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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 dgua. 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
[dissertacdo 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 populagcéo, 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 agucares, 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!®1, 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 calculo 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 remocéao de substancias pela acdo do fluxo salivar. Varios
estudos destacam a acédo 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 sélido, 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 acdo antimicrobiana de peptideos cati6nicos
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 adicdo 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 administragdo 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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2 PROPOSICAO

Incorporar digluconato de clorexidina, 6leo essencial de Cymbopogon citratus ou
a associacdo 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 biofilme polimicrobiano.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Nessa secdo sao abordados aspectos da literatura que fundamentam este

trabalho.

3.1 Biofilmes Bucais

Os biofilmes s@o comunidades de micro-organismos altamente organizadas
aderidas a uma superficie solida e envoltas por uma matriz de polissacarideos
extracelulares®®3’. Os micro-organismos presentes nessas estruturas sao
considerados mais resistentes a agentes antimicrobianos e as defesas do hospedeiro
guando comparados a micro-organismos em estado planctdnico®’38, Dessa forma,
essa estrutura € reconhecida como um importante fator de viruléncia para diversas
doencas bucais, tais como cérie dentaria e doenca periodontal®®.

O inicio do processo de desenvolvimento do biofilme bucal se d4 por meio da
formacdo de uma pelicula salivar na superficie dentaria, denominada pelicula
adquirida®®4!, As espécies bacterianas colonizadoras iniciais (predominantemente
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii e Streptococcus
oralis) aderem a essa pelicula, inicialmente com forcas fracas de natureza fisico-
qguimica. Posteriormente, ligacdes mais fortes sao estabelecidas devido a interacéo
entre adesinas presentes na membrana celular das bactérias e receptores de
glicoproteinas na pelicula adquirida*'~3. A fase seguinte envolve o aciimulo de micro-
organismos que ndo sdo capazes de interagir diretamente com componentes da
pelicula adquirida, mas interagem com a superficie dos colonizadores iniciais por meio
de receptores de adesdo especificos entre as bactérias. Nessa fase, as bactérias
produzem uma matriz polimérica extracelular que contribui para a aderéncia de outras
espécies na superficie dentaria*?.

A matriz de polissacarideos extracelulares (PEC) é um fator de grande
importancia para formacdo, protecdo e viruléncia do biofiime**4°, Bactérias
colonizadoras produzem enzimas que catalisam a produc¢do de polimeros de glicose
ou frutose a partir da sacarose presente na dieta. Algumas espécies bacterianas,
principalmente o0s estreptococos, sdo capazes de produzir polissacarideos
extracelulares tendo a sacarose como substrato*®. Algumas espécies bacterianas
produzem PEC mais sollveis em agua (S. sanguinis)*’, enquanto outras espécies

mais patogénicas produzem polissacarideos ramificados e insolUveis em agua (S.
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mutans). Estes PEC insollveis sdo mais estaveis e sao considerados essenciais na
patogenia da carie dentaria“®.

A secrecao de PEC é constante, garantindo a fixagcdo segura de bactérias a
superficie dentaria dentro de uma camada espessa e complexa®®4°. O biofilme
maduro assume uma estrutura tridimensional e altamente complexa, uma vez que 0s
polissacarideos nédo sdo distribuidos de forma uniforme“®. Esse fator favorece a
formacéo de areas do biofilme onde a saliva ndo consegue neutralizar o pH, criando
microambientes acidos protegidos pela barreira fisica da matriz de PEC474°.

Estudos demonstram diferentes valores de pH distribuidos em um mesmo
biofilme>051, Além disso, Xiao et al.*® demonstraram a presenca de microambientes
de pH baixo (< 5,5) no interior dos PEC formados em biofilmes incubados em tampéao
de pH neutro. Dessa forma, é possivel afirmar que existe uma limitacdo substancial
de difusdo de substancias no biofilme, a qual estd associada a presenca de uma
matriz rica em PEC insollveis, evidenciando que esta possui um papel importante na
viruléncia dos biofilmes orais*’.

Os biofilmes séo parte da micrébiota oral residente que, como regra geral, €
benéfica para o hospedeiro, porquanto fornecem resisténcia a colonizacdo por
patégenos exdgenos, além de contribuir para o desenvolvimento normal do tecido e
do sistema imunoldgico*:5253, Em caso de desequilibrio nessa relagdo, podem ocorrer
alteracdes na microbiota do biofilme que favorecem o desenvolvimento de doencas
(disbioses)®?°*. Assim, os biofilmes que se desenvolvem nas superficies dentarias
podem causar a carie dentaria, enquanto os biofilmes supra e subgengivais podem
causar a doenca periodontal.

3.2 Chérie Dentaria

O termo “carie dentaria” foi usado pela primeira vez por volta do século XVII,
originalmente para descrever cavidades nos dentes, sem muito conhecimento a
respeito da etiologia e patogénese da doenca®®. O aumento do consumo de agucar
pela populacdo nos séculos XVII e XVIII, fez a carie tornar-se frequente. Mas foi no
século XIX, com a popularizacdo do acucar produzido a partir da cana-de-agucar no
mundo ocidental, que a carie comecou a interferir na qualidade de vida das

populacoes®®.
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3.21 Epidemiologia

No tépico de saude bucal do Global Burden of Disease Study em 2017,
constatou-se que as doencas bucais eram altamente prevalentes, afetando
aproximadamente 3,4 bilhdes de pessoas em todo o mundo®’. Nesse contexto, a lesédo
de carie ndo tratada na denticdo permanente foi a condi¢cdo avaliada mais prevalente,
atingindo cerca de 35% da populacéo de todas as idades®”®8. Nos Ultimos 25 anos, a
carie dentaria acometeu cerca de 2,3 bilhdes de adultos e 560 milhdes de criancas
e adolescentes em todo o0 mundo3.

A cérie é considerada a doenca cronica infantil mais comum do mundo®*. Nos
Estados Unidos, nos anos de 2015 e 2016, 45,8% das criancas e adolescentes entre
2 e 19 anos tiveram os dentes afetados por carie®®. No Brasil, esse dado é ainda mais
alarmante, informac@es de 2010 indicam uma prevaléncia de 48,2% de lesdes de cérie
ndo tratadas em criancas de 5 anos de idade®°.

Apesar da doenca cérie afetar severamente criangcas muito jovens®' é uma
condicdo que acomete as diferentes faixas etarias, sendo muito comum na
adolescéncia e na idade adultal. Em 1990, a maior prevaléncia de carie no mundo foi
observada aos 25 anos de idade, enquanto em 2010, a maior prevaléncia ocorreu
aos 70 anos de idade, provavelmente devido ao aumento da carie radicular:. Dados
mais recentes demonstram que o pico de prevaléncia de carie dentéria ndo tratada na
denticdo permanente foi observada na populacéo de faixa etaria entre 15 e 19 anos®?

Pessoas com necessidades especiais possuem indices ainda mais altos de
exposicdo a céarie dentaria. Estudos demonstram que esses individuos sdo mais
propensos a ter ma higiene bucal, doenca periodontal e lesdes de cérie ndo tratadas
quando comparados a populacdo em geral®3-%°, Essa realidade pode estar relacionada
a dois fatores: dificuldade em realizar tratamento curativo e dificuldade em realizar e
manter a higiene bucal desses pacientes.

A World Report on disability®® demonstrou que individuos com necessidades
especiais estdo duas vezes mais propensos a terem o tratamento de saude negado e
quatro vezes mais propensos a receberem um tratamento insatisfatorio nos servigos
de saude®. Além disso, a necessidade de procedimentos curativos nesses pacientes
é alta, quando comparada a populacéo geral. Isso ocorre devido a dificuldade em
realizar uma correta higienizagdo bucal, que é extremamente dificultada devido aos

movimentos involuntarios apresentados por alguns pacientes.
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Somado a dificuldade em realizar uma higienizagdo bucal, esses pacientes
possuem diversos fatores que os predispde ao desenvolvimento de doengas bucais,
como: presenca de ma-oclusdes associadas a baixo desempenho mastigatério °;
dieta pastosa, que dificulta a limpeza natural dos dentes gerada pela lingua,
bochechas e mastigagéo; uso de suplementos nutricionais com alta concentragéo de
sacarose®®; e o uso frequente de medicamentos, como anticonvulsivantes,
antipsicoticos, ansioliticos, antiepilépticos e antidepressivos, que diminuem a
capacidade tampéo da saliva, além de reducéo do fluxo e do pH salivar®®.

Dessa forma, a carie dentéria se caracteriza como um grande problema de
salde publica mundial, por atingir diversas populacdes®>4. Estratégias para o controle
da doenca vem sendo estudadas ao longo dos anos, no entanto, essas estratégias

devem ser baseadas na correta compreenséo da etiopatogenia da doenca.

3.2.2 Conceitos e etiologia

A cérie dentaria é classificada como uma doenca dinamica, multifatorial e
mediada pelos fatores biofilme e dieta, resultante de um desequilibrio dos processos
de remineralizacdo e desmineralizacio dos tecidos duros dentais®. E determinada
por fatores bioldégicos, comportamentais, psicossociais e ambientais?®.

No entanto, os primeiros estudos que visavam explicar a etiologia da carie e 0s
fatores que determinavam seu inicio e progressdo possuiam uma abordagem
unicausal. Miller (1980 apud Lima’!) desenvolveu a teoria quimico parasitaria, a qual
defende que todas as espécies de bactérias da superficie dos dentes sdo capazes de
colaborar com o ataque acido sobre o esmalte dentario. Portanto, a quantidade de
biofilme sobre as superficies dentarias seria determinante para o desenvolvimento da
carie dentéaria’.

O conceito de carie dentaria como doencga transmissivel e infecciosa surgiu a
partir de pesquisas da década de 1950, nos quais foi feito o isolamento de certas
bactérias em lesdes de cérie de dentes de hamsters’?. Keys’? sugeriu um modelo
multifatorial para explicar a etiologia da céarie, conhecido como a Triade de Keys. Esse
modelo explica a etiologia da carie pela associacéo dos fatores primarios: hospedeiro
susceptivel, substrato cariogénico e microbiota. Em 1983, Ernest Newbrun modificou
a Triade de Keyes ao incluir o tempo como o quarto fator etiolégico que deve agir

simultaneamente com os outros fatores, determinando o desenvolvimento da carie’?.
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Posteriormente, os estudos demonstraram que o desenvolvimento da carie é
complexo e requer além do alto e frequente consumo de carboidratos e do acumulo
de micro-organismos acidogénicos, a interacdo com outros fatores do hospedeiro.
Entdo, evidenciou-se que a ocorréncia e a progressao da carie sofrem influéncia de
uma complexa interacdo de fatores genéticos, ambientais e comportamentais, como
hébitos alimentares, uso do flaor, higiene bucal, fluxo salivar, composi¢do salivar e
estrutura do dente’3.

Atualmente, a céarie dentaria € descrita como uma doenca caracterizada pela
disbiose no microbioma oral, diretamente associada a dieta do individuo (consumo de
acUcares)’. A disbhiose do biofilme ocorre quando a ingestdo excessiva e frequente
de carboidratos resulta na producdo de acido que ultrapassa a capacidade de
tamponamento do microbioma saudavel. Isso aumenta a desmineralizacdo da
superficie dentaria e consequentemente a propensao a carie dentaria’. Dessa forma,
a doenca assume um padrdo de ndo-transmissibilidade, uma vez que o responsavel

por seu desenvolvimento € o desequilibrio da microflora residente associado a dieta.

3.3 Estratégias para o Controle do Biofilme

O controle das doencas microbianas bucais € um grande desafio para a
populacdo mundial. Como a maioria dessas doencas tém como um dos fatores
etiol6gicos, micro-organismos organizados em biofilme, as estratégias para o seu
controle possuem grande enfoque na desorganizacao dessa estrutura. A técnica mais
adotada consiste na remoc¢ao mecanica do biofilme, por meio da escovacéo e uso de
fio dental. No entanto, em casos especificos, onde néo é possivel realizar uma higiene
bucal eficaz, o controle quimico por meio de substancias antimicrobianas tem sido

indicado10:11,

3.3.1 Clorexidina

A clorexidina (CLX) € um agente antimicrobiano com um amplo espectro de
acdo que abrange bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e até mesmo
alguns virus e leveduras’®. Essa substancia é caracterizada como um antisséptico,
da classe das biguanidas, e apresenta-se nas formas de acetato, hidrocloreto e
digluconato. E uma molécula estavel, com afinidade por micro-organismos, agindo por

meio de interacdo eletrostatica. Sua carga positiva € atraida rapidamente pela carga
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negativa da parede celular bacteriana, dessa forma, sua acdo se d4 por meio da
ruptura da parede celular dos micro-organismos, extravasamento dos componentes
intracelulares, e consequente morte celular’”.

Davies’® foi o primeiro a sintetizar a clorexidina e estudar seus efeitos
antimicrobianos, evidenciando o seu amplo espectro contra diversos micro-
organismos. A partir de entdo, esse potente agente antimicrobiano comecou a ser
utilizado em hospitais e clinicas para desinfeccéo de feridas, limpeza de maos, pele e
mucosa previamente as cirurgias’®. Porém, somente em 1970 esse composto foi
introduzido na odontologia para o controle do biofilme bucal.

Um dos primeiros estudos para avaliar o potencial da clorexidina em controlar
biofilmes bucais foi realizado por Rindom Schigtt et al.®. Este estudo consistiu em
avaliar o efeito do digluconato de clorexidina 0,2% aplicado 2 vezes ao dia por 22 dias,
na microbiota oral de individuos que permaneceram sem realizar higiene bucal
durante esse periodo. Demonstrou uma reducdo de cerca de 95% no numero de
bactérias totais da saliva dos participantes do estudo durante os primeiros 15 dias. A
partir do décimo quinto dia essa reducéo passou a ser de 85%.

No estudo seguinte, Loe e Rindom Schigtt®! testaram o digluconato de
clorexidina em diferentes concentragbes (0,2% e 2%), formas de utilizacao
(enxaguatorio ou aplicacdo tépica) e periodicidade (uma vez ao dia e duas vezes ao
dia). O estudo constatou que a concentracdo de 0,2%, duas vezes ao dia, por 30 dias,
na forma de enxaguatério foi capaz de controlar o biofilme, porém quando aplicado
somente uma vez ao dia, nao foi efetivo. Por outro lado, a aplicacdo tépica diaria de
clorexidina 2% por 15 dias foi efetiva em inibir a formacao de biofilme sobre os dentes.
Dessa forma, concluiram que a completa inibicdo de biofilme e a prevencédo da
gengivite podem ser alcancadas com aplica¢des diarias de clorexidina.

A partir de entdo diversos estudos se propuseram a avaliar os efeitos da
clorexidina sobre o biofilme dental. Yamaguchi et al.8? avaliaram, em estudo in situ, a
influéncia de enxaguatérios a base de digluconato de clorexidina na formacdo do
biofilme sobre tiras celulose fixadas na lingual dos incisivos inferiores. Os autores
observaram uma reducao significativa na formacdo de biofilme nos individuos que
fizeram o uso de enxaguatério com clorexidina quando comparado ao grupo placebo
(dagua mentolada). No entanto, 2 h depois das aplicagbes, que aconteciam apos as
refeicdes no primeiro dia, e somente apos o café da manha no segundo dia, ndo houve

nenhuma diferenca significativa no acumulo de biofilme. Essa diferenca so foi
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observada 4 h e 24 h depois das aplicagdes. Assim 0s pesquisadores confirmaram o
efeito anti-biofilme da clorexidina.

Os esforcos cientificos passaram entdo, a se concentrar em determinar a
concentracdo ideal de uso da clorexidina. Bay et al.?3, em um estudo do tipo cross
over, avaliaram se o0 uso do enxaguatorio contendo digluconato de clorexidina nas
concentracdes 0,1% e 0,2%, duas vezes ao dia por 1 minuto apds a escovacao, seria
capaz de melhorar a saude bucal de criancas de 7 a 14 anos com deficiéncia mental.
O periodo de washout entre as duas concentra¢des do enxaguatorio foi de 8 semanas
A comparagao entre o grupo tratado com o digluconato de clorexidina e o grupo
tratado com o placebo (solucdo de cloridrato de quinina) foi realizada por meio das
andlises do indice Gengival, indice de Placa Bacteriana e de fotografias clinicas, todas
realizadas 21 dias e 45 dias apdés o inicio do uso de cada enxaguatdrio. Foi
evidenciado que ambas as concentracdes foram eficazes, no entanto, alguns efeitos
colaterais, como Ulceras, dores na mucosa oral e manchas na lingua e nos dentes,
foram relatados pelos participantes da pesquisa, e foram associados ao longo periodo
de uso.

Lang e Ramseier-Grossmann®*, por sua vez, avaliaram em um estudo duplo
cego, a capacidade de enxaguatérios a base de digluconato de clorexidina em
diferentes concentrac¢des (0,005%, 0,0033%, 0,001%, 0,01%, 0,02%, 0,05 % e 0,1%)
em inibir a formacéao de biofilme e prevenir a inflamacé&o gengival. Estes foram usados
uma ou duas vezes ao dia, durante um periodo de 10 dias e sem nenhum
procedimento mecanico de higiene bucal. Os resultados sugeriram o uso da solugéo
de clorexidina a 0,02%, uma vez ao dia como a minima concentracao necessaria para
a inibicdo completa do biofilme.

Apesar das evidéncias do potencial de inibicdo da formacédo de biofilme pela
clorexidina, os pesquisadores comecaram a avaliar o seu efeito sobre biofilmes ja
estabelecidos. Muitos estudos observaram pouco ou nenhum efeito da clorexidina
sobre biofilmes maduros®:8. Pratten et al.8” demonstraram que gluconato de
clorexidina 0,2% tem pouco efeito na viabilidade de biofilmes estabelecidos in vitro
apos tratamento duas vezes ao dia por quatro dias.

