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Marques RS. Sistemas mucoadesivos precursores de cristais liquidos para controle
de biofilme bucal [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2020.

RESUMO

A clorexidina destaca-se por sua eficacia no combate a diversos micro-organismos de
interesse cariogénico. No entanto, sua forma de utilizacdo mais conhecida € o
enxaguatorio bucal, que n&o possui aplicagcdo universal para pacientes com
necessidades especiais. Desse modo, um desafio para a industria farmacéutica € o
desenvolvimento de um sistema para substituir os enxaguatérios bucais. O objetivo
desse estudo foi  incorporar digluconato de clorexidina, O6leo essencial de
Cymbopogon citratus ou a associa¢ao dessas substancias a um sistema precursor de
cristal liquido mucoadesivo, realizar a caracterizacao fisico-quimica desse sistema e
avaliar in vitro seu potencial antimicrobiano em biofilmes polimicrobianos. As
formulac6es foram caracterizadas por meio de microscopia de luz polarizada, analises
reolégicas, mucoadesdo e perfil de liberacdo. Posteriormente, foi avaliada a
capacidade de reducédo da acidogenicidade, composicdo microbiana e dosagem de
polissacarideos extracelulares insollveis em agua dos biofilmes formados a partir da
saliva de um doador. Os dados da selecéo do doador de saliva, dos testes de CIM e
CBM do d6leo essencial de C. citratus e do digluconato de clorexidina, as andlises
reologicas do sistema e o perfil de liberacao in vitro foram analisados descritivamente.
Enquanto, para os testes de mucoadeséo, contagem de micro-organismos do biofilme,
pH, peso seco dos biofilmes e dosagem de polissacarideos extracelulares insollveis
em &gua, dependendo da normalidade e homocedasticidade dos dados, foram
aplicados os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, complementados por testes de
comparagdes multiplas. O nivel de significAncia estabelecido foi de 5%. Os testes de
caracterizacao evidenciaram que todas as formulacdes tém potencial mucoadesivo e
agiram como SPCL, pois formaram cristais liquidos quando foi adicionada saliva
artificial. As formulacdes liberaram entre 13,19 e 15,45% da clorexidina e entre 9,48 e
10,73% do Oleo essencial de C. citratus em 24 horas, agindo como sistema de
liberacdo controlada. As formulacbes apresentaram acdo antimicrobiana
independente da substancia incorporada, e foram capazes de manter o pH préximo a
neutralidade por 48 h. Além disso, determinaram reducéo significativa da dosagem de
polissacarideos extracelulares insoluveis em 4gua. Sendo assim, o sistema avaliado
se apresentou como uma alternativa para tratamento de doencas microbianas da
cavidade bucal, devido as suas caracteristicas mucodesivas e de liberacao
controlada.

Palavras — chave: Biofilmes. Cristais liquidos. Oleos volateis.



Marques RS. Liquid Crystal Precursor Mucoadhesive Systems for Oral Biofilm Control
[dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Chlorhexidine stands out for its effectiveness in combating several microorganisms of
cariogenic interest. However, its best-known form of use is the mouthwash, which has
no universal application for patients with special needs. Thus, a challenge for
pharmaceutical industry is the development of a system to replace mouthwashes. The
objective of this study was to incorporate chlorhexidine digluconate, essential oil of
Cymbopogon citratus or the association of these substances with a mucoadhesive
liquid crystal precursor system, to carry out the physico-chemical characterization of
this system and to evaluate in vitro its antimicrobial potential in polymicrobial biofilms.
The evaluated formulations were characterized by means of polarized light
microscopy, rheological analysis, mucoadhesion and release profile. Subsequently,
the formulations were evaluated for their ability to reduce acidogenicity, microbial
composition and dosage of water-insoluble extracellular polysaccharides from the
biofilms formed from the saliva of a donor. The data from the selection of the saliva
donor, the MIC and MBC tests of the essential oil of C. citratus and the chlorhexidine
digluconate, the rheological analyzes of the formulations and the in vitro release profile
were analyzed descriptively. While, for mucoadhesion, biofilm microorganisms count,
pH, dry weight of biofilms and dosage of water-insoluble extracellular polysaccharides,
depending on the normality and homoscedasticity of the data, ANOVA or Kruskal-
Wallis, complemented by the corresponding multiple comparisons tests were applied.
The level of significance was set at 5%. Characterization tests showed that all
formulations have mucoadhesive potential and behave like liquid crystal precursors,
since they formed liquid crystals when artificial saliva was added. The formulations
released between 13.19 and 15.45% of chlorhexidine and between 9.48 and 10.73%
of the essential oil of C. citratus in 24 hours, acting as controlled releasing system.
Formulations showed antimicrobial action independent of the incorporated substance,
and were able to maintain the pH close to neutrality for 48 hours. In addition, they
determined a significant reduction in the dosage of extracellular water-insoluble
polysaccharides. Therefore, the system is presented as an alternative for the treatment
of microbial diseases of the oral cavity, due to their mucoadhesive and controlled
release characteristics.

