 0,15 2,89 5,49 8,87
29-1% 42,30 36,16 0,14 3,44 0,29 2,49
30- 0,50% 0,50 3,07 0,15 2,37 5,48 6,59
30- 0,75% 0,15 1,88 0,26 1,64 0,31 1,28
30- 1% 0,11 1,16 0,18 1,65 0,30 1,36

As formulacdes 27, para todas as concentracdes de dispersdo de poloxamer
(0,50%, 0,75% e 1%) apresentaram predominantes caracteristicas de formulacdes
elasticas, uma vez que em toda faixa de frequéncia estudada, estes obtiveram valores do
modulo de armazenagem (G’) superiores ao de perda (G’’), em todas as temperaturas,
sendo que em 5° C os valores de G’ e G’ foram maiores que em 25°C, que por sua vez
foram maiores que em 37°C.

Ja para as formulagdes 28-0,50%, 28-0,75%, e 28-1%, pode-se observar que
também os valores do médulo de armazenagem (G’) foram superiores aos de perda (G’’)
em todas as temperaturas, porém, diferentemente das amostras 27, os valores de G’ ¢ G’
foram mais préximos entre si, independente da concentragao do polimero.

Comparando as formula¢cdes com maiores quantidades de dgua (27 e 28) com as
29 e 30 (menores quantidades de dgua), independente da temperatura analisada, pode-se
observar que os valores de G’ foram maiores que de G’ para as formulagdes 27 e 28,
quanto que para as formulacdes 29 e 30 os valores de G’ foram maiores que de G,

mostrando claramente a interferéncia da 4gua na estruturacao destes sistemas.
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Para a formulagdo 29 com as concentracdes de 0,75% e 1% de dispersao
polimérica, em todas as temperaturas (5, 25 e 37 °C) observou-se valores de médulo de
perda (G’’) superior ao de armazenagem (G’). Estes dados apontam que estas formulagdes
apresentam predominantemente comportamento viscoso, sinalizando sistemas pouco
organizados. Calixto (2013) realizou a andlise com formula¢des contendo o mesmo
tensoativo, fase oleosa e as mesmas proporcdes de fase aquosa com diferentes tipos de
polimeros em 37°C e também obteve o mesmo perfil entre os mdodulos elastico e viscoso.
Apenas houve uma inversdo na razdo entre os modulos quando estas amostras foram
expostas a temperatura de 5 °C, na qual apresentaram predominio do médulo eldstico,
provavelmente revelando possivel mudanga na estruturagao do poloxamer 407, polimero
que € termo-responsivo.

A formulagado 30 (com 0,50%, 0,75% e 1% de dispersdo polimérica) demonstrou
também o mesmo comportamento que a formulacao 29, exceto na temperatura de 5 °C, a
qual permaneceu com 0 mesmo comportamento das outras temperaturas.

Foi possivel observar também que para todas as formulagdes, as concentragdes de
poloxamer ndo promoveram alteracdo no comportamento reoldgico, sendo que para as
amostras 27-0,50%, 27-0,75% e 27-1% nio se observou influéncia do aumento da
concentragdo do polimero, assim como entre as formulacdes 28, 29 e 30. Isto pode ser
devido a baixa concentracdo dos polimeros e/ou porque as concentracdes escolhidas

foram muito préximas entre si.

5.5.4. Anadlise do perfil de textura

Neste teste, obtém-se propriedades mecanicas das formulacdes, como dureza,
compressibilidade, adesividade e coesao, relacionadas ao seu perfil de textura.

Portanto, nesta técnica € possivel analisar a dureza, que € a resisténcia maxima a
deformacdo compressional, e a compressibilidade, que é o trabalho exigido para
comprimir o sistema. Logo, a dureza mostra a facilidade de aplicacdo, e a
compressibilidade a facilidade de espalhamento da formulagdo sobre a superficie
bioldgica administrada (JONES et al., 2009; CARVALHO, 2012; CALIXTO, 2013).

Para isso, as formulagdes selecionadas foram avaliadas quanto ao perfil de textura

exposto na Tabela 5.
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Tabela 5 - Propriedades mecanicas das formulacdes determinadas por meio de andlise de perfil de textura

a temperatura de 37°C.