J& Zanatta et al.2® realizaram um estudo clinico randomizado controlado,
incluindo 20 individuos que se abstiveram de todos os métodos de controle mecanico
de biofilme por 25 dias. No dia zero (baseline) foram avaliados o indice de placa de

Quigley e Hein (IP), o indice gengival (IG) e o volume de fluido gengival crevicular
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(FGC), foi feita profilaxia e os participantes foram orientados a interromper o controle
de biofilme. No quarto dia do estudo, dois quadrantes, um superior e um inferior de
cada individuo, foram escolhidos de forma aleatorizada e receberam profilaxia para
remocao de biofilme, enquanto nos outros dois quadrantes, os dentes se mantiveram
com superficies cobertas por biofilme. Nesse mesmo dia, os individuos comegaram a
usar clorexidina 0,12% (CLX) como enxaguatoério bucal, duas vezes ao dia, por 21
dias. Os indices IP, IG e o FGC foram novamente avaliados. O estudo concluiu que a
CLX 0,12%, duas vezes ao dia, teve pouco efeito antibiofilme e antigingivite em
superficies previamente cobertas por biofilme. Esses resultados confirmam o menor
efeito da clorexidina em biofilme estruturado e reforcam a necessidade de
desorganizacao deste antes do uso do enxaguatorio bucal contendo clorexidina.

Além da dificuldade de acdo em biofilmes maduros, alguns estudos relatam
efeitos colaterais relacionados ao uso prolongado da clorexidina. McCoy et al.'’
apontaram alguns efeitos adversos associados ao uso de CLX a 0,12% para
tratamento periodontal de pacientes diabéticos (n= 140). Os individuos fizeram uso do
enxaguatorio bucal duas vezes ao dia por quatro meses. Dentre os 140 voluntarios,
31,4% apresentaram efeitos adversos, sendo 0 mais comum a alteracao de paladar
(19,3%), seguido de manchas nos dentes e na lingua (18,6%). Além disso, os
participantes também relataram dor na lingua e/ou garganta (7,1%). O estudo sugeriu
suspensao do uso da clorexidina em caso de aparecimento desses efeitos, além de
monitoramento constante e orientagdo para pacientes que fazem seu uso.

Uma revisdo sistematica realizada por James et al.8° evidenciou que o uso de
enxaguatorios a base de clorexidina por quatro semanas ou mais, resultou em
manchas nos dentes que necessitaram de tratamento profissional para sua remogao.
Além disso, outros efeitos colaterais foram relatados, como aumento na formacao de
calculo dentario, alteracdo do paladar e dano a mucosa oral temporarios.

Sakaue et al.!® avaliaram a formacdo de calculo associada ao uso de
clorexidina em um modelo de biofilme in vitro. Os biofilmes se desenvolveram por trés
dias e foram tratados com a solugéo de gluconato de clorexidina 0,12% por um minuto,
duas vezes ao dia. Apés incubacéo por mais dois dias em meio de cultura (Caldo BHI-
Brain-Heart Infusion) contendo uma solugdo mineralizadora, foram avaliadas a
quantidade de calcio e de fosfato no biofilme. Os resultados apontaram um aumento
na deposi¢cdo de célcio 5 vezes maior nos grupos tratados com clorexidina quando

comparado com o grupo controle. Os niveis de fosfato também foram
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significativamente mais elevados nos biofilmes tratados com gluconato de clorexidina
do que no grupo controle. O estudo concluiu que o gluconato de clorexidina pode
promover a incorporacdo de minerais no biofilme logo apds seu uso. Por isso, é
necessario desorganizar o biofilme antes do inicio do bochecho com gluconato de
clorexidina, a fim de reduzir os efeitos colaterais associados.

Além dos efeitos colaterais, devido ao uso indiscriminado dessa substancia,
alguns estudos tém relatado resisténcia bacteriana a clorexidina. Saleem et al.'®
avaliaram a suscetibilidade do biofilme de cinco individuos a clorexidina e outros
antibioticos. O estudo demonstrou, in vitro, a presenca em biofilmes bucais, de
bactérias resistentes a multiplos medicamentos, incluindo a clorexidina. Também
destacou a necessidade de aumentar a conscientizacdo sobre a presenca de
bactérias resistentes no biofiime e ponderou sobre a possibilidade de o uso
prolongado de produtos de higiene bucal antimicrobianos estar contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia nessas bactérias.

Wang et al.?® avaliaram os efeitos de novos mondémeros antibacterianos na
inducdo de resisténcia em oito espécies bacterianas cariogénicas, endodénticas e
periodontopatogénicas (S. mutans, S. sanguis, S. gordonii, E. faecalis, A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis e P. intermedia). A concentracéo
inibitéria minima (CIM) foi avaliada usando a CLX como controle. A concentracédo
bactericida minima, o crescimento bacteriano e a permeabilidade da membrana
também foram avaliadas. Os mondmeros antibacterianos induziram resisténcia
apenas no S. gordonii, enquanto a CLX induziu resisténcia em quatro espécies
(Streptococcus gordonii, E. faecalis, Fusobacterium nucleatum, e P. gingivalis).

Diante dos efeitos colaterais ja descritos, da incapacidade em controlar
biofiimes maduros e da evidéncia de desenvolvimento de cepas resistentes a
clorexidina, muitos estudos tém buscado novas propostas de agentes antimicrobianos

com menores efeitos colaterais para controle do biofilme bucal.

3.3.2 Produtos naturais

Produtos naturais sdo utilizados na medicina ao longo da histéria e séao
considerados a fonte mais promissora de farmacos potenciais para uso na saude
humana®l. O termo "produtos naturais" é geralmente associado a metabdlitos

secundarios produzidos por um organismo. Os metabdlitos secundarios de plantas e
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fungos sdo amplamente utilizados, por possuirem diversos efeitos biolégicos, como
acdo antimicrobiana, antioxidante e anticancer®?, além de apresentarem baixa
toxicidade e serem economicamente viaveis®,

Diversas partes das plantas como frutos, folhas, caule, raizes, inflorescéncias
e sementes, podem ser utilizadas para extragao de compostos com diversos fins
terapéuticos. Nucci et al.** avaliaram o efeito antinociceptivo do extrato de frutas de
Pterodon pubescens em modelo animal no tratamento de dor cronica e constaram a
reducdo de alodinia pds-operatéria nos animais. J& Coelho et al.®® observaram o
mesmo efeito antinociceptivo, desta vez, por meio do tratamento com extrato e fracdes
das sementes de Pterodon pubescens.

Brito et al.®® observaram o efeito protetivo antillcera do extrato das raizes de
Croton campestris em mucosa gastrica de ratos. Pré-tratamentos com o extrato foram
realizados em regides da mucosa gastrica dos ratos, em seguida, lesdes ulcerativas
foram induzidas na mucosa por diferentes agentes. O estudo evidenciou atividade
antiulcerativa do extrato, semelhante a do omeprazol, farmaco com efeito protetivo
reconhecido.

Sertié et al.®” avaliaram o efeito anti-inflamatério do extrato das folhas de Cordia
verbenacea. Foi induzido edema na pata de ratos e o extrato foi aplicado topicamente.
Apos 8 h da aplicacédo do extrato, foi observado um efeito significativo de redugéo do
edema, evidenciando que a folha dessa planta possue componentes com efeito anti-
inflamatorio.

Na odontologia, diversos compostos derivados de produtos naturais também
tém sido estudados quanto aos seus efeitos biolégicos de interesse para o controle
de doencas bucais. Koo et al.®® demonstraram o efeito anti-biofilme in vitro do extrato
bruto do fruto de Vaccinium macrocarpon (cranberry, ou oxicoco no Brasil) sobre
biofilme de S. mutans, por meio da redugdo de biomassa e da producdo de
polissacarideos insollveis. JA Brighenti et al.?® e Brighenti et al.?* demonstraram o
potencial antimicrobiano de extratos de plantas provenientes do Pantanal contra
micro-organismos de interesse médico-odontologico (Actinomyces naeslundii,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus gordonii, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis e Candida
albicans).

Antonio et al.®® avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do extrato dos

graos de Coffea canephora contra S. mutans e S. sobrinus e seu efeito na
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desmineralizacdo de dentes deciduos. A acdo antimicrobiana contra as cepas foi
avaliada por meio da Concentracgdo Inibitéria Minima, sendo 7 mg/mL e 160 mg/mL
para S. mutans e S. sobrinus, respectivamente. Para avaliacdo da desmineralizagéo,
o biofilme foi cultivado em fragmentos de primeiros molares deciduos a partir de um
pool de saliva humana por 10 dias. Logo apés o crescimento do biofilme, tratamentos
de 1 minuto com o extrato de C. canephora, agua Milli-Q e clorexidina 0,12%, foram
realizados uma vez ao dia durante uma semana para posterior analise da
microdureza. Os valores de microdureza do grupo tratado com o extrato, foram
semelhantes ao grupo tratado com clorexidina, demonstrando alto potencial
anticariogénico do extrato de C. canephora.

Antonio et al.1% também avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato dos gréos
de Coffea canephora, dessa vez contra biofilmes formados a partir de saliva humana.
Os biofilmes cresceram em membranas sobre a superficie de agar, e foram tratados
por 30 minutos com extrato aquoso de café (20 mg/mL); extrato aquoso de café (20
mg/mL) com 10% de sacarose; clorexidina 0,05% (controle positivo); e agua Milli-Q
(controle negativo). Em seguida, os biofilmes foram suspensos em solu¢éo salina e
cultivados em placas de BHI para contagem das células viaveis. Os resultados
demonstraram uma reducao na contagem de microrganismos em relacdo ao controle
negativo, de 32,1% para a clorexidina, 12,4% e 15,2% para os extratos do grao de C.
canephora com e sem adicdo de sacarose respectivamente, sugerindo que a
concentracdo de sacarose no extrato pode influenciar a sua propriedade
antimicrobiana.

Fani e Kohanteb!%! avaliaram o efeito do gel de Aloe vera na inibicdo de
crescimento de Streptococcus mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Bacteroides fragilis isolados clinicamente, por meio dos
métodos de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo para determinacédo da
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM). Tanto no teste de difusdo em agar, quanto na
avaliacdo da CIM, o S. mutans foi 0 micro-organismo mais suscetivel a Aloe Vera. Os
valores de CIM do gel de Aloe vera para S. mutans, A. actinomycetemcomitans, B.
fragilis e P. gingivalis foram 12,5, 25, 50, e 25 pg/ml, respectivamente. Dessa forma,
0 estudo sugere que a Aloe vera, em concentracdes Otimas, pode ser usada em
formulacbes farmacéuticas (cremes dentais ou enxaguantes bucais) para prevencéo

de doenca periodontal e carie dentéria.
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Khalid et al.t%? isolaram bactérias patogénicas de biofilmes de sete (07)
voluntarios e avaliaram o efeito antimicrobiano dos extratos de Acacia arabica,
Tamarix aphylla L. e Melia azadirachta L. contra essas bactérias, por meio do método
de difusdo em agar. Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana, tendo
0s extratos de A. arabica e T. aphylla apresentado as maiores zonas de inibicao.
Dessa forma, estes extratos foram escolhidos para o ensaio de inibigdo do biofilme,
no qual as bactérias cresceram em placas de microtitulacdo pré-tratadas com os
extratos (pré-tratamento) ou o tratamento foi feito apos a formacao do biofilme (pos-
tratamento). Os resultados indicaram que quando foi feito o pré-tratamento, os
extratos de A. arabica e de T. aphylla reduziram a formacdo de biofilme em,
respectivamente, 73% 75%, quando comparados com o grupo controle. O pos-
tratamento foi mais efetivo, eliminando até 85% do biofilme com apenas uma lavagem
de 30 segundos, para o extrato de A. arabica e 78% para o de T. aphylla.

Uma revisdo sistematica desenvolvida por Karygianni et al.1%3 demonstrou uma
forte interacdo entre terapias a base de produtos naturais e a reducdo de biofilmes
multiespécie. Quatorze estudos que avaliaram o efeito antibiofilme de extratos e 6leos
essenciais de diferentes espécies de plantas contra biofilmes multiespécie foram
selecionados. Os extratos de V. vinifera, Pinus spp. C. canephora, C. sinensis, V.
macrocarpon, G. chinensis, C. ferrea Martius e P.estockianum, se destacaram por
demonstrarem eficacia na reducéo de biofilmes orais, quando testados in vitro, ex vivo
e in situ. Dessa forma, a eficacia desses produtos desperta o interesse na introducao

de fitoquimicos naturais no repertorio terapéutico da odontologia.

3.3.2.1 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo classificados como os metabdlitos secundarios
volateis que dao origem ao cheiro ou sabor caracteristicos das plantas. Sao misturas
muito complexas de compostos como terpenos, terpendides e fenilpropandides,
podendo conter muitos outros compostos, como acidos graxos, oxidos e derivados de
enxofret04,

O uso de 6leos essenciais ha industria farmacéutica € amplamente investigado,
particularmente por sua acdo como agentes anticancer, antiviral e antimicrobianos 1%,

Na area odontologica, alguns trabalhos tém investigado o potencial antimicrobiano
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desses 06leos contra micro-organismos relacionados ao desenvolvimento de doencas
bucais.

Bersan et al.1% avaliaram o efeito antimicrobiano de 6leos essenciais derivados
de vinte plantas contra diversos patdégenos orais (Candida albicans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sanguis e Streptococcus mitis)
por meio da determinagcdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). O estudo
evidenciou que a maioria dos Oleos essenciais apresentaram moderada a forte
atividade antimicrobiana contra os micro-organismos testados (CIM com valores entre
0,007 mg/mL e 1,00 mg/mL). O 6leo essencial de Cyperus articulatus se destacou na
atividade antimicrobiana, e teve sua acgao investigada no controle da formacao de
biofilmes. Esse 6leo essencial inibiu 63,9% da formacédo de biofilme de S. sanguis
guando comparado ao grupo controle. Os autores concluiram que os 6leos essenciais
sao fontes promissoras como agentes antimicrobianos para doencgas bucais.

Em uma revisdo sistematica realizada por Freires et al.l%’, estudos que
avaliaram a atividade antimicroniana de diversos 6leos essenciais contra bactérias
cariogénicas foram reunidos a fim de evidenciar cientificamente o efeito dessas
substancias. Mais de 30 espécies de plantas possuem 6leos essenciais com efeito
antibacteriano contra bactérias em estado plancténico. Porém, para o controle da
formacao de biofilme, somente oito espécies foram estudadas e demonstraram
reducdo significativa da formacao de biofilme in vitro. Apenas trés estudos clinicos
randomizados foram encontrados, e avaliaram o efeito do 6leo essencial de L.
sidoides e uma formulacédo contendo 6leo essencial de M. alternifolia e L. scoporium
associados aos extratos de C. officinalis e C. sinenses, na reducdo do biofilme
cariogénico, por meio da avaliacdo do indice de placa. Os resultados para o Oleo
essencial de L. sidoides foram bastante positivos, evidenciando seu efeito anti-
biofilme in vivo.

Aradujo et al.1% realizaram uma meta-andlise de estudos clinicos que avaliaram
o efeito de enxaguatérios a base de 6leos esseciais no controle de biofilme e sinais
de gengivite. Vinte e nove estudos foram incluidos na analise, e demonstraram 0s
beneficios do uso diario de enxaguatdrios contendo 6leos essenciais para reducao de
biofilme e gengivite in vivo. O estudo concluiu que a complementagéo da escovagao
com enxaguatério bucal diario é importante para promover uma higiene bucal mais

eficaz, o que pode levar & prevencao da progressao da doenca.
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Tardugno et al.}?® avaliaram os 6leos essenciais das plantas lllicium verum,
Eucaliptus globulus, Eugenia caryophyllata, Leptospermum scoparium, Mentha
arvensis, Mentha piperita, Myrtus communis, Salvia officinalis, Melaleuca alternifolia,
Rosmarinus officinalis, Lavandula intermedia, Thymus capitatus e Thymus vulgaris
guanto a sua atividade antimicrobiana contra as bactérias Streptococcus mutans e
Lactobacillus spp. isoladas de pacientes. A analise foi feita por meio do teste de
difusdo em agar e determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima. Os resultados
obtidos demonstraram que os Oleos essenciais de E. caryophyllata, L. scoparium, R.
officinales, T. capitatus e T. vulgaris apresentaram melhor atividade antimicrobiana.
Dessa forma foram selecionados para associacdo com o 6leo essencial de M. arvensis
e com a clorexidina. Algumas das combinacdes apresentaram efeito sinérgico entre
0s componentes dos 6leos, o que potencializou o efeito antimicrobiano encontrado.

Daneshkazemi et al.!!? avaliaram o efeito antimicrobiano do éleo essencial
extraido das sementes e do 6leo de goma resinoso de Ferula Assa-Foetida contra
micro-organismos orais (Streptococcus mutans, Streptococcus  sobrinus,
Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, and Lactobacillus rhamnosus), por
meio do método de difusdo em agar. O estudo demonstrou que para todas as
concentracdes testadas (2,5, 5, 10, e 20 pg/ml), os dois 6leos apresentaram atividade

antimicrobiana significativa, comparavel ao efeito exibido pela clorexidina.

3.3.2.2 Oleo essencial de Cymbopogon citratus

O Cymbopogon citratus (capim-limdo) € um arbusto com caules de até dois
metros de altura e folhas lineares de até um metro de comprimento e dois centimetros
de largura. O capim-lim&o é nativo da india e da Indonésia e foi introduzido e cultivado
na maioria dos regides tropicais, incluindo Africa (Argélia, Egito, Marrocos), América
do Sul e Indochina. E uma planta amplamente utilizada no mundo devido aos efeitos
terapéuticos dos constituintes de suas folhas?>112,

O oOleo essencial dessa planta é um liquido transparente de cor amarelada ou
laranja amarelada, com uma forte nota de limdo, proveniente do citral, um dos
principais componentes do Oleo. Os componentes marjoritarios desse Oleo sé&o:
geranial (50%), neral (40%), geraniol (7%), A-cariofileno (4%) e nerol (1%)!L,

Devido as caracteristicas arométicas e a presenca desses compostos no 6leo

essencial de C. citratus, a literatura descreve diversas utlilidades para esse 6leo como:
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aromaterapia, conservante de alimentos, acéo antidiabética, antimicrobiana, diurética,
hipoglicémica, hipotensiva, anti-inflamatoéria, antioxidante, anticarcinogénica,
hematolégica e neurofarmacolégica. O componente responsavel por grande parte
dessas caracteristicas do 6leo é o citral (3,7- dimetil-2,6-octadienal) que consiste no
isbmero cis, geranial e o isbmero trans, neral, componente majoritario do 6leo**?.