Keywords: Biofilms. Liquid Crystals. Oils, Volatile.
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1 INTRODUCAO

As doencas bucais estéo entre as doengas mais prevalentes em todo o mundo,
gerando impacto negativo na economia e saude da populacéo, e menor qualidade de
vida das pessoas afetadas?.

A cérie dentaria é a doenca bucal biofilme-dependente mais comum do mundo?,
tendo afetado, nos ultimos 25 anos, cerca de 2,3 bilhdes de adultos e 560 milhdes de
criancas e adolescentes?. E uma doenca multifatorial, caracterizada pelo desequilibrio
nos processos de remineralizacdo e desmineralizacdo da superficie dentaria. Esse
desequilibrio decorre da interag&o de fatores como dieta rica em aglcares, hospedeiro
e microbiota cariogénica*, sob a influéncia de fatores sociais, comportamentais e
econdmicos do individuo®.

Dentro desse contexto, a saude bucal de pessoas com necessidades especiais
se destaca de forma ainda mais preocupante. Esse grupo se encontra mais propenso
a contrair doencas biofilme dependentes, quando comparado ao restante da
populacéo®. Isso se deve, principalmente, a dificuldade em realizar uma higiene bucal
eficaz nesses individuos devido ao seu grau de limitacdo fisica e mental, falta de
acesso a atendimento odontoldgico’, falta de orientacdo dos cuidadores® e uso
frequente de medicamentos, que possuem efeitos negativos para a satde bucal®.

Assim, o controle quimico por meio de substancias antimicrobianas tem sido
cada vez mais indicado quando o controle mecanico é ineficiente!®l, como em alguns
casos de pessoas com necessidades especiais. Diversas substancias sao utilizadas
e estudadas para fins antimicrobianos, como o digluconato de clorexidina,
amplamente utilizado na odontologia®?.

O digluconato de clorexidina destaca-se por sua eficacia no combate a diversos
micro-organismos presentes na cavidade bucal'*-'¢, No entanto, seu uso tem sido
guestionado devido aos efeitos adversos apresentados durante o uso prolongado,
como pigmentagdo dos dentes, alteracdo do paladar, irritacdo da lingual’, aumento
da resisténcia microbiana'®, aumento na formacéo de célculo dentario'®, além de nédo
ser capaz de controlar biofilmes maduros?°.

A clorexidina conta ainda com outro desafio, sua forma de utilizacdo mais
conhecida, por meio de enxaguatorios, ndo tem aplicagéo universal para pessoas com
necessidades especiais?!, devido as dificuldades neurolégicas e motoras para realizar
bochechos. Uma alternativa é a aplicagdo do produto com uso de gaze ou hastes
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flexiveis. Entretanto, existe duvida se esta forma de aplicacdo apresenta a eficacia
esperada, pelo pouco tempo de contato entre a substancia e os tecidos dentarios.

Como alternativa ao uso da clorexidina, produtos naturais de origem vegetal
tém sido estudados quanto aos seus diversos potenciais??. A eficacia desses produtos
tem sido cada vez mais relatada na literatura médico-odontolégica. Brighenti et al.?324
(2014, 2017) demonstraram o potencial antimicrobiano de plantas provenientes do
Pantanal contra micro-organismos de interesse médico-odontologico.