Sistemas Compressibilidade Dureza Adesividade Coesao
(mN.s) (mN) (mN.s)

27 _0,5% 101,3 + 1,05 14,60 + 0,18 27,5 8,21 0,70 + 0,02

27_0,75% 102,47 £ 0,47 14,66 + 0,07 33,0+591 0,72 £ 0,02
27 1% 99,78 + 0,49 10,20 £ 0,10 10,28 £ 7,63 0,76 £ 0,05

28 _0,5% 190,16 £ 1,74 23,58 £ 0,16 98,6+ 11,97 0,60 + 0,02

28_0,75% 175,84 £2,42 26,32 +£0,14 79,33 £19,72 0,63 £ 0,03
28_1% 183,35 £ 1,68 28,76 + 0,17 104,25 + 16,39 0,63 + 0,04

29 0,5% - - - -

29 0,75% - - - -
29 1% - - - -

30_0,5% - - - -

30_0,75% - - - -
30_1% - - - -

Nao foi possivel realizar a anélise de perfil de textura para as formulagdes 29 e 30
em todas suas concentracdes de polimero na fase aquosa (0,50%, 0,75% e 1%), em virtude
da baixa viscosidade e do comportamento newtoniano, ndo conferindo resisténcia
mecanica a sonda analisadora de textura.

Ap6s a realizagdo do ensaio, realizou-se andlise estatistica pelo teste One-way
ANOVA com pés-teste de Tukey com nivel de significancia de 0,01%.

Quanto a adesividade, a formulacdo 28, com todas as propor¢des de polimero
mostrou valor superior ao da formulagcao 27, porém entre elas constatou-se que houve
apenas diferenca estatistica com nivel significancia maior que 0,01% entre os valores

obtidos da amostra 28-1%.
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5.5.5. Avaliagao in vitro da for¢a bioadesiva

No campo das Ciéncias Farmacéuticas, o termo bioadesdo € definido como a
condi¢do entre dois materiais, sendo sempre pelo menos um destes de origem bioldgica,
que permanecem unidos por um periodo de tempo, por meio de forgas interfaciais (GU et
al., 1988).

Na Tabela 6, sdo expostos os valores obtidos na realizagdo deste teste. De acordo
com esses dados, observa-se que houve a obtengdo de sistemas mais bioadesivos com a
adi¢do de maiores concentragdes de dgua (amostras 27 e 28 em diferentes concentracdes
de poloxamer). Porém, quando comparadas entre si, as amostras 27-0,50%, 27-0,75%,
27-1%, 28-0,50%, 28-0,75% e 28-1% nao apresentaram diferenca estatistica significativa,
demonstrando assim que a variacdo da concentra¢do de dispersdo de poloxamer (0,50%,
0,75% e 1%) nao foi suficiente para a observacdo desta possivel variagdo, da mesma
maneira, como nao houve diferenca estatistica significativa entre as amostras 29-0,50%,
29-0,75%, 29-1%, 30-0,50%, 30-0,75% e 30-1%.

Podemos observar também que a formulagdo sem a adi¢do de polimero também
apresenta certo grau de bioadesividade, intensificando o efeito almejado para sistemas de

liberacao modificada a serem aplicados via intrabolsa periodontal.
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Tabela 6 - Trabalho da forca bioadesiva (mN.s) das formulacdes. Os valores representam a média + desvio

padrio, a temperatura 37°C.

Sistemas Trabalho da forca bioadesiva
(mN.s)
27- sem poloxamer 10,40 + 3,84,
27- 0,50% 19,50 + 6,85,
27-0,75% 16,25 +2,87,
27-1% 15,25 + 1,50,
28- sem poloxamer 8,00 £ 1,87,
28- 0,50% 12,50 + 2,88,
28- 0,75% 18,00 + 2,64,
28- 1% 15,50 + 1,00,
29- sem poloxamer 5,25 +0,95,
29- 0,50% 3,80 £ 1,48y
29- 0,75% 5,50 £ 1,47
29-1% 5,25 1,04
30- sem poloxamer 9,50 + 1,73,
30- 0,50% 5,16 £2,13y
30- 0,75% 4,40 + 1,81y
30- 1% 7,40 1,81y

*Houve diferenca estatistica entre os valores obtidos entre grupo a e b, com o nivel significancia

maior que 0,01%.