Boukhatem et al.}'® avaliaram a atividade antifingica do 6leo essencial de C.
citratus in vitro por meio do método de difusdo em agar, e a atividade anti-inflamatoria
in vivo. Dentre os achados do estudo, foi possivel observar atividade antifungica do
0leo contra Candida albicans, C. tropicalis, e Aspergillus niger. Quanto aos resultados
de atividade anti-inflamatéria, os dados foram bastante promissores, com valores
semelhantes ao diclofenaco de uso oral, substancia de potencial anti-inflamatério
altamente reconhecido pela literatura.

Oliveira et al.1* avaliaram a suscetibilidade in vitro de cepas de Staphylococcus
isoladas da pele de recém-nascidos ao 0leo essencial de C. citratus, bem como a
suscetibilidade in vivo do S. aureus em relacdo ao mesmo 6leo. Os resultados obtidos
indicam que as cepas isoladas no estudo in vitro eram sensiveis a acdo do 6leo
essencial de C. citratus e o estudo in vivo demonstrou que o Oleo C. citratus
apresentou acdo similar a vancomicina, antibiético padréao para tratamento de pele em
recém-nascidos.

Um estudo mais recente, desenvolvido por Sahal et al.''®> demonstrou o efeito
antifangico e de inibicdo de biofilme de Candida tropicalis exercido pelo 6leo essencial
de C. citratus . O 6leo apresentou atividade antifingica constatada por meio da analise
da Concentracdo Inibitéria Minima, e determinou uma reducédo de 45% a 76% na
formacao de biofilme de diferentes cepas de C. tropicalis.

Na odontologia o 6leo essencial de C. citratus também tem ganhado visibilidade
devido seu potencial antimicrobiano. Estudos recentes demonstram a atividade
antimicrobiana desse 6leo essencial, apontando para o seu potencial na prevencao
da carie dentéaria?”116-118,

Khan et al.l’® avaliaram o efeito anti-biofilme dos dleos de C. citratus e
Syzygium aromaticum contra biofilmes de C. albicans por meio do ensaio de reducéo
da atividade metabdlica, ensaio de morte e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV). Os autores observaram que o 0leo essencial de C. citratus apresentou um alto
efeito de inibicdo do biofilme, além disso, os Oleos foram considerados mais ativos

guando comparados a anfotericina B e ao fluconazol. Foi possivel observar por meio
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da MEV que houve deformagcéo estrutural do biofilme tratado com o 6leo essencial de
C. citratus, e as membranas celulares mostraram ser o principal alvo de acédo dos
constituintes deste 6leo, o que pode explicar o seu mecanismo de acéo
antimicrobiana.

Perazzo et al.''’ analisaram a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de C.
citratus contra cepas de referéncia de micro-organismos de reconhecida
cariogenicidade (S. mutans, ATCC25175; S. salivarius, ATCC7073; e S. oralis,
ATCC1055), pela determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (MIC). Os
resultados demonstraram melhor desempenho do C. citratus frente S. mutans
(CIM=0,5626 mg/mL). Para S. salivarius e S. oralis, o0s resultados foram semelhantes
(CIM=2,25 mg/ml). Portanto, todas as cepas foram sensiveis ao 6leo nas
concentracdes de 0,0625%, 0,25%, e 0,625%, respectivamente.

Um estudo realizado por Ocheng et al.'8 avaliou o 6leo essencial de diversas
plantas caracteristicas da medicina tradicional de Uganda, dentre elas o C. citratus,
nas concentracdes de 1%, 0,1% e 0,01%, quanto a sua capacidade de inibicdo de
crescimento de algumas cepas de periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actnomycetemcomitans) e algumas cepas cariogénicas
(Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus). Os resultados demonstraram que
a maioria dos 6leos essenciais, inclusive o C.citratus nas concentracdes de 1% e
0,1%, apresentaram efeito inibitorio notavel contra A. actnomycetemcomitans e P.
gingivalis, além de um efeito inibitério moderado contra S. mutans. Baixa capacidade
de inibicdo de crescimento foi observada em relacdo ao L. acidophilus.

Tofifio-Rivera et al.?® avaliaram a capacidade dos 6leos essenciais de C.
citratus e Lippia alba em inibir o crescimento de biofilmes de S. mutans, bem como
sua toxicidade sobre células eucariéticas (CHO) . O estudo mostrou que o Oleo de L.
alba inibiu o crescimento do biofilme em 95,8%, na concentracdo de 0,01 mg/dL e o
Oleo de C. citratus inibiu o biofilme em 95,4%, nas concentra¢des de 0,1 mg/dL e 0,01
mg/dL e em 93,1% na concentracdo de 0,001 mg/dL. Além desse achado, o estudo
demonstrou que o0s 6leos essenciais nessas concentragcdes nao apresentaram
toxicidade as células CHO, num periodo de 24 horas.

Outro estudo recente, Oliveira et al.?” avaliou os efeitos do 6leo essencial de C.
citratus e de seu componente majoritario, o citral, contra colonizadores iniciais e
espécies relacionadas com a carie (A. naeslundii, L. acidophilus, S. gordonii, S. mitis,

S. mutans, S. sanguinis e S. sobrinus). Foram determinadas a CIM e a CBM para
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cepas de referéncia e para cepas clinicas e investigado o efeito do 6leo essencial na
adesdo bacteriana e formacgdo/desorganizacdo do biofilme monoespécie e
polimicrobiano. Para os testes em biofilme polimicrobiano, foi utilizada a saliva de um
doador para formacao de biofilme similar ao formado in vivo. Os biofilmes se formaram
sobre espécimes confeccionados a partir de dentes humanos e foram expostos ao
0leo em uma concentragdo dez vezes a sua CIM em regimes de curta duracdo (60
segundos) e longa duracédo (60 minutos). O efeito do citral sobre o biofilme pré-
formado foi testado usando a mesma metodologia. Também foi avaliada a
citotoxicidade do 6leo em queratindcitos humanos pelo método do MTT. O citral
reduziu significativamente o nimero de células viaveis no biofilme de estreptococos.
O d6leo apresentou efeito inibitério contra todos os micro-organismos estudados e
reduziu significativamente o niumero de células viaveis nos biofilmes de lactobacilos e
estreptococos, e inibiu a adesdo do biofilme polimicrobiano relacionado com a cérie
ao esmalte dentario, nos dois regimes de exposi¢do, no entanto a exposicao de longa
duracdo obteve melhores resultados. Além disso, o 6leo essencial mostrou baixa
citotoxicidade aos queratindcitos humanos. Dessa forma, os autores sugeriram que a
incorporacdo desse 6leo em sistemas de liberacdo controlada, poderia ser uma
estratégia eficaz para o controle da cérie dentaria.

3.4 Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos para Controle de

Doencas Bucais

O termo “sistema de liberacao de farmacos” pode ser definido como um método
de administracdo de uma substancia com acgao terapéutica, que foi desenvolvido com
a finalidade de garantir que a substancia atinja o local especifico de acéo, promovendo
efeitos terapéuticos. Tal sistema nao é farmacologicamente ativo, mas é capaz de
melhorar a eficacia do agente terapéutico que ele incorporal?® .

Varias formulacdes sdo comumente empregadas na odontologia para controlar
a formacado de biofilmes dentarios como enxaguatérios, dentifricios e pastilhas. No
entanto, essas formulacdes possuem retencéo limitada de farmacos e tendem a ser
rapidamente diluidas ou removidas, 0 que pode alterar a eficacia dos principios ativos
presentes em sua composicao?°.

A tecnologia dos sistemas de liberagdo controlada para uso odontoldgico vem
crescendo ao longo dos anos. As diversas vantagens da utilizacdo desses sistemas
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para carreamento de farmacos de interesse odontoldgico tem incentivado os estudos
nessa area'?!. Um sistema de liberacéo ideal deve proteger o farmaco de degradacéo,
permitir sua liberagcdo em uma area especifica de acdo e promover a liberacédo de
forma controlada, a fim de aumentar a sua biodisponibilidade no local de acéo?2.
Sistemas nanoestruturados de liberagcdo como as microemulsdes, sistemas
liquido-cristalinos, = nanoparticulas  poliméricas e  carreadores lipidicos
nanoestruturados sao plataformas interessantes para liberacdo de farmacos na
cavidade bucal. Dentre esses sistemas de liberacdo controlada, destacam-se os
sistemas liquido-cristalinos, pois possuem a capacidade de proteger o principio ativo
da degradacdo e aumentar a permanéncia da formulacdo na cavidade bucal,

possibilitando uma liberacéo controlada no local de agdo?°.

3.41 Sistemas liquido-cristalinos

Os cristais liquidos (CLs) sdo descritos como um estado intermediario entre os
estados sélido e liquido da matéria'?3. Dessa forma, os CLs exibem propriedades de
fluxo como um liquido e, a0 mesmo tempo, a organizacao caracteristica de um sélido,
ou seja, possuem ligacBes e rigidez préprias de um sélido, porém mantém a
mobilidade, regides desordenadas e fluidas como os liquidos®2.

Os CLs podem ser obtidos de duas formas, o que leva a duas categorias
distintas: os termotrépicos e os liotrépicos. Os CLs termotrépicos sao obtidos por meio
da mudanca de temperatura, esses sdo bastante conhecidos por estarem presentes
nos monitores de computadores e telas de televisdo. Ja os liotrépicos sédo formados
pela associacdo de compostos anfifilicos e um solvente isotrépico, geralmente a 4gua,
sdo mais estaveis e aplicaveis para liberacédo de farmacos3?123,

Os sistemas liotropicos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura.
As fases lamelar, hexagonal e cubica sdo as mais importantes e mais descritas para
uso farmacéutico. Os sistemas lamelares sdo formados por camadas paralelas de
tensoativo separadas por camadas de solvente, formando uma estrutura uni ou
bidimensional. Os sistemas hexagonais sao formados pela unido de cilindros longos
formando redes bi ou tridimensionais. E os sistemas cubicos s&o estruturas mais

complexas de simetria ciibica®?123 (Figura 1).
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Figura 1 - llustracdo das principais fases de cristais liquido liotrépicos: (A) Hexagonal, (B)
Cubica e (C) Lamelar

Fonte: Souza®®.

Dessa forma, as caracteristicas vantajosas desses sistemas despertam o
interesse para sua aplicacdo no controle de doencas bucais. Souza et al. 1%
desenvolveram um sistema liquido cristalino mucoadesivo a base de monoleina e
agua para carreamento do antimicrobiano polihexanida para controle de infec¢des da
cavidade bucal. O intuito do trabalho foi aumentar o tempo de permanéncia do farmaco
no sitio de acdo, pois a baixa retencdo na mucosa diminuia a sua eficacia. Os
resultados foram altamente promissores, uma vez que o sistema contendo o farmaco
se mostrou bastante mucoadesivo e a atividade antimicrobiana in vitro do farmaco foi
potencializada pelo sistema, indicando sinergia entre os dois.

Calixto %6 teve como objetivo desenvolver um sistema de liberacédo controlada
de farmacos para controle da carie dentaria. Ao sistema foi incorporado o peptideo
p1025, com reconhecida atividade antimicrobiana. Em seguida, a formulagdo foi
avaliada quanto a sua capacidade em interferir na formacao de biofilmes de S. mutans
sobre discos de hidroxiapatita, usando um regime de aplicacao por 1 min, 2 vezes ao
dia durante 5 dias. A formulacdo desenvolvida apresentou caracteristicas de um
sistema liquido cristalino, com baixas taxas de liberacdo (em torno de 4,61% em 24
horas). Para a concentracdo de micro-organismos e de polissacarideos
extracelulares, ndo foi observada diferenca significativa entre a formulagéo contendo
0 peptideo e a formulagédo veiculo. Dessa forma, foi sugerido um tempo maior de
exposicao dos biofilmes a formulacédo contendo o peptideo, para atenuar os efeitos
patogénicos causados pelo biofilme.

Calixto et al.’?0, avaliaram o efeito sobre a formacéo de biofilme de S. mutans
da mesma formulagéo desenvolvida anteriormente, por meio da analise de biomassa.
Em seguida, avaliaram sua citotoxicidade em células epiteliais in vitro. Os dados

obtidos mostraram que o peptideo p1025 incorporado ao sistema apresentou baixa
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citotoxicidade (viabilidade celular de 70% ou superior) e reduziu efetivamente a
biomassa do biofilme de S. mutans. Esses resultados sugerem que o peptideo p1025
incorporado ao sistema mostra um efeito cumulativo, e representa uma alternativa
promissora para a prevencao de biofilmes cariogénicos.

Jiang et al.'?” avaliaram a agdo de um sistema liquido-cristalino contendo
minociclina, um antibidtico da classe das tetraciclinas, aplicado em bolsa periodontal
para o tratamento da doenca periodontal. O controle da doenca foi feito in vivo, em
ratos, por meio da avaliacdo do indice gengival, da profundidade de bolsa e perda
Ossea alveolar, por um periodo de quatro semanas de tratamento. Os resultados
indicaram melhora significativa da saude periodontal dos ratos, além de aplicabilidade
do sistema para injecdo na bolsa periodontal.

Toledo et al.'?® desenvolveram um sistema liquido-cristalino contendo
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro para liberacdo controlada de extrato de
propolis para o tratamento da doenca periodontal. O sistema foi avaliado quanto a sua
acdo antimicrobiana contra diferentes espécies de Candida. Os resultados
demonstram caracteristicas reoldgicas que permitem a aplicacao do sistema na bolsa
periodontal. Além disso, o sistema apresentou atividade antifingica para todas as
espécies de Candida testadas, sendo esse efeito muito superior ao encontrado para
0 extrato de prépolis livre.

3.4.2 Sistemas precursores de cristais liquidos

A adicdo gradativa de &gua no sistema liquido-cristalino aumenta a sua
estruturagéo, resultando em maior viscosidade da formulagéo. Sendo assim, sistemas
precursores de cristais liquidos (SPCL) séo sistemas geralmente microemulsionados
gue ao incorporarem liquido se tornam sistemas liquido-cristalinos mais estruturados.
Esses consistem em uma estratégia interessante para administracdo bucal de
farmacos, pois podem se apresentar mais fluidos, facilitando a administracdo da
formulag&o em diferentes sitios. Ao entrar em contato com a cavidade bucal, os SPCL
podem incorporar saliva, se tornando uma fase liquido-cristalina mais viscosa,
promovendo liberacéo lenta e controlada dos farmacos incorporados®?.

Mei et al.'?° desenvolveram um sistema precursor de cristal liquido contendo
metronidazol para tratamento local da doenca periodontal. Os ensaios in vitro

demonstraram que o sistema obteve taxas de liberagdo controlada de metronidazol
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ao longo de uma semana. Ja nos ensaios in vivo, utilizando um modelo de periodontite
em coelhos, o sistema foi capaz de manter concentracdes do farmaco acima da
Concentracao Inibitéria Minima por mais de 10 dias, sem deteccdo deste no sangue
dos animais, enquanto o metronidazol livre foi eficiente somente por 24h com niveis
detectaveis no sangue dos animais a partir de 6 h. Logo, o sistema promoveu um
tratamento efetivo da periodontite por um periodo de tempo prolongado, com reducéo
dos efeitos colaterais.

Aida et al.3® caracterizaram um sistema precursor de cristais liquidos e
avaliaram sua citotoxicidade e acdo contra biofilme de S. mutans quando foi
incorporado o fragmento de peptideo catidnico B-defensin-3 (D1-23). Os testes de
microscopia de luz polarizada, reologia e bioadesao in vitro mostraram que tanto a
viscosidade quanto a bioadeséo do sistema aumentaram apos a diluicdo com saliva
artificial. O sistema contendo o peptideo apresentou melhor atividade contra biofilme
de S. mutans depois de 24 h quando comparado com 4 h de tratamento, mostrando
um efeito cumulativo. Tanto o sistema como o sistema contendo o peptideo ndo
apresentaram toxicidade a células epiteliais humanas. Dessa forma, esse sistema se
mostrou uma alternativa promissora para administracéo de peptideos antimicrobianos
na cavidade oral.

Fonseca-Santos®! avaliaram um sistema precursor de cristais liquidos quanto
ao seu potencial de carrear curcumina para o tratamento de candidiase oral. O sistema
contendo curcumina apresentou propriedades mucoadesivas e reoldgicas favoraveis
para administracdo bucal, além de ter demonstrado atividade antifingica contra C.
albicans de espécie padrao e de espécies obtidas de isolado bucal de pacientes com
candidiase oral. Além disso, nenhuma das cepas apresentou resisténcia a seu uso,
diferente do fluconazol, anti-fungico amplamente utilizado. Dessa forma, o estudo
conclui que o sistema potencializou o efeito da curcumina e foi considerado uma
alternativa promissora para controle de candidiase oral.

Ainda nao existem dados na literatura a respeito da incorporacao da associacao
de clorexidina e Oleos essenciais a esses sistemas. Diante da extensa literatura a
respeito das propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de C. citratus, bem como
da clorexidina, além da comprovada potencializacdo da acédo dos farmacos quando
incorporados a sistemas precursores de cristais liquidos, uma alternativa eficaz para
controle de biofilmes orais pode estar baseada na incorporacdo destes componentes

a esses sistemas.
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Obtencdo do Oleo Essencial e do Digluconato de Clorexidina

O presente estudo foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestéo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional associado — SisGen (Numero do cadastro:
AS5E42CA) (Anexo A).

O dleo essencial de Cymbopogon citratrus (capim lim&o) foi adquirido na sua
forma pura na empresa Quinari Aromaterapia Ltda. (Ponta Grossa, PR, Brasil - Lote:
BSA). Essa empresa realiza o controle de qualidade do produto, garantindo a
auséncia de contaminantes. O 6leo foi adquirido uma Unica vez, em volume suficiente
para que o mesmo lote fosse utilizado em todas as analises, e armazenado em frasco
de vidro ambar a -20 °C. O digluconato de clorexidina a 20% foi adquirido na empresa
Sigma-Aldrich Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil) e armazenado em frasco ambar em
geladeira (6 °C).