O Cymbopogon citratus, comumente conhecido por “capim-cidreira”, “capim-
limdo” ou “capim santo” é uma planta nativa da Asia, amplamente utilizada
mundialmente devido ao efeito terapéutico dos constituintes de suas folhas?®. Estudos
demonstram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Cymbopogon citratus,
apontando para o potencial desse produto na prevencdo da céarie dentaria?%?’ e, um
estudo recente demonstrou a potencializacéo da acao da clorexidina por meio da sua
associacdo com o 6leo essencial de Cymbopogon citratus melhorando a acdo da
clorexidina sobre biofilmes maduros?8,

Um novo desafio para as formulacfes farmacéuticas € o desenvolvimento de
um sistema que retarde a remoc¢éao de substancias pela acdo do fluxo salivar. Varios
estudos destacam a acado de sistemas liquido-cristalinos (SLC) como alternativa para
o problema da administracdo de substancias antimicrobianas na cavidade bucal?®-32,
A estrutura dos SLC possui ligacBes e rigidez proprias de um sdlido, mas mantém
regides desordenadas e fluidez como os liquidos®2. Esses sistemas alternativos
protegem o principio ativo contra a degradacdo e possibilitam uma liberacéo
controlada no local de acdo?® podendo aumentar a eficAcia dos farmacos.
Recentemente, Aida et al.3® avaliaram a acéo antimicrobiana de peptideos cationicos
e a acdo do SLC como carreador e agente de liberacdo lenta. Concluiram que o SLC
contendo fragmento de peptideo D1-23 reduziu o crescimento de S. mutans, e por
iSSO se constitui um sistema promissor de administracdo de medicamentos para a
prevencao da carie dentéria.

A adicao gradativa de agua no SLC aumenta a sua estruturagéo, resultando no
aumento da viscosidade. Sendo assim, sistemas precursores de cristais liquidos
(SPCL) séo alternativas relevantes para administracéo bucal de farmacos, pois podem
se apresentar mais fluidos, facilitando a administracao da formulagéo. E ao entrar em

contato com a cavidade bucal, esses sistemas tem a capacidade de incorporar a
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saliva, se tornando uma fase mais viscosa compativel com um cristal-liquido,
promovendo liberacéo lenta e controlada®?.

Bruschi et al.®* incorporaram microparticulas de propolis a sistemas
precursores de cristais liquidos para tratamento de doenca periodontal e observaram
que as taxas de liberacdo da propolis foram compativeis a sistemas de liberagéo
controlada. Calixto®® desenvolveu um SPCL para a incorporacdo do peptideo
antigelatinolitico CTT1 e do azul de metileno, para uso em terapia fotodinamica e
concluiu que esse sistema aumentava sua estruturacdo em contato com a saliva, além
de conferir liberacdo controlada dos farmacos. Fonseca-Santos et al. 3! estudaram a
possibilidade de incorporagéo da curcumina em sistemas mucoadesivos precursores
de cristais liquidos visando a otimizacdo do tratamento de candidiase oral. Como
resultado, esse estudo sugeriu que os SPCLs sdo uma plataforma interessante para
a aplicacdo na via bucal, ja que apresentaram caracteristica mucoadesiva, fator que
aumenta o tempo de permanéncia da droga no sitio bucal.

N&do ha dados na literatura a respeito da incorporacdo da associacdo da
clorexidina e 6leos essenciais a esses sistemas. Fundamentado na possibilidade de
prolongar a permanéncia de substancias antimicrobianas na cavidade bucal, o
presente estudo se propde a desenvolver um sistema mucoadesivo precursor de
cristal liquido contendo digluconato de clorexidina e/ou O6leo essencial de
Cymbopogon citratus. Com essa estratégia, se busca aumentar a efetividade das
substancias antimicrobianas e diminuir a frequéncia de aplicacdo do produto, o que

reduziria o custo do tratamento e aumentaria a possibilidade de adesé&o do paciente.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, as formulacbes avaliadas neste estudo
apresentaram caracteristicas compativeis com um sistema precursor de cristal liquido,
com boa atividade antibacteriana e reducdo significativa da acidogenicidade de
biofilmes polimicrobianos. Portanto, constituem uma alternativa viavel para
administracdo de farmacos para tratamento de doencas microbianas da cavidade
bucal. No entanto, precisam ser mais estudadas a fim de definir a melhor concentracao

das substancias ativas incorporadas, bem como, o melhor protocolo de aplicacao.
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