5.5.6. Determinacdo do trabalho de seringabilidade

A obtencdo de menor for¢a necessdria para originar o fluxo e o trabalho de
extrusdo das formulacdes € importante no decorrer do desenvolvimento de novos
sistemas. A determinacdo do trabalho de seringabilidade visa antecipar a percep¢do de
possiveis dificuldades/facilidades quanto ao momento de aplicacio do sistema no
paciente.

Determinou-se a seringabilidade dos sistemas utilizando o analisador de texturas.

E conveniente que se analise as formulacdes a serem administradas via bucal, mais

especificamente dentro das bolsas gengivais, quando se faz o uso de seringas para tal
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administracdo (BRUSCHI, 2006). Na Tabela 7, pode se observar o trabalho necessario

para expelir cada formulagdo a partir da seringa sem agulha.

Tabela 7 - Trabalho de seringabilidade das formulacdes selecionadas a 25 °C.

Sistemas Trabalho de seringabilidade (N.mm)
27 _0,5% 22,81 +10,20
27 _0,75% 28,53 + 7,41
27 1% 41,53 £6,38
28_0,5% 23,51+ 10,18
28_0,75% 17,41 £8,33
28 1% 21,97 +7,86
29 0,5% 12,11 +£ 13,83
29 0,75% 18,64 £ 5,16
29 1% 27,81 +7,79
30_0,5% 14,02 + 1,28
30_0,75% 17,38 £ 3,69
30_1% 17,83 £5,97

* Cada valor representa a média + desvio padrdo de cinco réplicas.

Observa-se que o trabalho de seringabilidade foi maior nas formulacdes que
tinham maiores concentragdes de dgua. O maior trabalho de seringabilidade executado
dentre as formulagdes testadas foi na formulagdo 27-1%, sendo que esta foi a unica que
apresentou diferenca estatistica entre os valores obtidos, com o nivel significancia maior
que 0,01%.

O aumento deste trabalho também pode ser associado com o aumento das
concentragdes de poloxamer 407, sendo que o mesmo comportamento j4 foi relatado no
desenvolvimento de sistemas semissolidos por Bruschi (2006).

Quanto maiores forem as concentragdes do polimero, possivelmente, maiores
serdo as forcas necessdrias para expulsar a formulacio de dentro da seringa, uma vez que
foi percebido que este polimero, aumentando a viscosidade das formulagdes de acordo

com sua concentragdo, diminui assim sua flexibilidade.
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Os sistemas mais fluidos demonstraram em geral, menores valores de trabalho
para extrusao das amostras pela seringa. Quanto aos mais viscosos, como esperado, houve

a necessidade de maiores aplicacdes de forca.

5.5.6.1. Andlise térmica das dispersoes de poloxamer 407

O termo andlise térmica envolve um conjunto de técnicas que acompanham uma
propriedade fisica ou quimica de uma determinada substancia (ou de seus produtos de
reacdo) em fungdo da temperatura ou do tempo, a medida que uma programacio
controlada é submetida a temperatura da amostra, sob atmosfera determinada.

Uma das técnicas de andlise térmica € a calorimetria diferencial exploratéria (em
inglés Differential scanning calorimetry — DSC). O principio do DSC € aquecer e/ou
resfriar um material isotermicamente e avaliar transicdes ou eventos energéticos, para
posterior compara¢gdo com o padrdo de referéncia da amostra, em func¢do do tempo ou
temperatura (FORD e MANN, 2012). Pode ser aplicada para determinacdo de pureza,
transi¢ao vitrea, transicao de mesofases, taxas de cristalizag@o e reagdes entre outras.

Os poloxamers possuem capacidade de se transformar, partindo de moléculas de
copolimero em bloco individuais para estruturacio de micelas, quando entram em contato
com a agua. O seu comportamento dependente de temperatura para autoestruturagio e
termogelificantes sdo bem estudados (BONACUCINA et al., 2007).

Na literatura, encontra-se que para dispersdes de poloxamer 407 em dgua é
atingido o pico maximo de viscosidade na faixa de 30 — 50 °C, sendo dependente da
concentra¢do de polimero utilizada (BONACUCINA et al., 2007, BROWN et al., 1992).