4.2 Obtencédo do Inéculo Polimicrobiano de Saliva e Condicdes de

Crescimento

Para os testes microbioldgicos foi utilizado um indculo polimicrobiano obtido a
partir da saliva estimulada de um doador**®. A coleta da saliva foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de
Araraguara — UNESP (Anexo B; Parecer de Aprovacdo - CAAE:
97484718.1.0000.5416).

Para o crescimento do inéculo polimicrobiano, foi utilizado o meio de cultura
idealizado por McBain'®! composto por mucina gastrica suina (2,5 g/L), peptona
bacteriologica (2,0 g/L), triptona (2,0 g/L), extrato de levedura (1,0 g/L), NaCl (0,35
g/L), KCI (0,2 g/L), CaCl2 (0,2 g/L), cloridrato de cisteina (0,1 g/L), hemina (0,001 g/L)

e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH 7,0. O meio foi suplementado com 1% de sacarose.

4.3 Selecédo do Doador de Saliva

O numero de participantes para a fase de selecdo do doador de saliva foi
calculado utilizando o Programa PS Power and Sample Size Calculation versdo 3.1.2,

2014, desenvolvido por Dupont e Plummert®2, O presente estudo foi planejado
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considerando um delineamento experimental de variaveis independentes com uma
taxa grupo controle: grupo experimental de 1:1. Resultados anteriores do nosso grupo
de pesquisa (dados ainda nao publicados) demonstraram que a concentracdo de
bactérias anaerdbias totais na saliva de participantes do estudo possuia distribuicdo
normal com desvio padrédo de 5,9 x 10> UFC/mL e diferenca entre eles de 1,6 x 10°
UFC/mL. Considerando um poder de 80% e o erro tipo 1 de 5%, o tamanho da amostra
para selecdo do doador de saliva deste estudo foi de seis individuos. Assim, a forma
de amostragem adotada foi ndo probabilistica, composta por seis individuos adultos
jovens, homens ou mulheres.

Para inclusdo no estudo, os participantes deveriam ter bom estado de salde
geral, ndo ter feito uso de antibiéticos ou antifingicos nos ultimos seis meses!® e
abster-se do uso de bebidas alcodlicas 24 horas antes da coleta’3*. N&o foram
incluidos individuos com baixo fluxo salivar, fumantes, portadores de doencas
sistémicas ou que estivessem em terapia medicamentosa com farmacos que causam
reducdo do fluxo salivar, como opiodides, anti-histaminicos, antidepressivos, anti-
epiléticos, ansioliticos e anti-colinérgicos!34, e usuarios de aparelho ortodontico.

Apbés leitura e esclarecimento das davidas sobre a sua participacdo na
pesquisa, todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A). A coleta da saliva foi realizada entre as 9 h e 10 h da
manh&® com os individuos sem escovar os dentes por 24 h e em jejum por 2 h. A
estimulacdo da saliva foi feita com a mastigacdo de parafina plastica sem sabor
(Parafilm “M”, American National Can, Chicago, USA). A coleta foi realizada em tubos
Falcon estéreis, que foram mantidos em isopor com gelo por no maximo 1 hora.
Inicialmente, os participantes faziam a coleta da saliva por um tempo pré-determinado
de 5 minutos para o calculo de fluxo salivar em mL/min, em seguida, continuaram a
coleta até atingir cerca de 5 mL de saliva. Uma aliquota de 2 mL foi utilizada para
medir o pH (pHmetro - Quimis, Diadema, SP, Brasil). O restante da saliva coletada foi
usado para avaliar a concentragao de micro-organismos, capacidade de formacao de

biofilme e sensibilidade a clorexidina.

4.3.1 Avaliacdo da concentracdo de micro-organismos na saliva

Uma aliquota de 200 pL de saliva de cada participante foi usada para

determinar a concentracao inicial de micro-organismos. Foram quantificadas a
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concentracdo de bactérias totais em agar Wilkins-Chalgren3!, de estreptococos do
grupo mutans em agar Mitis Salivarius suplementado com 15% de sacarose e 0,2
Ul/mL de bacitracina (MSBS) como proposto por Gold et al.'®®, e de bactérias
aciduricas em agar BHI (Brain Heart Infusion) pH 4,7%%. As placas contendo agar
Wilkins-Chalgren e agar Mitis Salivarius foram incubadas em 5% de CO2, a 37 °C por
48 h, enquanto as placas de BHI pH 4,7 foram incubadas nas mesmas condi¢des, por
96 h. Para identificacdo das coldnias de estreptococos do grupo mutans, foram
consideradas colbnias escuras, de 0,5 a 1,0 mm de diametro, convexas, com aspecto
rugoso.

Para cada micro-organismo, a andlise foi feita em triplicata. A contagem de
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) foi realizada com o auxilio de contador de
colénias (Phoenix Luferco CP 600 Plus, Araraquara, SP, Brasil) e os resultados foram
expressos em Log (UFC/mL). Foi calculado o intervalo de confianga dos dados dos 6
participantes e a saliva ideal para o experimento deveria apresentar valores médios

de concentracdo de bactérias contidos nesse intervalo.

4.3.2 Avaliagdo da capacidade de formacao de biofilme da saliva

A capacidade de formacao de biofiime da saliva de cada participante foi
avaliada por meio da andlise da biomassa, realizada em triplicata. Laminulas de vidro
(# 13 mm) foram acopladas a placas de 24 poc¢os contendo 0,4 mL da saliva coletada
e 1,8 mL do meio de cultura McBain suplementado com 1% de sacarose, utilizando o
modelo de aderéncia ativa, descrito por Exterkate et. al.'¥’ com modificacGes de
Albuquerque et al. 138, Nesse modelo, as laminulas de vidro foram fixadas em um varal
confeccionado em fio ortodéntico e posicionadas verticalmente nos pocos da placa de
cultura, sem tocar as paredes laterais e do fundo, evitando, assim, a formacéo de
biofilme pela deposicdo dos micro-organismos devido a forga da gravidade
(APENDICE B). ApOs 24 h de crescimento dos biofilmes, as laminulas foram
removidas do meio de cultura, imersas em solucao salina (NaCl 0,9%) por 10 minutos
e, em seguida, os biofilmes foram fixados com etanol por 15 minutos. Apds secarem
a temperatura ambiente, as laminulas foram imersas em solucgédo de cristal violeta 1%
por 5 minutos, lavadas em solucdo salina, secas em temperatura ambiente, e,
finalmente, imersas em &cido acético 33% para dissolugdo do cristal violeta. O
conteudo dos pocos foi transferido em triplicata (200 uL cada) para placas de 96 pogos
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e a absorbancia foi lida a 570 nm. Com os dados obtidos dos seis participantes, foi
calculado o intervalo de confianca, e a média da biomassa da saliva selecionada

deveria obrigatoriamente estar contida nesse intervalo.

4.3.3 Avaliacdo da sensibilidade da saliva a clorexidina

Para esta avaliacédo foi utilizada a técnica de microdiluicdo baseada no Clinical
and Laboratory Standards Institute!3?, com substituicdo do meio de cultura tradicional
(caldo Mueller-Hinton) por caldo McBain. Em placas de 96 pocos, o digluconato de
clorexidina foi diluido seriadamente em caldo de McBain com a finalidade de obter
concentracdes entre 0,0006 uL/ml e 0,6 pL/ml. Como controle foi utilizado somente o
caldo. Foram adicionados em cada poc¢o 20 pL de saliva dos participantes.

As placas foram incubadas a 37 °C em 5% de CO:2 por 24 h. Ent&o, o contetdo
dos pocos foi submetido a uma subcultura em agar Wilkins-Chalgren por 48 h a 37 °C
em 5% de CO: para avaliagdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e da CBM
(Concentracdo bactericida minima). A CIM foi avaliada como a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento e a CBM como a menor concentracdo capaz de inibir
totalmente o crescimento de micro-organismos. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Por motivos de interesse do estudo, a saliva do doador selecionado deveria
ser sensivel a clorexidina.

Dessa maneira, feita a selecdo do doador de saliva, os demais experimentos

foram realizados apenas com a saliva deste.

4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao

Bactericida Minima (CBM) do Oleo Essencial e da Clorexidina

A CIM e a CBM foram obtidas por meio da metodologia descrita no item 4.3.3,
usando a saliva fresca do doador selecionado. Para a determinacdo da CIM e CBM
do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (OE), este foi diluido em Tween 80 (Synth,
Diadema, SP) e caldo McBain na proporg¢ao 1:1:8 (v/v/v). Como controle negativo, foi
utilizado 4gua destilada, Tween 80, e caldo McBain na mesma proporcédo (1:1:8). A
partir de entédo, diluicbes seriadas de razdo dois foram obtidas de modo a serem
testadas concentracdes entre 0,1 uL/ml e 100 yL/ml (v/v) do Oleo. Para os testes com

digluconato de clorexidina (CLX), este foi diluido no préprio meio de cultura e foram
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testadas concentragdes entre 0,0006 pL/ml e 0,6 yL/ml (v/v). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.5 Preparo do Sistema Precursor de Cristal liquido (SPCL) e Incorporacéao de

Digluconato de Clorexidina e/ou do Oleo Essencial de C. citratus

O preparo do sistema foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Marlus
Chorilli, do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. O sistema escolhido para incorporacdo das
substancias ativas foi desenvolvido por Calixto3® e é composto por &cido oleico como
fase oleosa (40%), alcool cetilico etoxilado e propoxilado (Procetyl® AWS) como

tensoativo (40%), e na fase aquosa (20%) foi utilizada dispersao de quitosana 0,5%.

4.51 Preparacado da disperséo de quitosana 5%

Foram pesadas 5 gramas de quitosana, baixo peso molecular (50 - 190 kDa)
(Sigma-Aldrich, USA) (QS) e suspensas em 95 gramas de solucdo de acido acético
8,75% (m/m) com agitacdo mecanica a 150 rotacdes por minuto (rpm) por 24 horas®®.

O pH da dispersao foi ajustado para seis (pH=6) com a adicdo de NaOH 1M.

4.5.2 Incorporagéo das substancias ativas no sistema

O oOleo essencial foi adicionado a fase oleosa do SPCL em concentracao
equivalente a 10 x a sua CIM e o digluconato de clorexidina foi adicionado a fase

aquosa em sua concentracéo de uso clinico (0,12%), de acordo com Brighenti et al.?®

4.6 Caracterizagado Fisico-Quimica do Sistema Mucoadesivo Precursor de

Cristal Liquido Contendo as Substancias Ativas

Para a caracterizacdo do sistema nanoestruturado foram realizados testes de
microscopia de luz polarizada, andlises reoldgicas, avaliacdo in vitro da forca

mucoadesiva e andlise de perfil de liberacéo.
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4.6.1 Microscopiade luz polarizada

O sistema antes e apds a incorporacdo das substancias ativas (CLX, OE e
CLX+OE), foi analisado por microscopio de Luz Polarizada (Olympus BX41, Olympus,
Japao). Uma aliquota de cada sistema foi colocada em uma lamina de vidro, a qual
foi coberta com uma laminula e analisada no microscépio com um aumento de 10
vezes. A microscopia de luz polarizada permite a classificacao dos sistemas de acordo
com o desvio ou ndo de luz. Assim, quando ocorre o desvio da luz (anisotropia),
formando diferentes estruturas (cruzes de malta ou estrias), sugere-se a formacéao de
sistemas liquido-cristalinos lamelares e hexagonais respectivamente, e, quando sob
plano de luz polarizada ndo ocorre o desvio de luz (isotropia), assumindo um aspecto
de “campo escuro”, tem-se a formacdo de microemulsdo (ME) ou sistema liquido-

cristalino de fase cubica3®.

4.6.2 Andlises reoldgicas

7

A reologia é uma analise muito utilizada na caracterizacdo de sistemas de
liberacdo e busca prever a deformacao ou fluxo resultante da aplicacdo de um dado
sistema de forcas ao corpo'??. Neste estudo, as propriedades reoldgicas do sistema
foram avaliadas pelas andlises reolégicas de fluxo continuo e oscilatério, realizadas
com o auxilio do Redbmetro AR 2000ex (TA Intruments, New Castle, Delaware, EUA),

conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Reologia de fluxo continuo e oscilatério

(B)

Dispositivo cone-

Dlica )

Formulacao

Y

(A) Redbmetro AR 2000ex (TA Intruments, New Castle, Delaware, EUA) utilizado para as
andlises. (B) Esquema de andlise de reologia das formulagées com dispositivo cone-placa.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.6.2.1 Andlise reoldgica de fluxo continuo

Para essa analise foi utilizado um dispositivo cone-placa de 40 mm e
temperatura constante de 37° C. Para a realizacdo do teste, 2 g da amostra foi
depositada na placa inferior do aparelho, onde permaneceu em repouso por 5 minutos
antes de cada determinagédo. A taxa de cisalhamento utilizada foi de 0 a 100 s para
a curva ascendente e de 100 a 0 s para a curva descendente, durante 120 segundos
cada. As andlises foram realizadas em triplicata para cada formulacéo.

Os resultados da analise reoldgica continua sdo expressos em um gréafico que
correlaciona a tensao de cisalhamento (Pa) com a taxa de cisalhamento (1/s), que é
a razdo na qual uma particula se desloca em relacdo a outra considerando a distancia
entre elas#?. O grafico é formado por duas curvas distintas, uma ascendente que
demonstra o comportamento de fluxo do material quando se aumenta a taxa de
cisalhamento, e uma descendente que indica o comportamento desse material
qguando se remove gradativamente a taxa de cisalhamento#,

Por meio da curva ascendente, é possivel classificar o comportamento de fluxo
em Newtoniano ou ndo Newtoniano, sendo o ultimo classificado ainda como
pseudoplastico, plastico ou dilatante. O fluxo Newtoniano € caracterizado pela
linearidade entre taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento. O fluxo nao
Newtoniano plastico € caracterizado por apresentar a necessidade de uma forca
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prévia para iniciar o processo de tensdo de cedéncia'®?. No fluxo pseudoplastico a
tensdo de cisalhamento aumenta menos com a taxa de cisalhamento e ocorre a
diminuicao da viscosidade do fluido com o aumento da taxa de cisalhamento. Ja no
fluxo dilatante a tensdo de cisalhamento aumenta mais comparada a taxa de
cisalhamento e ocorre o aumento da viscosidade do fluido com o aumento da taxa de
cisalhamento®3,

A partir da curva descendente, os materiais podem ser classificados como
tixotrépicos ou reopéticos'#l. Materiais com comportamento de fluxo tixotrépico séo
caracterizados pela diminuicdo da viscosidade durante o aumento da taxa de
cisalhamento, e aumento da viscosidade quando essa taxa € diminuida.
Graficamente, a curva descendente pode se sobrepor a curva ascendente, mostrando
gue o material se recupera rapidamente (tixotropico tempo independente), ou se
posicionar abaixo da curva ascendente, formando uma area de histerese, que indica
que a viscosidade do material aumenta de forma mais lenta (tixotrépico tempo
dependente)33:3,

Os materiais com comportamento de fluxo reopético sdo caracterizados
por demonstrarem aumento da viscosidade durante o cisalhamento, e quando esse
cisalhamento diminui, o material recupera sua forma original, ou seja, de baixa
viscosidade. Na curva de fluxo de um sistema com reopexia a curva descendente volta
acima da curva ascendente, no sentido anti-horario da curva®.

A partir dos reogramas obtidos, foi utilizada a Equacéo (1) para calcular o valor
de n (comportamento de fluxo) e K (indice de consisténcia) para caracterizar o

comportamento e viscosidade do material®?.

t=K.y" (1)
Sendo:

T = taxa de cisalhamento,
K = indice de consisténcia,
v = tensao de cisalhamento,
n = comportamento de fluxo.

Neste modelo, n<1 representa um fluido pseudoplastico, n>1 representa um
fluido dilatante e n=1 representa um fluido Newtoniano®3. Ja a viscosidade dinamica
das formulagBes pode ser avaliada com o indice de consisténcia (K) que aumenta com

a viscosidade da formulacao.
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46.22 Andlise reoldgica de fluxo oscilatério

Tem como objetivo avaliar as propriedades viscoelasticas das formulagdes, ou
seja, avaliar se a formulacdo tem tendéncia a ser mais viscosa ou mais elastica. 1sso
€ avaliado por meio da aplicacdo de uma tenséo de cisalhamento que varia como uma
onda senoidal, e a relacéo entre ela e a deformagé&o resultante oferece informagdes
sobre a viscoelasticidade da formulagéo e implica diretamente na sua estabilidade®®.

Na analise reoldgica oscilatéria de frequéncia, primeiramente foi realizado um
teste de varredura de tensdo para determinacdo da regido viscoelastica. Apds a
determinacdo da tensdo de 1 Pa da regido viscoelastica, realizou-se o teste de
varredura de frequéncia para determinagao do médulo elastico (G’) e médulo viscoso
(G"). Para esse teste foi utilizada a faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz (1Hz = 6,28 rad/s),
a tensdo de 1 Pa'?6, Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os dados de viscoelaticidade sao obtidos pela analise dos modulos elastico
(G’) e viscoso (G”). O mobdulo elastico (G') € o mdédulo de armazenagem,
representando tanto a energia armazenada durante a deformacdo quando a tenséo
aumenta, quanto a energia liberada quando a tensao é relaxada. J& o0 modulo viscoso
G”, ou mddulo de perda, ndo pode armazenar energia e a tenséo aplicada se dissipa
na forma de deformacéo irreversivel. Altos valores para 0 médulo de armazenagem
refletem em uma amostra predominantemente elastica e altamente estruturada
(G’>G”), enquanto, altos valores para o modo de perda indicam que a amostra é
predominantemente viscosa (G”>G’)31:%,

A fim de se estabelecer uma analise mais especifica do comportamento das
formulacdes foi determinado o valor de “r" a partir da regressao linear dos dados
obtidos. Além disso, foi calculado o expoente viscoelatico (n) através da equacao da

lei da poténcia, que indica o nivel de estruturagdo dos sistemas33126 (Equacéao 2).

G =S.o" )

G’ = médulo de armazenamento;
o = frequéncia oscilatéria;

S =resisténcia do gel;

n = expoente viscoelastico.
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Os parametros S e n séo indicativos da densidade de reticulagdo no interior do
sistema, quanto mais alto for o valor de S, mais reticulada e forte sera a estrutura da
formulacdo. No entanto, o valor de n diminui com o aumento da densidade de
reticulacdo. Assim, valores de n altos indicam formulacdes com estruturas mais fracas,

caracteristica de microemulsdes33.

4.6.3 Avaliacéo in vitro da forgca mucoadesiva

Para a avaliacao da forca mucoadesiva das formulacfes, primeiramente, foram
confeccionados discos de mucina de diametro similar ao didmetro da sonda analitica
no analisador de textura (10 mm) e espessura igual a 2 mm?'“3, Esses discos de
mucina foram acoplados a parte inferior da sonda analitica do analisador de textura
TA-XT plus (Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra). As formulacbes foram
mantidas em pequenos recipientes de plastico sob a sonda a 37 °C. O teste foi iniciado
abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até que os discos de mucina
entrassem em contato com a amostra. O disco e a amostra foram mantidos em contato
durante 60 segundos sem aplicacdo de forca. Em seguida, a sonda subiu em
velocidade constante (0,5 mm/s) até ocorrer o destacamento entre o disco de mucina
e a amostra. A forca maxima necessaria para o destacamento entre os discos e as
formulacdes foi medida em Newtons (mN). Os testes foram realizados em triplicata

para cada formulacédo (Figura 3).

Figura 3 - Esquema ilustrativo da andlise de mucoadesao in vitro
|

Sonda
analitica

" Disco de mucina
anexado a sonda
. I
60s
Recipiente contendo a formulagdo A sonda desce até o A forga necesséria
disco entrar em contato para ocorrer 0
com a formulagéo. destacamento total

. é medida.
Analisador de textura

TA-XT plus (Stable
Micro Systems, Surrey
Inglaterra)

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.6.4 Anadlise do perfil de liberagao in vitro

O estudo de liberacdo do 6leo essencial de C. citratus e do digluconato de
clorexidina incorporados nas formulacdes foi realizado no equipamento Microette
Hanson (Teledyne Hanson, Californica, EUA) constituido por células de difuséo de
Franz. Foi utilizada membrana sintética Poliestersulfénica (PES) com poro
de 0,47um (Perfecta, S&o Paulo, Brasil) hidratada por 20 minutos na solugéo
receptora tampao salino-fosfato com lauril sulfato de sédio PBS/LSS (1%) (0,7 g de
fosfato de sodio dibasico, 0,6 g de fosfato de sédio monobasico e 1,0 g de lauril sulfato
de sédio) pH 6,8, a 37 °C e sob agitacdo de 300 rpm.

As amostras (2 g) foram colocadas sob anel dosador disposto no
compartimento doador da célula de difusdo de Franz. Aliquotas de 1,5 mL foram
coletadas do compartimento receptor em tempos pré-determinados (1 h, 3 h, 6 h, 8 h,
10 h, 14 h, 16 h, 20 h e 24 h). O dleo essencial e o digluconato de clorexidina liberados
das amostras foram quantificados em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 230 nm e 265 nm, respectivamente. A concentracdo (%) das substancias na
solucéo receptora foi calculada com base nas curvas padrdo confeccionadas para
estas substancias (Apéndices C e D). Em seguida, foram transformadas em
porcentagem de liberagdo, considerando a quantidade incorporada na formulacao
como 100%.

4.6.5 Efeito dos componentes da saliva artificial na estrutura do SPCL

selecionado

Foram acrescentados 30% de saliva artificial em relacdo a massa inicial dos
SPCLs, e esses foram caracterizados por microscopia de luz polarizada com o objetivo
de avaliar se o aumento de liquido proporcionava a transicao de sistema liquido para
sistema viscoso, demonstrando a sua estruturacdo. Em seguida, foi realizada a
analise de mucoadesao, a fim de avaliar a influéncia dessa estruturacado sobre a
propriedade mucoadesiva dos sistemas.

A composicao da saliva artificial utilizada foi de 8 g/L de cloreto de sédio (NaCl),
0,19 g/L de fosfato monobasico de potassio (KH2POa), 2,38 g/L de fosfato dissodico
(Na2HPO4) com pH 6,840,
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4.7 Avaliacdo da Acéo do Sistema Precursor de Cristal Liquido sobre

Biofilmes Polimicrobianos

Os grupos de estudo utilizados estédo descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Descricdo dos grupos avaliados no estudo da acdo do sistema mucoadesivo
precursor de cristal liquido sobre biofilmes polimicrobianos

GRUPO DESCRICAO
CN Controle negativo, no qual nédo foi aplicado nenhum tratamento aos
biofilmes.
Tratamento dos biofilmes com o digluconato de clorexidina (0,12%)
CLX durante 1 minuto todos os dias do experimento.
OE Tratamento dos biofilmes com o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus 10 x CIM durante 1 minuto todos os dias do experimento.
Tratamento dos biofilmes com o digluconato de clorexidina (0,12%) +
CLX + OE 6leo essencial de Cymbopogon citratus 10 x CIM durante 1 minuto
todos os dias do experimento.
Tratamento dos biofilmes com o sistema mucoadesivo sem as
SPCL . ) : : :
substancias ativas, durante 5 minutos nos dias 1 e 3 do experimento.
Tratamento dos biofilmes com o sistema mucoadesivo contendo o
SPCL + CLX digluconato de clorexidina (0,12%) durante 5 minutos nos dias 1 e 3
do experimento.
Tratamento dos biofilmes com o sistema mucoadesivo contendo o
SPCL +OE 6leo essencial de C. citratus 10 x CIM por 5 minutos nos dias 1 e 3 do

experimento.

SPCL + CLX + OE

Tratamento dos biofilmes com o sistema mucoadesivo contendo a
associacéo de digluconato de clorexidina (0,12%) e 6leo essencial de
C. citratus 10 x CIM por 5 minutos nos dias 1 e 3 do experimento.

Fonte: Elaborag&o prépria.

O numero de laminulas utilizado para cada condi¢cao experimental foi calculado

apos estudo piloto segundo as recomendacdes de Cochran'4®, O célculo amostral foi

feito com auxilio do Programa PS Power and Sample Size Calculation verséo 3.1.2,

2014, desenvolvido por Dupont e Plummer!32, A andlise foi planejada considerando

um delineamento experimental de varidveis independentes com uma taxa grupo

controle: grupo experimental de 1:1. Considerando um poder de 80% e o erro tipo 1

de 5%, foi determinado um tamanho amostral de quinze laminulas por grupos (n=15)

para avaliacdo da acdo do sistema precursor de cristal liquido sobre biofilmes

polimicrobianos. Portanto, o experimento foi realizado em 4 ocasifes diferentes,

sendo trés ocasides com n=4 e uma ocasidao com n=3.
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4.7.1 Composicdo microbiana e acidogenicidade do biofilme

O experimento seguiu 0 modelo de fartura e miséria proposto por van de Sande
et al.’® e o modelo de aderéncia ativa descrita por Exterkate et. al.'3’, com
modificagcbes de Albuquerque et al.'*®®. (Apéndice D) No primeiro dia, varais
confeccionados com fio ortoddntico nos quais foram fixadas laminulas estéreis, foram
posicionados de forma que as laminulas ficassem submersas nos pocos de placas de
24 pocos contendo 1,8 mL de caldo McBain com sacarose 1%?*3! e um volume de 400
puL da saliva do doador selecionado, sem tocar as paredes e o fundo do poco. As
placas foram incubadas a 37 °C em 5% CO:2 durante 6 horas. Depois desse periodo,
as placas foram retiradas da estufa, e as laminulas transferidas para uma placa
contendo 2 mL de solucéo salina estéril por 10 segundos e, posteriormente, foram
tratadas conforme descrito no Quadro 1.

Apés os tratamentos as laminulas foram lavadas (10 s) em placas de 24 poc¢os
contendo 2 mL de solugdo salina estéril. A seguir, foram transferidas para placas de
24 pocos contendo caldo McBain sem sacarose e incubadas em estufa, nas mesmas
condicbes realizadas anteriormente, durante um periodo de 18 horas. Esses
procedimentos foram realizados por um periodo de quatro dias.

O tratamento das laminulas foi feito de acordo com os diferentes grupos de
estudo. No grupo CN nao foi feito nenhum tratamento, e foram feitas apenas as trocas
do meio. Nos grupos CLX, OE e CLX + OE, os tratamentos foram realizados
diariamente ap6s o periodo de fartura. Nos grupos cujo tratamento consistia nas
formulagdes, os tratamentos foram realizados nos dias 1 e 3 do experimento, uma

Unica vez ao dia (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema de crescimento dos biofilmes sob os diferentes regimes de tratamento

Crescimento dos biofilmes
(Grupos tratados com substéancias livres: CLX, OE e CLX + OE)

Fim do
experimento
! !
Oh 6h 24h 30h 48h bdh 72h 78h 96h
6h | 18h 6h 18h 6h 18h 6h 18h

} } )

(Grupos tratados com as formulagdes: SPCL, SPCL + CLX, SPCL + OE e SPCL + CLX + OE)

Fim do

experimento
! f
Oh 6h 24h 30h 48h bdh T2h 78h 96h
eh | 18h 6h 18h 6h | 18h 6h 18h

1°DIA 2°DIA 3°DIA 4°DIA

@ Troca de meio de cultura e afericao do pH
=== Periodo de fartura (meio McBain com 1% sacarose)

=== Periodo de miséria (meio McBain sem sacarose)

Fonte: Elaboracao prépria.

No final do quarto dia de crescimento dos biofilmes, para todos os grupos, as
placas de 24 pocos foram removidas da estufa, as laminulas com os biofilmes
formados foram desprendidas dos “varais” com o auxilio de uma pinga clinica esteéril
e transferidas para tubos de vidro contendo 2 mL de solucéo salina estéril. A seguir,

foram agitadas em vortex (Phoenix Luferco, Sdo Paulo, Brasil), levadas em cuba
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ultrassénica (Cristéfoli, Parana, Brasil) durante 1 minuto e 30 segundos e hovamente
agitadas em vértex para obter uma suspensao com os micro-organismos do biofilme.

Apés esse procedimento, aliguotas de 200 pL dessa suspensdo foram
transferidas para microtubos estéreis e foi realizada a diluicdo seriada das amostras
na razdo 1/10 até 10, Aliquotas de 15 pL foram semeadas (em triplicata) em placas
de agar Wilkins-Chalgren, agar Mitis Salivarius suplementado com 15% de sacarose
e 0,2 Ul/mL bacitracina (MSBS) e BHI pH 4,7. Finalizado esse procedimento, as placas
de agar contendo as amostras foram incubadas por 48 horas para agar Wilkins-
Chalgren e MSBS e por 96 horas para agar BHI pH 4,7, em 5% de CO2 a 37 °C.
Posteriormente, foi feita a contagem das colénias com o auxilio de um contador de
colénias (Phoenix Luferco CP 600 Plus, Araraquara, SP, Brasil) e realizado o calculo
de Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL).

Durante o experimento, a acidogenicidade dos biofilmes foi aferida pela leitura
do pH no meio de cultura antigo, utilizando um pHmetro (Quimis, Diadema, SP, Brasil)
devidamente calibrado com solu¢des padréo de pH 7,00 e 4,00. A variacdo no pH
(ApH) para cada tratamento em cada dia analisado foi calculada de acordo com a
seguinte formula: ApH = pHmeio sem sacarose — PHmeio com sacarose. Além disso, os dados de
pH foram avaliados por meio da determinagdo da area total sob as curvas
determinadas pelos valores pH no meio sem sacarose e com sacarose durante todo

o periodo do experimento.

4.7.2 Dosagem de polissacarideos extracelulares insollUveis em agua

A suspensao de biofilme de cada laminula, ja retirados os 200 pL para a
contagem bacteriana, foi centrifugada (4.500 xg, 15 minutos, 4 °C) (Centrifuga 5804R
— Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O pellet foi lavado com agua milli-Q,
homogeneizado em vortex e centrifugado trés vezes (4.500 xg, 15 minutos, 4 °C), para
obtencdo de um precipitado. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco
por 2 horas e meia em um concentrador de amostras (Modelo RVC 2-18C D, Maruin
Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH) e pesado em balanca de alta preciséo
(Balanca de alta precisdo AUX320 - Shimadzu, Kyoto, Japdo) para se obter o peso
seco do biofilme.

Em seguida, o precipitado foi ressuspendido adicionando-se, em cada tubo,
300 pL de NaOH 1M por mg de peso seco. O conteudo foi cuidadosamente



55

homogeneizado em vortex por 1 min e incubado a 37°C por 10 min em incubadora
orbital. As amostras foram novamente homogeneizadas em vortex por 1 min,
incubadas por 30 min em incubadora orbital, e, agitadas no vortex por mais 1 min. Em
seguida, permaneceram na incubadora por 2 horas e foram centrifugadas a 20.817 xg
por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL. Todo
0 procedimento de extracdo dos polissacarideos insoluveis em agua foi repetido por
mais duas vezes. Em seguida, no tubo Falcon contendo todo sobrenadante
armazenado apos as trés extracbes, foi adicionado etanol 95% em volume
correspondente a 3 vezes o volume do NaOH usado, foi realizada homogeneizacéo
em vortex e o tubo foi armazenado em freezer -20°C por no minimo 18 horas para
precipitacdo dos polissacarideos extracelulares insolUveis em agua.

Posteriormente, os tubos Falcon foram novamente agitados no vértex e
centrifugados a 4.300 xg por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em etanol 70%, agitado em vortex e centrifugado (4.300 xg
por 20 min a 4°C). O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido por
mais duas vezes. Os tubos contendo o precipitado, foram deixados abertos em
temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora, para a completa evaporacao do
etanol. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso com NaOH 1 N (300 pL por peso
seco) e congelado em freezer a -80 °C até a realizacdo do ensaio colorimétrico pelo
método fenol-sulfirico de Dubois et al.}*¢, para quantificacdo dos polissacarideos
insolaveis.

Primeiramente foi preparada a solucdo de fenol 5%. Curvas padréo de glicose
(0, 0,75, 1,25, 2,5, 5,0, 10, 15, 20 e 25 ug) foram realizadas em duplicata, utilizando
agua milli-Q, glicose 0,001% e NaOH 1N em tubos de vidro (somatéria dos volumes
igual a 200 uL) (Apéndice E). Uma aliquota de 200 uL de fenol (50 g/L,Synth,
Diadema, Sao Paulo, SP, Brasil) e 1 mL de acido sulfarico (95-97%, Qhemis,
Indaiatuba, SP, Brasil) foram adicionados em cada tubo de vidro. A leitura da
densidade otica foi feita com auxilio de espectrofotémetro (DO 490 nm), 20 minutos
apos a adi¢ao de acido sulfurico no primeiro tubo (tempo necessério para a finalizacao
da reacao bioquimica). O processamento das amostras foi realizado, quando os dados
da curva padrdo apresentaram inclinacédo: 0,048- 0,051 e R? proximo de 1.

As andlises das amostras foram realizadas usando tubos de vidro contendo
200 pL da amostra, sendo o fenol e o acido sulfurico adicionados semelhantemente

ao processo de obtencdo da curva padrao. As leituras da densidade otica (DO 490
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nm) foram realizadas em triplicata e os valores de absorbancia para cada amostra
foram obtidos pela média das trés leituras e convertidos em concentragdo de
polissacarideos extracelulares insollveis, utilizando a equacdo da reta gerada na

curva padréao realizada.

4.8 Analise de Resultados

Os dados da selecdo do doador de saliva dos testes de CIM e CBM do 6leo
essencial de C. citratus e digluconato de clorexidina, e as analises de reologia e
liberacao in vitro foram analisados descritivamente com auxilio do programa Microsoft
Excel 2013 (Microsoft ®). Os demais dados foram avaliados por meio de testes
estatisticos efetuados pelo software PASW Statistics (v.22, SPSS Inc, Chicago, IL -
EUA). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os resultados do teste de mucoadesao foram avaliados pelo teste Mann-
Whitney por ndo apresentarem distribuicio normal dos dados (Shapiro-Wilk;
p<0,0001).

Os dados de contagem de micro-organismos do biofilme foram transformados
em logaritmo na base 10 e, como nenhum dos grupos bacterianos respeitou os pré-
requisitos de normalidade (Shapiro-Wilk; p<0,05) e homogeneidade de variancias
(Levene; p=<0,003), optou-se pela aplicacdo do teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis complementado pelo pos-teste de Dunn.

Para a analise do pH do meio foi calculada a area total sob a curva e o ApH.
Para area total sob a curva foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo pdés-teste de Dunn, porque os grupos SPCL+CLX e SPCL+OE nao
apresentaram distribuicdo normal dos dados (Shapiro-Wilk; p<0,012), e ndo houve
homogeneidade de variancias (Levene; p< 0,0001). Para o ApH, os dados da maioria
dos grupos apresentaram distribuicdo normal em todos os periodos (p = 0,056). Sendo
assim, foi considerada uma tendéncia a normalidade e aplicado o teste de ANOVA a
um fator, complementado pelo pés-teste de Tukey para os dias 1 e 2 cujos dados
apresentaram homogeneidade de variancias (Levene; p=0,304). Para os dias 3 e 4,
nao foi observada homogeneidade de variancias (Levene; p<0,001), portanto foi
aplicado o teste de ANOVA a um fator com correcao de Welch, seguida pelo pés-teste

de Games-Howell.
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Para o peso seco dos biofilmes, devido a auséncia de normalidade dos dados
(Shapiro-Wilk; p< 0,011) foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste
de Dunn. Ja para a dosagem de polissacarideos extracelulares (PEC) insoliveis em
agua, uma vez que os dados foram considerados normais (Shapiro-Wilk; p=0,190) e
nao houve homogeneidade de variancias (Levene; p=0,016), foi utilizado o teste
ANOVA com correcao de Welch seguida pelo pos-teste de Games-Howell.
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5.1 Selec¢édo do Doador de Saliva
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A Tabela 1 apresenta os resultados dos parametros avaliados para a saliva de

cada participante.