De acordo com as Figuras 51 a 55, pode-se constatar eventos com temperaturas
maximas entre 18 e 28 °C. Observa-se que para o poloxamer 407 disperso em dgua,
quanto maior a concentragdo do polimero, mais o evento observado se desloca para
menores temperaturas. Isso mostra a relagdo da concentracdo do polimero e sua resposta
gelificante. Nos sistemas desenvolvidos neste trabalho ndo foi possivel perceber
claramente o efeito do aumento da concentracdo do polimero nas formulacdes devido as

baixas concentracdes utilizadas.
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Figura 51 — Termograma da dispersao de poloxamer 407 a 0,50%.
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Figura 52 — Termograma da dispersdo de poloxamer 407 a 0,75%.
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Figura 53 — Termograma da dispersdo de poloxamer 407 a 1,0%.
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Figura 54 — Termograma da dispersdo de poloxamer 407 a 10,0%.
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Figura 55 — Termograma da dispersio de poloxamer 407 a 15,0%.
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Observa-se que todas as dispersdes demonstram eventos térmicos do polimero
disperso em dgua. Na Tabela 8, estdo expostos os valores de fmdx obtidos nos

termogramas apresentados nas Figuras 51 a 55.

Tabela 8 — Relacdes de concentragdo de poloxamer com a temperatura maxima detectada.

Concentracio de poloxamer (%) Tmax (°C)
15,0 18,3954
10,0 20,7571
1,0 24,7656
0,75 27,9292
0,50 28,4437

Observou-se que, ao aumentar a concentracdo de polimero nas dispersdes, os
eventos e deslocaram para temperaturas mais baixas, evidenciando seu potencial
termossensivel. Bonacucina e colaboradores (2007) observaram o0 mesmo
comportamento com dispersdes de poloxamer 407, mostrando que o aumento da
concentracdo de polimero provocou reducdo da temperatura de termogelificacdo,

tornando a dispersdo em sistema semi-sélido ja em temperatura ambiente.
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5.1. Ensaio de inibicio in vitro do biofilme multiespécie salivar

O peptideo KSL-W € um peptideo antimicrobiano o qual tem demonstrado
capacidade de inibir o crescimento de diversas bactérias orais associadas com o
desenvolvimento de céries e a formacao de biofilmes orais (NA et al., 2005, LIU et al.,
2011).

No ensaio de inibi¢do do biofilme, testaram-se trés concentragdes diferentes do
peptideo antimicrobiano KSL-W, sendo estas 0,50 mg/mL, 0,75 mg/mL e 1 mg/mL, tanto
em solucdo quanto incorporado na formulacdo 28-1%. Apés a contagem das colonias ao
término do ensaio, foram obtidos os resultados expressos na Tabela 9, onde a inibi¢do do
biofilme estd expressa como a porcentagem de unidades formadoras de coldnias
presentes, comparando com o controle positivo (considerando as 251 coldnias crescidas

como 100%).

Tabela 9- Porcentagem de crescimento do biofilme in vitro frente amostras adicionadas.

Amostras % UFC

Controle positivo (biofilme) 100
Controle negativo (gluconato de clorexidina 1,2 mg/mL) 0
Solucio de peptideo 0,50 mg/mL 14,57
Solucdo de peptideo 0,75 mg/mL 19,56
Solucido de peptideo 1 mg/mL 9,98
Formulacao 0,50 mg/mL 12,77
Formulacio 0,75 mg/mL 11,69
Formulag¢do 1 mg/mL 0
Formulacio 28-1% 14,37

Os resultados demonstraram que o sistema desenvolvido (28-1%) com a

concentragdo de 1 mg/mL de peptideo, apresentou o menor crescimento do biofilme com
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as amostras testadas, sendo de 0 % quando comparado com o controle positivo. Utilizando
esta mesma concentracdo de peptideo KSL-W, pesquisas realizadas por Liu e
colaboradores (2011) apontaram ser esta a concentracdo minima inibitéria de um dos
patogenos diretamente relacionados a doenca periodontal, o Porphyromonas gingivalis,
enquanto que em concentracdes menores que 1 mg/mL ja se obtinha acao contra outros
micro-organismos como exemplo, Streptococcus sp, Lactobacillus acidophilus,
Actnomyces viscosus, Candida albicans, Prevotella intermedia, Fusobacterium

nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Em geral, apés a incorporacdo deste peptideo no sistema liquido-cristalino
mucoadesivo, observou-se que o sistema desenvolvido demonstrou ser mais efetivo (0%
de crescimento) que se peptideo fosse apenas adicionado numa solucdo (9,98% de
crescimento), resultado este que pode sugerir que o sistema teve uma liberacao modulada

e que decorrente a este fator teve sua acao por um periodo maior.