Tabela 1 - Avaliacdo da concentracéo bacteriana (Log 1+UFC/mL) da saliva, sensibilidade a
clorexidina (CIM e CBM; %), capacidade de formacéo de biofilme (biomassa; As7onm), fluxo
salivar (mL/min) e pH da saliva para selecao do doador de saliva para o experimento

 Log1+UFC/mL [média Ciw/cBm Domassa - Fluxo
Voluntério (dp)] (%) [média Salivar  pH
(dp)] (mL/min)

Bac Tot 6,41 (0,07) 107

1 EGM 5,23 (0,07) 0,060/0,120 © i611) 0,6 7,53
Bac Acd 5,60 (0,04) '
Bac Tot 7,55 (0,03) 130

2 EGM 5,50 (0,02) 0,008/0,008 © (;601) 0,9 7,30
Bac Acd 7,45 (0,21) ’
Bac Tot 10,40 (0,03) 1923

3 EGM 8,27 (0,03) 0,030/0,030 © 1’055) 2,0 7,33
Bac Acd 10,22 (0,06) ’
Bac Tot 7,17 (0,08) 144

4 EGM 3,54 (0,11) 0,030/0,030 © 6478) 2,8 7,46
Bac Acd 4,33 (0,25) ’
Bac Tot 6,61 (0,04) 163

5 EGM 4,75 (0,15)  0,004/0,008 © 6,594) 0,7 7,47
Bac Acd 5,54 (0,05) ’
Bac Tot 7,57 (0,07) 144

6 EGM 4,22 (0,03) 0,004/0,060 © 5’459) 0,5 6,72
Bac Acd 6,72 (0,06) ’

Int. de Bac Tot 6,56 - 8,67
confianca EGM 4,05 -6,65 N/A 1,21-1,49 N/A N/A

Bac Acd 5,14 -8,14

Bac Tot (Bactérias Totais); EGM (Estreptococus do grupo mutans); Bac Acd (Bactérias
aciduricas); N/A (Nao analisado); CIM (concentracao inibitéria minima); CBM (concentracéo
bactericida minima).

Fonte: Elaboragéo prépria.

Todos os participantes apresentaram saliva sensivel a clorexidina, pH salivar

com valores proximos da neutralidade, e fluxo salivar dentro da normalidade. Os

participantes 3 e 4 apresentaram os valores de concentracdo microbiana fora do
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intervalo de confianga, e os participantes 1 e 5 ndo apresentaram valores de biomassa
no intervalo de confianca calculado. Por esses motivos os participantes 1, 3,4 e 5
foram eliminados. A saliva dos participantes 2 e 6 obedeceu a todos os critérios de
inclusédo estabelecidos, contudo o participante 6 ndo apresentou disponibilidade para
doacdo de saliva em todos os momentos do estudo, ficando o participante 2

selecionado como doador de saliva para dar continuidade aos experimentos.

5.2 Obtencéo da CIM e CBM do Oleo Essencial de Cymbopogon citratus e

Digluconato de Clorexidina

Tanto o 6leo essencial quanto a clorexidina apresentaram atividade
antimicrobiana contra o biofilme polimicrobiano produzido a partir da saliva do doador
selecionado. A Tabela 2 apresenta os valores de CIM e CBM para o 6leo de C. citratus
e para o digluconato de clorexidina.

Tabela 2 - Valores de CIM (Concentragéo Inibitéria Minima) e CBM (Concentragéo

Bactericida Minima) do 6leo essencial de Cymbopogon citratus e do digluconato de
clorexidina (%) para inéculo polimicrobiano

CIM (%) CBM (%)
Oleo essencial C. citratus 0,078 0,156
Digluconato de clorexidina 0,008 0,008

Fonte: Elaboracao prépria.

Assim, como inicialmente foi determinado que a concentracao de 6leo essencial
a ser incorporada no sistema seria 10 vezes a CIM, neste estudo, foi incorporado
0,78% ou 7,8 uL/mL de oleo essencial. Quanto ao digluconato de clorexidina, foi
incorporado na concentracdo de uso clinico, 0,12% (1,2 yL/mL), que equivaleu a 15

vezes a CIM encontrada neste estudo (Quadro 2).



60

Quadro 2 - Sistema precursor de cristal liquido apds definida a quantidade (uL/mL e %) de
6leo essencial de C. citratus a ser incorporada, de acordo com a Concentracao Inibitéria

Minima
Formulacao Componentes
SPCL Formulacdo sem substancias ativas.
SPCL + OE Formulagdo com 6leo essencial de C. citratus 10 x CIM (7,8

ML/mL ou 0,78%)

SPCL + CLX Formulacdo com digluconato de clorexidina (1,2 yL/mL ou
0,12%)15 x CIM

SPCL + CLX + OE Formulacdo com 6leo essencial de C. citratus 10 x CIM (7,8
ML/mL ou 0,78%) e digluconato de clorexidina (1,2 puL/mL
ou 0,12%)15 x CIM

Fonte: Elaborag&o proépria.

5.3 Caracterizacdo Fisico-Quimica do Sistema Mucoadesivo Precursor de

Cristal Liquido Contendo as Substancias Ativas
5.3.1 Microscopia de luz polarizada

Na Figura 5 estao dispostas as fotomicrografias obtidas por microscopio de luz
polarizada (MLP) das formula¢cdes SPCL e SPCL30 (formulagéo com adi¢ao de 30%
de saliva artificial em relagdo a massa inicial).

Figura 5 — Transicdo de fase do sistema. Aspecto macroscopico e microscépico das

Formulacdes SPCL (A) e SPCL30 (B). Fotomicrografias em microscopio de luz polarizada,
aumento de 10x :

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A Formulagdo SPCL mostrou um comportamento isotrépico, pois sob plano de
luz polarizada n&o desviou luz, apresentando o aspecto de “campo escuro”. Isso
sugere a formacdo de uma microemulsédo!#’, compativel com seu aspecto mais fluido.
Ja na formulacdo SPCL30 ocorreu a formacao de estruturas estriadas caracteristicas
de mesofase liquido cristalina hexagonal, sugerindo o0 aumento da organizacdo
estrutural do sistema. Portanto, esses resultados confirmam que a formulac&o
escolhida (SPCL) se comporta como sistema precursor de cristais liquidos, pois,
guando foi adicionado um liquido (saliva artificial), ocorreu a formacéo de um sistema
liquido-cristalino.

A Figura 6 apresenta as fotomicrografias das Formulacdes SPCL apos a
incorporacao do 0Oleo essencial de C. citratus e do digluconato de clorexidina.

Figura 6 - Fotomicrografias das formula¢ges apds incorporacéo do 6leo essencial de C.
citratus e do digluconato de clorexidina. (A) SPCL + CLX; (B) SPCL + OE; (C) SPCL + CLX
+ OE. Microscopio de luz polarizada, aumento de 10x

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

De acordo com a Figura 6, todas as formulagfes, apés a incorporacao do 6leo
essencial de C. citratus e do digluconato de clorexidina, nas concentracoes
apresentadas no Quadro 2, mantiveram o comportamento isotrépico, evidenciando
gue as substancias incorporadas nao alteraram o comportamento do sistema.

A Figura 7 demonstra a influéncia da adigcdo de 30% de saliva artificial ao

sistema contendo as substancias ativas.
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Figura 7 - Fotomicrografias das formulacdes com as substancias ativas incorporadas, com a
adicdo de 30% de saliva artificial. (A) SPCL30 + CLX; (B) SPCL30 + OE; (C) SPCL30 + CLX
+ OE. Microscopio de luz polarizada, aumento de 10x

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

De acordo com a Figura 7, as trés formulagdes transicionaram de uma fase
menos estruturada (microemulsado), para uma fase mais estruturada (mesofase liquido
cristalina hexagonal), isso € demonstrado pela mudang¢a do aspecto “campo escuro”
para o aspecto “estriado”. Dessa forma, a incorporagao das substancias ativas ao

SPCL néo alterou a sua propriedade de transicao de fases em contato com um liquido.

5.3.2 Anélise reoldgica de fluxo continuo

A Figura 8 mostra os reogramas obtidos na analise das formulacdes do sistema
precursor de cristal liquido usadas neste estudo, e a Tabela 3 mostra os valores de

comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K).
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Figura 8 - Reogramas das formulac¢des SPCL; SPCL + CLX; SPCL + OE e SPCL + CLX +
OE. Simbolos cheios representam a curva ascendente e simbolos vazios representam a
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Tabela 3 - Média e desvios padrdes dos valores de Comportamento de fluxo (n) e indice de
consisténcia (K) das formulagbes

Formulacao n K

SPCL 0,9719 + 0,0009 0,1195 + 0,0005
SPCL + CLX 0,8719 + 0,0042 0,1980 + 0,0036
SPCL + OE 0,9469 + 0,0016 0,0925 + 0,0006

SPCL + CLX + OE

0,9162 + 0,0002

0,2585 + 0,0003

Fonte: Elaboracao prépria.

Todas as formulacfes testadas apresentaram caracteristicas de fluidos nao-

newtonianos, pseudoplasticos de acordo com as caracteristicas dos gréaficos (Figura

8) e o valor de n apresentado na Tabela 3. Nos reogramas é possivel observar relacédo

nao-linear entre a tensdo de cisalnamento e a taxa de cisalhamento (caracteristica de
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um fluxo ndo-Newtoniano), porém com forte tendéncia a linearidade. Somado as
caracteristicas dos reogramas, na Tabela 3 observa-se que todos os valores de
comportamento de fluxo (n) foram menores que 1, confirmando que todas as
formulacbes testadas apresentaram caracteristicas de fluidos ndo - newtonianos,
pseudoplasticos. Outro fator importante a ser destacado é que na presenca da CLX
(SPCL+CLX e SPCL+OE+CLX) os valores de n foram ainda menores, demonstrando
gue a incorporacdo da CLX a fase aquosa do sistema altera o comportamento de fluxo
da formulacao.

Ainda de acordo com os reogramas, as formula¢des SPCL, SPCL+OE e SPCL+
CLX+OE foram classificadas como sistemas tixotropicos tempo-independentes,
devido a sobreposicdo da curva descendente a curva ascendente. Por outro lado, a
formulacdo SPCL+CLX foi classificada como um sistema tixotropico tempo-
dependente, devido a curva descendente se posicionar abaixo da curva ascendente,
criando uma pequena regido de histerese (Figura 8).

Além disso, todas as formulacfes apresentaram indice de consisténcia (K)
muito baixos (<1) (Tabela 3), isso pode ser explicado pela baixa organizacao estrutural

desse tipo de sistema.

5.3.3 Andlise reoldgica oscilatéria

A Figura 9 mostra os graficos obtidos pelos testes de reologia oscilatoria das

formulacoes.
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Figura 9 - Variacdo do modulo de armazenagem (G') e médulo de perda (G") em funcao da
frequéncia para as formula¢cdes SPCL; SPCL + CLX; SPCL + OE e SPCL + CLX + OE
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Frequéncia (rad/s)

De acordo com os graficos representados na Figura 9 todas as formulacdes,

independente da substancia incorporada, apresentaram o modulo de perda maior que
0 modulo de armazenagem (G">G’), demonstrando o carater mais viscoso dessas
formulacgdes, caracteristica tipica de sistemas pouco organizados3'.

A Tabela 4 mostram comportamento das formulagces por meio dos valores da

regressao linear (r), resisténcia do gel (S) e do expoente viscoelastico (n).
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Tabela 4 - Valores de regressao linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente
viscoelastico (n)

Formulacao r S n
SPCL 0,9803 + 0,1447 0,0142 £+ 0,0062 1,2113 +0,1136
SPCL + CLX 1,0000 + 0,066 0,1440 £ 0,0841 0,9561 + 0,3325
SPCL + OE 0,9943 + 0,0529  0,0060 + 0,0002  1,8917 +0,1049
SPCL + CLX + OE 1,0000 +0,0012  0,0845 +0,0032  0,9654 + 0,2962

Fonte: Elaboracao prépria.

Como os valores do expoente viscoelatico (n) de todas as formulacdes foram
baixos (n<2), conclui-se que estas apresentaram caracteristicas de estruturacao mais
fraca, tipica de microemulsdes. As formula¢cdes contendo a CLX na fase aquosa
obtiveram os maiores valores de S, e, consequentemente, os menores valores de n,
guando comparados ao sistema sem nenhuma substancia incorporada e ao sistema
contendo somente o 6leo essencial. Isso pode indicar que a incorporacdo da CLX,
aumentou a estruturacdo do sistema, como demonstrado pela andlise de fluxo

continuo (Item 5.3.2).

5.3.4 Andlise de mucoadeséao

Os dados de for¢ca necesséria para o destacamento das formula¢des dos discos
de mucina estéo expressos na Figura 10. Nesta figura € possivel observar o0 aumento
significativo da forca necessaria (mN) para o destacamento de cada uma das
formulacdes do disco de mucina, com a adi¢do de liquido no sistema (30% de saliva
artificial) (Mann-Whitney; p<0,046). Isso demonstra que ao entrar em contato com a

saliva, o sistema se torna mais mucoadesivo.
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Figura 10 — Box-plot apresentando forca maxima de destacamento (mN) das formula¢ces
estudadas dos discos de mucina
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.3.5 Andlise de perfil de liberagéo in vitro

Os perfis de liberacéo das formulacbes em 24 horas estao descritos na Figura

11.
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Figura 11 - Perfil de liberacdo das Formulacdes. (A) SPCL + CLX; (B) SPCL + OE; (C)
SPCL + CLX + OE
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Fonte: Elaboragé&o prépria.

E possivel observar na Figura 11 que para a formulagdo SPCL+CLX, houve a
liberacdo de 15,45% da CLX incorporada, em 24 horas. Ja para o 6leo essencial de
C. citratus (formulacdo SPCL+OE), a taxa de liberacgéo foi ligeiramente menor, 10,73%
da quantidade incorporada, nas primeiras 24 h. Esses resultados mostram que ambas
as formulagcdes se comportaram como um sistema de liberagdo controlada de
farmacos.

A formulacdo SPCL+CLX+OE também apresentou taxas de liberacdo
controlada das substancias incorporadas, sendo 13,19% para a clorexidina e 9,48%
para o 6leo essencial.
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5.4 Avaliacdo da Acéo do Sistema Precursor de Cristal Liquido sobre

Biofilmes Polimicrobianos

Nesta sessdo estdo descritos os resultados de composicdo microbiana,
acidogenicidade, peso seco e concentracdo de polissacarideos insollveis em agua

dos biofilmes de acordo com os grupos de tratamento.

5.41 Composicdo microbiana e acidogenicidade dos biofilmes

Na Tabela 5 esta apresentado um resumo dos resultados da concentracdo de

micro-organismos nos biofilmes.

Tabela 5 - Concentracdo de micro-organismos presentes nos biofilmes (Log UFC/mL) de
acordo com os grupos de tratamento

Concentragao de micro-organismos (Log UFC/mL)

Tratamento Bactérias Totais Bactérias Aciddricas Estreptococos do
) . grupo mutans Med
Med (min-max) Med (min-max) :
(min-max)

Controle Negativo 9,31 (9,05-9,65)¢ 8,32 (7,97-8,65)2 7,94 (6,38-8,75)2
CLX 6,87 (6,33-7,48)° 4,42 (4,24-4,71)¢ 4,01 (3,09-4,48)¢
OE 8,45 (8,09-9,44)2 7,69 (7,06-8,44)2 7,27 (6,04-8,14)2
CLX + OE 6,28 (5,94-7,29)¢ 4,23 (3,78-5,32)¢ 4,18 (3,98-5,29)¢
SPCL 6,47 (6,17-6,74)> 6,22 (5,54-6,63)? 5,77 (4,87-6,62)"
SPCL + CLX 6,39 (5,28-7,27)¢ 6,20 (5,25-7,18)? 6,20 (5,25-6,46)P
SPCL + OE 6,38 (5,53-7,28)¢ 5,65 (5,05-7,40)® 6,05 (4,30-6,42)"

SPCL+CLX+OE 639 (5,28-6,90)¢ 5,31 (4,04-6,38)> 6,05 (3,83-6,43) P

(Med: mediana; min: valor minimo; max: valor maximo).
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre os
tipos de tratamento dos biofilmes (Dunn; p<0,05)

Fonte: Elaboracao prépria.

Para todas as espécies bacterianas estudadas foi constatada diferenca
estatisticamente significativa entre o0s grupos experimentais (Kruskal-Wallis;
p<0,0001). O dleo essencial livre (OE) foi 0 menos efetivo e ndo apresentou diferenca
significativa em relagcdo ao controle negativo (Dunn; p=0,332), demonstrando sua

baixa atividade antibacteriana dentro das condi¢cdes de tratamento adotadas.
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No grupo bactérias totais, as formulagfes estudadas, foram semelhantes entre
si (Dunn, p= 0,433) e semelhantes com a associa¢cdo CLX+OE (Dunn, p= 0,583). Além
disso, quando as substancias ativas foram incorporadas, as formulacbes
determinaram maior redugao de bactérias totais do que a clorexidina livre (p<0,040).

Para bactérias aciduricas, a CLX teve um comportamento semelhante ao da
associacdo CLX+OE (Dunn; p=0,699), e, ambos foram mais efetivos na reducédo
desses micro-organismos do que os demais grupos (p<0,023). As formulacdes se
comportaram de forma semelhante entre si independentemente da substancia ativa
incorporada (p=0,074). Entretanto, apenas a formulagdo contendo a combinagao dos
componentes ativos (SPCL+CLX+OE) promoveu uma reducao bacteriana comparavel
aguela determinada pela CLX livre (p=0,058).

Para os estreptococos do grupo mutans, a CLX livre e a associacdo CLX+OE
também se comportaram de forma semelhante (Dunn, p=0,431), e ambas foram mais
efetivas na redugéo bacteriana do que as formulagdes (Dunn, p< 0,017), as quais se
comportaram de forma semelhante entre si (Dunn, p= 0,183).

A Figura 12 apresenta as curvas com os valores médios de pH dos meios sem e
com sacarose medidos a cada troca de meio de cultura, durante todo o periodo de
crescimento dos biofilmes. Fica evidente pelo perfil apresentado que as formulagdes
conseguiram manter o pH mais elevado do que as substéancias livres, permanecendo

este acima de 5,5 mesmo com menor frequéncia de aplicacao.
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Figura 12 — Perfil de comportamento do pH ao longo do experimento de acordo com os
grupos de tratamento (A) Substancias livres e controle negativo e (B) Formulacfes (SPCLSs)
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prépria.

Fonte: Elaborag&o prépria.
Ainda com relacdo ao pH, a Tabela 6 mostra a mediana e os valores minimo e

maximo referentes a area total sob as curvas de pH dos meios de cultura durante o

periodo de crescimento dos biofilmes (pH x tempo).
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Tabela 6 — Area total sob as curvas de pH dos biofilmes em funcdo do tempo e de acordo
com o grupo de tratamento

Area Total sob a Curva — pH x tempo

Grupo de tratamento Med (min-max)

Controle 531,63 (508,41-550,29) 2
CLX 510,72 (498,03-542,13) 2
OE 497,04 (481,41-516,30) 2
CLX + OE 503,70 (492,84-510,24) 2
SPCL 537,21 (517,93-574,14) b
SPCL + CLX 534,18 (516,54-567,90) b
SPCL + OE 539,94 (529,50-586,23) b
SPCL + CLX + OF 540,39 (526,29-557,82) b

(Med: Mediana; min: valor minimo; max: valor maximo). Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de tratamento. Kruskal-Wallis seguido de pés
teste de Dunn; p < 0,003).

Fonte: Elaboracao prépria.

A estatistica aplicada aos valores de area total sob a curva apontou diferenca
significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis; p< 0,001). As areas totais sob as curvas
referentes aos grupos de tratamento com as formula¢des foram semelhantes entre si
(Dunn; p = 0,307) e maiores em comparagdao aos grupos de tratamento com as
substancias livres (Dunn; p < 0,003), as quais demonstraram areas integradas
semelhantes entre si (Dunn; p 2 0,56). Em resumo, as formulacdes impediram grandes
guedas de pH na presenca do meio com sacarose, mantendo-se este, mais estavel e

acima do pH critico para desmineralizacédo do esmalte, durante todo o experimento.

Ja a Figura 13 apresenta os dados de variacéo de pH (ApH) no meio de cultura
guando os biofilmes foram mantidos em meio sem sacarose e com sacarose, de

acordo com os grupos de tratamento e com o dia de formacé&o dos biofilmes.
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Figura 13 — Variacéo de pH (ApH) dos meios sem sacarose e com sacarose, de acordo com
0s grupos de estudo e com o dia do experimento
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Letras distintas demonstram diferenga significativa entre os grupos. (ANOVA a um fator,
seguido de pos-teste de Tukey (dias 1 e 2) e Games-Howell (dias 3 e 4); p< 0,05.

Fonte: Elaboracao prépria.

No primeiro dia do experimento, apesar de terem sido apontadas algumas
diferencas estatisticas, os biofilmes apresentaram um comportamento bastante
parecido em relacdo ao ApH, visto que ainda ndo haviam sofrido influéncia dos
tratamentos estudados. A partir do segundo dia, no entanto, ja € possivel notar
alteracdes mais importantes (ANOVA; p<0,0001).

Os menores valores de variagédo do pH (ApH) foram obtidos com os biofilmes
tratados com as formulagdes contendo as substancias ativas (p<0,002), nos dias 2 a
4. E possivel notar também que essa variacdo de pH se torna ainda menor no dia
seguinte ao tratamento com as formulagdes (Dias 2 e 4) (p<0,001), evidenciando a
possivel interferéncia do tratamento sobre a acidogenicidade dos biofilmes. As
substancias livres apresentaram variacdes de pH (ApH) maiores quando comparadas
as formulacdes, porém significativamente menores do que o grupo controle, em todas

as ocasides (p<0,028).
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5.4.2 Dosagem de polissacarideos extracelulares insollUveis em agua

Na Tabela 7 estdo representados os resultados referentes ao peso seco dos

biofilmes de cada grupo de tratamento.

Tabela 7 — Mediana, minimo e maximo do peso seco (mg) do biofilme

Grupo de tratamento Peso seco (mg) Med (min-max)
Controle 1,20 (1,0-1,50) @
CLX 0,20 (0,20-0,40) ¢
OE 1,20 (1,20-2,0)2
CLX + OE 0,20 (0,10-0,40)¢
SPCL 0,80 (0,70-0,90) b
SPCL + CLX 0,20 (0,10-0,50) ¢
SPCL + OE 0,20 (0,10-0,60) ¢
SPCL + CLX + OE 0,20 (0,10-0,30) ¢

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
tratamento dos biofilmes (Dunn; p<0,049).

Fonte: Elaboracao prépria.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis;
p<0,0001). As formulagdes contendo as substancias ativas apresentaram valores de
peso seco do biofilme estatisticamente menores que o controle (Dunn; p<0,0001) e
nao apresentaram diferenca significativa entre si (Dunn; p=0,801) e com 0S grupos
CLX e CLX+OE (Dunn; p=0,326). Para o 6leo essencial e a formulacdo SPCL sem as
substancias ativas, o peso seco do biofilme foi semelhante ao grupo controle (Dunn;
p=0,107).

Na Tabela 8 estdo representadas as médias dos valores de concentracdo de

polissacarideos insolUveis por peso seco de biofilme de cada grupo de tratamento.
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Tabela 8 — Média (desvio padréo) da concentracédo de polissacarideos insolGveis em agua
(ng/mg peso seco) presente no biofilme

Grupo de tratamento PEC insoluveis em agua (ug/mg peso seco)
Controle 4,20 (0,88)2
CLX 0,88 (0,47)¢
OE 3,11 (0,82)"
CLX + OE 0,74 (0,40)¢
SPCL 2,73 (0,58)°
SPCL + CLX 2,81 (0,37)°
SPCL + OE 2,60 (0,57)"
SPCL + CLX + OE 2,54 (0,80)°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
tratamento dos biofilmes (Games-Howell; p<0,029).

Fonte: Elaboracao prépria.

Foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
tratamento e o controle (Games-Howell; p<0,029). A CLX livre e a associacdo
CLX+OE se comportaram de forma semelhante (Games-Howell, p=0,985), e ambas
foram mais efetivas na reducdo de PEC insollveis em agua por miligrama de peso
seco do biofilme do que todas as formula¢gdes (Games-Howell, p< 0,0001). Por sua
vez, as formulacdes apresentaram um comportamento semelhante entre si (Games-

Howell, p=0,931), e semelhante ao 6leo essencial livre (Games-Howell; p=0,510).



76

6 DISCUSSAO

Esse estudo € o primeiro que se prop6s a investigar a aplicabilidade de um
sistema precursor de cristal liquido contendo a associacéo de 6leo essencial de C.
citratus e clorexidina para controle de biofilme bucal. Essa proposta esta baseada nas
evidéncias das vantagens do uso desse tipo de sistema para administracao
bucal®'32148 e a escolha pelo uso de um produto natural (6leo essencial de C. citratus)
estd em concordancia com a estratégia da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
sobre Medicina Tradicional (2014-2023)'4°, na qual um dos principais objetivos é
estimular a pesquisa estratégica visando determinar a seguranca e eficacia do uso de
produtos naturais.

Os modelos de biofilmes de microcosmo formados a partir de inéculo salivar
sdo bastante utilizados como uma alternativa aos modelos monoespécies, pelo fato
de apresentarem uma versdo mais proxima das condi¢bes bucais reais. Assim, a
relevancia do uso de um sistema experimental de microcosmo é mimetizar a
complexidade ecoldgica da microbiota bucal, que é intrinsecamente diferente entre
individuos!®%, determinando diferencas na resposta do biofilme as distintas formas de
tratamento®®1152 o que geralmente nédo pode ser observado in vitro quando usados
biofilmes monoespécies.

O in6culo polimicrobiano utilizado nesse estudo foi obtido a partir da saliva de
um doador previamente selecionado. A sistemética de sele¢do do doador de saliva é
um processo importante para o desenvolvimento do estudo, uma vez que existe
variagdo na composicado salivar entre diferentes individuos, o que reflete na
composicao do biofilme formado a partir da saliva*®!. Além disso, diferentes individuos
apresentam variagao na capacidade de formacéo de biofilme, bem como na resposta
a substancias antibacterianas'®%'%2, Assim, os fatores avaliados na saliva
(composicdo microbiana, capacidade de formacédo de biofilme e suscetibilidade a
clorexidina) sdo essenciais para o desenvolvimento satisfatorio do biofilme e para que
esse responda aos objetivos tragados no presente estudo.

Os resultados para Concentracao Inibitéria Minima e Concentracéo Bactericida
Minima indicaram suscetibilidade do in6culo polimicrobiano ao éleo essencial de C.
citratus e ao digluconato de clorexidina. Esses dados corroboram com os achados de
diversos estudos que demonstram a acdo antimicrobiana da clorexidinal320.21.87.153 g

do 6leo essencial de C. citratus?6.27.116-118
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Sistemas precursores de cristais liquidos (SPCL) sao interessantes para
aplicacéo de farmacos na cavidade bucal. Por se apresentarem na forma liquida,
facilitam a administracéo da formulacdo, e ao entrarem em contato com o ambiente
bucal, incorporam agua da saliva, tornando-se uma mesofase liquido-cristalina mais
viscosa, que promove uma liberagéo lenta e controlada dos fArmacos incorporados®.

A Microscopia de Luz Polarizada é bastante utilizada para caracterizagdo de
formulacdes pela praticidade do método e rapidez na obtencédo dos resultados!®*. De
acordo com os resultados obtidos nesse estudo, todas as formulacdes (SPCL;
SPCL+CLX; SPCL+OE; SPCL+CLX+OE) apresentaram isotropia, sendo a principio,
caracterizados como microemulsdes (Figura 5A e Figura 6). No entanto, ao adicionar-
se 30% de saliva foi possivel observar anisotropia (desvio da luz) e aspecto estriado,
indicando transicdo de fase para sistema liquido-cristalino hexagonal (Figura 5B e
Figura 7). Os resultados dos demais testes de caracterizagdo também indicaram que,
a adicdo de saliva ao sistema promoveu uma maior estruturacdo do mesmo,
aumentando a viscosidade e consequentemente, o poder mucoadesivo. Isso,
transportado para situacdes clinicas pode resultar em aumento do tempo de acéo do
Oleo essencial e da clorexidina na cavidade bucal e melhorar o desempenho do
tratamento.

Outros autores que desenvolveram sistemas microemulsionados para
liberacdo controlada de farmacos contendo PPG-5-CETETH-20 (Procetyl) na sua
composicdo (Salmazi et al.*®°, Calixto et al.1%6), também mostraram a transicdo de fase
destes para sistemas liquido-cristalinos hexagonais, na presenca de agua.

Essa transicdo de fase pode ocorrer devido a polarizacdo da cabeca polar do
PPG-5-CETETH-20 (Procetyl) no momento da adicdo de a&gua ao sistema, que
provoca aumento na curvatura e volume da regido polar, e leva a geracao de
estruturas hexagonais!®®. Esses dados mostram, portanto, uma caracteristica
desejavel e sdo compativeis com o objetivo proposto, uma vez que neste estudo, as
formulagBes se comportaram como precursores de cristais liquidos.

Os dados de reologia de fluxo continuo indicaram caracteristicas de fluidos néo-
Newtonianos pseudoplasticos para as formulacdes contendo ou ndo as substancias
ativas (Figura 8 e Tabela 3). A pseudoplasticidade é uma caracteristica pertinente para
formulacbes de uso bucal, pois durante a aplicacdo, em altas taxas de cisalhamento
(aplicacdo com seringas, por exemplo), ocorre desestruturacdo das cadeias

poliméricas e consequente afinamento do fluxo, o que facilita a sua administracdo. No
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entanto, apos a remoc¢ao dessa tensdo, a formulacdo recupera a sua viscosidade,
permanecendo por mais tempo na mucosa, 0 que aumenta a biodisponibilidade do
farmaco e consequentemente seu efeito no sitio de agéo3>1%,

Bruschi et al.** desenvolveram sistemas precursores de cristais liquidos
compostos por PPG-5-CETETH-20 (Procetyl), Miristato de isopropila e microparticulas
de propolis para tratamento de doenca periodontal. Estes também apresentaram
caracteristicas de fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos, o que foi destacado
como um ponto positivo para aplicacdo em bolsa periodontal, por facilitar a aplicacéo
da formulacao no local de interesse.

A andlise de reologia oscilatoria, também realizada neste estudo, determina as
propriedades viscoelasticas, fornecendo informacgdes sobre a natureza estrutural do
sistema, que tem influéncia direta sobre o seu desempenho!4’. De acordo com 0s
resultados obtidos, as formulagbes estudadas apresentaram caracteristicas de
estruturac@o mais fraca, tipica de microemulsdes (Figura 9 e Tabela 4).

No entanto, estudos anteriores!®>156.158 demonstraram que a incorporacéo de
liquidos influencia o comportamento viscoelastico dessas formula¢gbes. Salmazi et
al.*>> ao desenvolverem sistemas precursores de cristais liquidos, observaram um
comportamento mais viscoso, ou seja, modulo de perda (G”) maior que o mdédulo de
armazenagem (G’). Porém, quando adicionaram muco nas concentragcdes de 30% e
100%, o comportamento da formulagao passou a ser mais elastico (G’> G”). Calixto
et al.’%%, também observaram, que a adicdo de saliva artificial aos sistemas teve
influéncia significativa sobre o modulo de armazenagem (G’) que se tornou maior que
o moédulo de perda (G”), conferindo caracteristica elastica as formulagcBes. A
elasticidade é uma propriedade importante para garantir resisténcia a deformacéo e,
portanto, boa estabilidade da formulacéo, dentro da cavidade bucal*®®.

A adicao de saliva artificial também influenciou aumentando significativamente
as propriedades mucoadesivas das formulagdes, como demonstrado na Figura 10.
Formulacdes com melhores propriedades mucoadesivas séo de grande interesse no
campo farmacéutico'®®, pois possuem a grande vantagem de a medida que se ligam
a mucosa, mantém o farmaco no local de acéo por periodos mais longos, aumentando
a sua absorcdo e biodisponibilidade e, portanto, a sua eficacia terapéutica. Essa
caracteristica € muito interessante em farmacos para controle de doencas bucais em
pacientes com necessidades especiais, uma vez que existe a dificuldade de realizar

a higiene bucal adequada nesses individuos. Assim, um maior tempo de permanéncia
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do farmaco na boca implicaria numa reducéo da frequéncia de aplicacédo do produto,
aumentando a adeséo do paciente ao tratamento!?® e, por consequéncia, aumentaria
as chances de controle das doencas nesses individuos.

Os resultados de liberacdo (Figura 11), por sua vez, comprovaram que as
formulagbes apresentaram liberagédo controlada de farmacos (13,19% a 15,45% para
a CLX e 9,48% a 10,73% para o Oleo essencial de C. citratus). Isso pode ser atribuido
a formacdo de uma estrutura mais compacta e de elevada densidade de reticulacédo
guando o sistema entra em contato com liquidos, reduzindo a capacidade de liberacéo
do farmaco para o meio de dissolucdo e promovendo maior controle da liberacédo?!®®.
Resultados semelhantes foram observados por Bruschi et al.3* quando analisaram o
perfil de liberacdo de microparticulas de propolis incorporadas a um SPCL. Num
periodo de 24 h ocorreu uma liberacdo de cerca de 15% e somente com 7 dias de
ensaio foi possivel notar cerca de 75% de liberagdo. Segundo os autores, esse foi um
achado interessante, visando aplicacédo na bolsa periodontal, uma vez que o sistema
permanece por mais de uma semana liberando o farmaco no local de interesse. Dessa
forma, torna-se interessante avaliar a liberacdo das formulacdes contendo Oleo
essencial de C. citratus e clorexidina por periodos mais longos de tempo e estudar a
sua aplicabilidade em sitios com doencga periodontal.

Mei et al.?® também desenvolveram um sistema precursor de cristais liquidos
contendo metronidazol para tratamento local da doenca periodontal. Nos ensaios in
vivo em coelhos, esse sistema foi capaz de manter concentra¢gfes do farmaco acima
da Concentracao Inibitéria Minima por mais de 10 dias, sem deteccao deste no sangue
dos animais, enquanto o metronidazol livre foi eficiente somente por 24h com niveis
detectaveis no sangue dos animais a partir de 6 h. Isso demonstra a aplicabilidade do
sistema para tratamento local de doencas em sitios especificos.

Os dados dos testes microbiologicos realizados em biofilmes formados sobre
laminulas de vidro usando um modelo de aderéncia ativa'®” demonstraram a agéo
antimicrobiana das substancias livres, bem como das formula¢gdes com as substancias
ativas incorporadas, por meio da redugdo da concentracdo de bactérias totais,
bactérias aciduricas e estreptococos do grupo mutans, em relacéo ao grupo controle
negativo (sem tratamento dos biofilmes), (Tabela 5). O 6leo essencial de C. citratus
nao mostrou reducéo significativa de micro-organismos nos trés grupos bacterianos
estudados. Oliveira et al.?” avaliando a acdo antibiofiime desse 6leo sob diferentes

tempos de exposicdo dos biofilmes (60 segundos e 60 minutos), observaram uma



80

reducdo mais expressiva de micro-organismos com 0 maior tempo de exposicéo e
sugeriram a sua incorporagdo em sistemas de liberacdo controlada. Em vista disso,
os resultados do presente estudo indicam que o protocolo utilizado (aplicacdo por 1
minuto, 1 vez ao dia) nao foi suficiente para promover reducéo significativa de micro-
organismos no biofilme, quando o 6leo essencial de C. citratus foi usado. A associacéo
CLX+OE, no entanto, reduziu a concentracao de bactérias aciduricas e bactérias do
grupo mutans de forma similar a clorexidina sozinha e, a redu¢éo da concentracao de
bactérias totais foi superior aquela determinada pela CLX. Esses dados fortalecem os
resultados do trabalho de Brighenti et al.?®, que relataram pela primeira vez na
literatura a eficacia dessa associacao.