Pesquisas realizadas por Leung e colegas (2005) incorporaram o peptideo KSL
com a sequéncia de aminoacidos NH3*-Lys- Lys- Val- Val- Phe- Lys- Val- Lys- Phe- Lys
—COO (do qual originou o KSL-W) em gomas de mascar e testaram sobre biofilmes em
desenvolvimento e em biofilmes maduros, de forma que contabilizaram as reducoes de
micro-organismos vidveis. Eles observaram que os biofilmes maduros ofereciam maior
resisténcia ao peptideo antimicrobiano, enquanto aos biofilmes que estavam em

desenvolvimento.

De acordo com o tempo de cultivo in vitro dos biofilmes, € possivel denomina-los
como maduros ou prematuros. Na presenca de substrato disponivel, com o passar do
tempo (acima de 48 horas) as bactérias conseguem se aderir mais umas as outras
formando uma rede de células densa, tornando-se mais resistentes que aquelas que estao

iniciando seu processo de amadurecimento (BERTOLINI ez al., 2010).

O gluconato de clorexidina, utilizado neste trabalho como controle negativo,
causou 100% de inibicao do biofilme analisado. No estudo citado anteriormente, liderado
por Leug e colaboradores (2005), foi utilizada a clorexidina como comparativo, a qual
apresentou sua acdo proxima ao da agdo do peptideo em solu¢do aquosa na concentracao
de 200 pg/mL, revelando os valores de unidades formadoras de colonia por mililitro tanto

da solucdo de peptideo (8 UFC/mL), quanto da clorexidina (7 UFC/mL). Assim, os
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resultados obtidos até o momento nas condi¢des testadas nao corroboram com a literatura,

porém novos ensaios sao necessarios.

Leung e colegas (2009) testaram o peptideo KSL-W incorporado na goma de
mascar desenvolvida e adicionaram mais um componente, o cloreto de cetilpiridinio
(CPC). Os autores observaram a acdo sobre biofilme salivar cultivado em discos de
hidroxiapatita e concluiram que houve uma interag¢do sinérgica entre os componentes da
goma de mascar (peptideo antimicrobiano e o CPC), sendo possivel a diminui¢cao das
concentracdes de ambos os componentes antimicrobianos. Em contraste com os controles
positivos, foi eliminado mais de 90% do biofilme depois do tratamento com a formulagdo
do teste contendo a menor quantidade de substancias ativas (200 e 25 pg/mL de peptideo

e CPC, respectivamente).
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6. CONCLUSOES

Perante os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

- Foi possivel obter sistemas com a utilizacdo de acido oleico (fase oleosa), Procetyl AWS
(tensoativo) e dispersao de poloxamer 407 (fase aquosa), formando regides de liquido-
cristalinos (lamelares) e microemulsdes a partir de 35% de tensoativo, os quais foram
correlacionados com o aumento de sua estruturacdo, conforme houve aumento da

concentragdo de fase aquosa.

- As regides dos sistemas 27-0,50%, 27-0,75%, 27-1%, 28-0,50%, 28-0,75%, 28-1%, 29-
0,50%, 29-0,75%, 29-1%, 30-0,50%, 30-0,75% e 30-1% foram selecionados para
caracterizacdo fisico-quimica. Dentre eles, as formulacdes 27-0,50%, 27-0,75%, 27-1%,
28-0,50%, 28-0,75% e 28-1% apresentaram comportamentos reoldgicos, mecanicos e

bioadesivos almejados para serem usadas como sistemas de liberacdo modificada.

- O ensaio antimicrobiano in vitro evidenciou que o peptideo KSL-W (1 mg/mL)
incorporado na formulacdo 28 com 1% de poloxamer 407, apresentou acdo superior
contra o biofilme multiespécie salivar quando comparado ao peptideo em solucio, na

mesma concentracao.

- Os resultados obtidos sugerem potencial do sistema como plataforma para administragao

bucal de peptideos com ag¢ao anti-biofilme oral.
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