As formulacdes desenvolvidas neste estudo determinaram reducédo de micro-
organismos estatisticamente significante para os trés grupos bacterianos avaliados.
Para que um tratamento seja considerado bactericida é necessaria uma inibicéo total
de crescimento de micro-organismos ou reducdo maior ou igual a 99,9% em relacéo
ao inéculo inicial (reducéo de 3 log 10 UFC/mL)°. Para os grupos bactérias totais e
bactérias aciduricas, as formulagdes contendo o 6leo essencial (SPCL+OE) e a
associacao do 6leo com a clorexidina (SPCL+CLX+OE) apresentaram uma reducdo
da concentrag&o de micro-organismos no biofilme em torno de 3 logs (2,93 e 2,92 para
bactérias totais e; 2,67 e 3,01 para bactérias aciduricas, respectivamente), em relacao
ao controle negativo. Para estreptococos do grupo mutans, essa reducéo foi em torno
de 2 log, reducdo significativa, considerando se tratar de bactérias altamente
cariogénicas estruturadas em biofilme.

As formulagdes se comportaram de maneira semelhante, demonstrando néo
haver diferenca estatistica na concentracdo de micro-organismos do biofilme entre os
grupos tratados com a formulacdo veiculo (SPCL) e aquelas com as substancias
ativas incorporadas (reducéo de aproximadamente 2 a 3 log 10 UFC/mL em relacéo
ao controle negativo). Resultados semelhantes foram descritos por Calixto et al.??° em
relacdo a biomassa de biofilmes de S. mutans, quando o peptideo pl1025 foi
incorporado a um sistema precursor de cristais liquidos. Assim, o0s autores'?®
observaram que quando nao foi realizado o pré-tratamento da superficie onde os
biofilmes se desenvolviam, a aplicacdo do sistema com o peptideo ndo determinou
diferenca significativa na biomassa entre as formulacgdes, inclusive para a formulagéo

veiculo que ndo continha o peptideo.
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Calixto!?® avaliou ainda, a acdo antimicrobiana do mesmo peptideo (p1025)
incorporado a um SPLC, dessa vez pela concentracdo de micro-organismos em
biofiimes de S. mutans e dosagem de polissacarideos extracelulares. Também nao
observaram diferenca significativa entre 0os grupos controle e experimental. Por se
tratar de um sistema de liberacdo controlada e a porcentagem de liberacdo do
peptideo em 24 h ser muito baixa (4,61%), foi sugerido um tempo maior de exposi¢ao
dos biofilmes a formulacéo contendo o peptideo, para atenuar os fatores de viruléncia.
Da mesma forma, no presente estudo, a porcentagem de liberacdo das substancias
incorporadas no sistema foi muito baixa (menos de 16%), o que pode corroborar com
a auséncia de diferenca na redugéo da concentracdo microbiana no biofilme, quando
a formulacéo veiculo foi comparada com as formulagdes contendo as substancias
ativas. Portanto, estudos com um tempo maior de exposi¢cao, bem como avaliacfes a
longo prazo sdo necessarios para comprovar a acao das substancias incorporadas no
sistema e liberadas de forma controlada.

Além disso, neste estudo, foi possivel notar a acdo antimicrobiana da
formulacdo veiculo (SPCL). Bernegossi et al.'®® trabalhando com biofilmes
polimicrobianos, também verificaram que apés a aplicacdo de uma formulacéo liquido
cristalina contendo carbopol, sem a incorporacado de substancias ativas, houve um
crescimento microbiano de apenas 14,37%, comprovando a sua agéo antimicrobiana.

No presente estudo, o SPCL utilizado contém quitosana de baixo peso
molecular na sua composicdo, que se trata de um polimero com potencial
antimicrobiano ja reconhecido pela literatural®t1%2, Alguns fatores como peso
molecular, pH e grau de desacetilagéo influenciam o potencial antimicrobiano desse
composto. Quitosana de peso molecular superior a 60 KDa apresenta capacidade de
inibir o crescimento de diversos grupos de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, em pH variando de 5,5 a 6,0 162,

Aliasghari et al.’6® avaliaram a atividade antimicrobiana da quitosana e de
nanoparticulas de quitosana contra quatro cepas de estreptococos de reconhecida
cariogenicidade (S.mutans, S. sobrinus, S. sanguis e S. salivarius). Os resultados
mostraram efeito bacteriostatico e bactericida (em concentragdo de 5 mg/mL), além
da reducgédo de formacéao de biofilme de S. mutans in vitro, tendo as nanopatrticulas de
quitosana determinado reducdo do biofilme semelhante aquela determinada pela
quitosana. de Paz et al.1%4 observaram que formulacdes a base de quitosana de baixo
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peso molecular (= 150 KDa) interferem na integridade da membrana celular de S.
mutans de maneira homogénea em todo o biofilme.

Alguns mecanismos de acdo foram propostos para explicar a acéo
antimicrobiana da quitosana. Um desses mecanismos baseia-se na interacao entre as
moléculas de quitosana com carga positiva e a membrana celular de micro-
organismos que possui carga negativa, levando a ruptura dessa membrana e posterior
extravasamento de constituintes intracelulares'®4. Dessa forma, a agéo antimicrobiana
das formulacbes do presente estudo pode ser atribuida em parte ao carater
antimicrobiano da quitosana utilizada (peso molecular entre 50 e 190 KDa), uma vez
que a liberacdo das substancias incorporadas foi muito baixa no protocolo de
aplicacao utilizado (1 aplicacéo de 5 minutos a cada 48 h) e o periodo de observacéo
do estudo foi muito curto.

A capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos cariogénicos nao
deve ser o Unico fator a ser explorado na tentativa de reduzir a instalacdo e o
desenvolvimento da céarie dentarial®®. Sabe-se que a producgdo de polissacarideos
extracelulares e a acidogenicidade dos biofiimes séo fatores de viruléncia
essencialmente associados a carie dentaria. Assim, uma estratégia promissora para
combater essa doenca é agir sobre esses fatores 47166,

Calixto'?® demonstrou que o SPLC com o peptideo pl1025 incorporado
conseguiu retardar a queda de pH, tendo este demorado 45 minutos para atingir o
valor de 5,5, pH critico para desmineralizacdo do esmalte dentario, enquanto no grupo
controle (SPLC sem peptideo), essa queda de pH ocorria nos primeiros 15 minutos.
No entanto, quando foram avaliadas as concentracdes de polissacarideos do biofilme
nao houve diferenca significativa entre esses dois grupos.

No presente estudo foi avaliada a acidogenicidade do biofilme e a influéncia
das formulagcGes sobre a formacéo de polissacarideos extracelulares insolUveis em
agua. Por meio dos resultados obtidos, foi possivel verificar uma menor
acidogenicidade dos biofilmes tratados com as formulagfes, os quais mantiveram o
pH entre 5,5 e 6,0, em meio com e sem sacarose (Figura 12B), apesar do regime com
menor frequéncia de aplicacdes (1 aplicacao a cada 48 horas). Ja os grupos tratados
com as solugdes livres, mesmo com aplicacbes diarias, apresentaram maiores
variacdes de pH, atingindo valores em torno de 4,5 ou até inferiores quando em meio
rico em sacarose (Figuras 12A e 13). Essa diferenca de comportamento dos biofilmes

pode ser observada também pela area integrada sob a curva de pH x tempo (Tabela
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6), onde todas as formulagdes mostraram valores significativamente maiores do que
0 controle e as substancias ativas livres, indicando valores de pH mais altos e uma
menor variacdo do pH com o uso das formulacdes. Esse comportamento pode ser
explicado baseado nas propriedades mucoadesivas do sistema, que permitem a sua
aderéncia ao biofilme por mais tempo, diferente das solug@es livres, cuja acdo é
imediata apods o tratamento e elas sdo rapidamente eliminadas do local de aplicacao
com a lavagem nos estudos in vitro, ou pela acédo de autolimpeza exercida pela saliva,
no ambiente bucal.

O peso seco do biofilme (biomassa) também sofreu influéncia dos tratamentos
realizados nesse estudo. As formulacdes contendo as substancias ativas obtiveram
valores semelhantes entre si e aos grupos CLX e CLX+OE, porém estatisticamente
inferiores ao peso seco dos biofilmes referentes aos grupos: formulacédo veiculo
(SPCL), éleo essencial (OE) e controle negativo (Tabela 7). A concentracdo de
polissacarideos extracelulares também apresentou-se estatisticamente menor para
as formulacdes em relacdo ao controle (Tabela 8), evidenciando que estas foram
capazes reduzir a biomassa e diminuir a cariogenicidade do biofilme, uma vez que
polissacarideos produzidos por exoenzimas de S. mutans Sao 0S principais
constituintes da matriz dos biofilmes cariogénicos*’. Porém, ressalta-se que no
periodo do estudo, as formulagbes apresentaram significativamente menor
capacidade de reducéo da concentracdo de polissacarideos insoltveis do que a CLX
livre e a associacdo CLX+OE.

Dessa forma, as formulacdes desenvolvidas mostraram potencial para uso na
cavidade bucal, uma vez que apresentaram possibilidade de transicdo de fase,
facilidade de aplicacdo e propriedade de mucoadesdo. Além disso, apresentaram
propriedades antimicrobianas interessantes, diminuindo consideravelmente a
concentragédo de micro-organismos organizados em biofilmes e reduzindo os fatores
de viruléncia associados a esses biofilmes. No entanto, esse estudo se trata de uma
pesquisa inicial e alteragdes podem ser apontadas para melhorar o desempenho das
formulacdes, tais como, realizagao de testes usando formula¢cdes com concentragoes
maiores do Oleo essencial de C. citratus, maior tempo de exposi¢do dos biofilmes ao
sistema, bem como, realiza¢do de estudos in situ com acompanhamento por periodos

maiores, visando sua posterior aplicagao in vivo.
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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 reducéo 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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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA
UNESP - Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO S —
Voce esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa: “Sistema liquido-cristalino
bioadesivo para controle de biofilme bucal” de responsabilidade da Prof?. Dr2. Elisa Maria Aparecida Giro, da
disciplina de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. O objetivo do estudo sera
avaliar a atividade de uma formulagdo farmacéutica contra micro-organismos de interesse odontoldgico. A sua
participaco na pesquisa serd apenas com o fornecimento de saliva. Os procedimentos para coleta de saliva serdo:
Vocé tera que ficar sem escovar os dentes durante 24 horas e sem ingerir alimentos ou liquidos por 2
horas antes da coleta. A salivacdo serd estimulada por meio da mastigacdo de goma de mascar sem sabor, um
material que ndo causa prejuizo a salde. Serdo coletados o equivalente a 15 ml de saliva (cerca de duas colheres
de sopa), esta serd armazenada no Laboratério de Pesquisas Bioguimica e Microbioldgica da Faculdade de
Odontologia de Araraquara e utilizada para a formagdo de biofilmes (acimulo de micro-organismos) sobre
laminulas de vidro. O material coletado ndo sera utilizado para outras pesquisas além da descrita nesse termo de
consentimento livre e esclarecido.

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar e receberd uma via desse
termo de consentimento livre e esclarecido. Esta pesquisa ndo trara nenhum beneficio imediato em relagdo a sua
pessoa, porém, poderd contribuir para o desenvolvimento de um material para prevencdo da céarie dentaria. Os
riscos sdo considerados minimos e incluem o desconforto de permanecer em jejum e sem escovacao pelos periodos
determinados. Para minimizar tais riscos, apos a coleta, sera servido um desjejum e vocé receberd uma limpeza
profissional dos dentes. Durante o desenvolvimento desta pesquisa serdo asseguradas as normas da Biosseguranca
da Faculdade de Odontologia de Araraquara —UNESP.

N&o haverd pagamento pela colaboragdo, mas vocé tera direito a ressarcimento dos custos tais quais,
transporte e alimentacdo, referentes a vocé e ao seu acompanhante, caso solicite. Vocé também terd direito a
indenizacdo em caso de danos decorrentes dessa pesquisa. Vocé receberd a assisténcia integral e imediata, de forma
gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa.

Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacéo a

qualquer momento. A sua participacao é voluntaria e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade
ou perda de beneficios.
O sigilo da sua identidade sera preservado pela pesquisadora, ou seja, vocé ndo serd identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo, mas os dados encontrados nessa pesquisa poderdo ser divulgados em
revistas da area, aulas e congressos. Os avancos resultantes desse estudo serdo informados a vocé no final do
estudo.

Em caso de davida ou qualquer outro esclarecimento, vocé podera entrar em contato com a Professora
responsavel, Elisa Maria Aparecida Giro na Faculdade de Odontologia de Araraquara (Rua Humaita, 1680) ou
pelo telefone 3301-6336 ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Rua
Humaita, 1680) ou pelo telefone 3301-6459.

Sendo assim, eu, , RG tendo sido
informada (0) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada, declaro que concordo em participar
desse estudo. Recebi uma via deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de
ler e esclarecer as minhas davidas.

FACYLDADR| DF

VAVADYVYY || 30

Araraquara, /[

Pesquisadora Participante da Pesquisa
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APENDICE B: Esquema de Aderéncia Ativa para Crescimento dos Biofilmes.

Figura A- Dispositivo confeccionado com fio ortodontico 0,5 para receber as laminulas de
vidro. B — Laminulas de vidro fixadas com silicona de condensacao e suspensas
verticalmente. C — Imersao das laminulas em placas de 24 pocgos.
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APENDICE C - Curva Padréo do Digluconato de Clorexidina em PBS/LSS (1%),
Equacéo da Reta e Coeficiente de Correlagéo Linear (R?).
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APENDICE D - Curva padréo do Oleo Essencial de Cymbopogon citratus em
PBS/LSS (1%), Equacédo da Reta e Coeficiente de Correlagéo Linear (R?).
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APENDICE E - Curvas Padrdo de Glicose Usadas para Dosagem de
Polissacarideos Extracelulares
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! Foram utilizadas duas curvas padrdes porgue os ensaios colorimétricos foram realizados em dois dias distintos,
dessa forma, foi confeccionada uma curva para cada dia experimental.
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ANEXO A — Cadastro do Projeto no Sistema Nacional de Gest&do do Patriménio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen

Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 ASE42CA

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AS5E42CA

Usuario: UNESP

CPF/CNPJ: 48.031.918/0001-24

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Cymbopogon citratus

Titulo da Atividade: Sistema liquido-cristalino para controle de biofilme bucal
Equipe

Elisa Maria Aparecida Giro UNESP

Raquel Souza Marques UNESP

Fernanda Lourencgéao Brighenti UNESP

Marlus Chorilli UNESP

Data do Cadastro: 25/04/2019 10:49:51

Situacédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situacao cadastral conforme consulta ao SisGen em 15:28 de 13/01/2020.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
NY/ANY  ASSOCIADO - SISGEN
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ANEXO B - Parecer de Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos

UNESP - FACULDADE DE
&P ODONTOLOGIA - CAMPUS ‘%"""“’“M .
—— ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Sistema liquido-cristalino bioadesivo para controle de biofilme bucal.
Pesquisador: Elisa Maria Aparecida Giro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 97484718.1.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UMESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.928.807

Apresentacéo do Projeto:

Estudo do tipo experimental in vitro com uso de saliva humana para formacdo de biofilme para testes de
atividade antimicrobiana e de citotoxicidade de um sistema liquido-cristalino bicadesive contendo
diglucontao de clorexidina e dleo essencial de Cymbopogon citratus.

Objetivo da Pesquisa:

Desenvelver e caracterizar sistemas liquido-cristalines bicadesivos, avaliar in vitro seu potencial
antimicrobiano em biofilme polimicrobiano e sua citotoxicidade.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos sdo considerados minimos e incluem o desconforto de permanecer em jejum por 2 horas e
sem escovacdo por 24h. Para minimizar tais riscos, apos a coleta, sera servido um desjejum e o voluntario
recebera uma limpeza profissional dos dentes. Serdo asseguradas as normas da Biosseguranca da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

Beneficios: Esta pesquisa nao trara nenhum beneficio imediato aos voluntarios da pesquisa, porém, podera
contribuir para avancos no desenvolvimento de um material para prevencdo da cérie dentaria.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

E um projeto importante pois visa o desenvolvimento de sistemas liquido-cristalinos bioadesivos contendo
digluconate de clorexidina e dleo essencial de Cymbopogon citratus na tentativa de prolongar a
permanéncia de substancias antimicrobianas na cavidade bucal. Com essa estratégia,

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-003
UF: SP Municipio: ARARACUARA
Telefone: (16)3301-8459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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se busca aumentar a efetividade das substancias antimicrobianas e diminuir a frequéncia de aplicacio do

produto, o que reduziria o custo do tratamento e aumentaria a possibilidade de adeséio do paciente.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos obrigatérios foram apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Tedas as solicitacGes

foram devidamente atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Atendidas pendéncias de reunido, considero APROVADO o protocolo.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ane até o prazo final da pesquisa,

quando devera encaminhar o relatdrio final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Awutor Situacdo
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1192701 pdf 20:36:22
Projeto Detalhado / |[PROJETC_CEP_RAQUEL_CORRIGID | 17/09/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
Brochura O.pdf 20:32:03 |MARQUES
Investigador
TCLE/ Termos de | TCLE_RAQUEL_CORRIGIDO.pdf 17/09/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
Assentimento / 20:31:46 |MARQUES
Justificativa de
Auséncia
Qutros TERMO_ pdf 30/068/2018 |RAQUEL SOQUZA Aceito
20:05:58 |MARQUES

Declaracdo de AUTORIZACAO _LAB pdf 30/08/2018 |RAQUEL SQUZA Aceito

Instituicdo e 20:02:23 |MARQUES

| Infraestrutura

Orcamento ORCAMENTO_.pdf 08/08/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
19:05:67 | MARQUES

Declaragdo de AUTORIZACAO_CHEFE_DE_DEPART.| 08/08/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito

Instituicdo e pdf 19:03:07 |MARQUES

Infraestrutura

Cronograma CROMOGRAMA pdf 08/08/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
12:18:59  |MARQUES

Qutros ressarcimento.pdf 08/08/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
12:09:48 |MARQUES

Folha de Rosto folha_de rosto. pdf 08/08/2018 |RAQUEL SOUZA Aceito
11:50:32 | MARQUES
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Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
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Assinado por:
Andréa Gongalves
(Coordenador(a))
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho até 05 de marco de 2022.

(Direitos de publicacao reservado ao autor)

Araraquara, 05 de marco de 2020.

Raquel Souza Marques



