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Oliveira JR. Sistema cristal liquido bioadesivo contendo citral contra bactérias
cariogénicas e efeito perda mineral do esmalte dentario [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Diversos produtos de origem natural apresentam acdo contra micro-organismos
cariogénicos. Contudo, devido a complexidade do biofilme, €& desejavel o
desenvolvimento de formulagcdes que permitam a liberacdo controlada da substancia
ativa. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo de um sistema cristal liquido
bioadesivo contendo citral contra bactérias cariogénicas e o efeito na perda mineral
do esmalte. O citral foi incorporado a formulacdo composta por 30% de acido oleico,
50% de élcool cetilico alcoxilado e 20% de dispersdo aquosa de poloxamer 1%, em
concentracdo 10 (FC1) e 15 (FC2) vezes a concentracao inibitoria minima (CIM). As
formulag@es foram caracterizadas fisico-quimicamente e tiveram o perfil de liberacéo
do citral determinado. Para as andlises microbiolégica e de perda de dureza do
esmalte, o sistema contendo citral (FC2) foi comparado a uma formulagéo veiculo (F)
e ao citral (C). O digluconato de clorexidina 0,12% e o meio de cultura McBain foram
usados como controle positivo e negativo respectivamente. O crescimento dos
biofilmes polimicrobianos foi feito sobre blocos de esmalte bovino (n=14 por grupo),
utilizando inéculo obtido a partir da saliva humana, em meio McBain, com exposi¢ao
a sacarose 0,2%, 6 h por dia, durante 4 dias. O tratamento dos biofilmes com as
formulagbes F e FC2 foi realizado por 5 minutos, em dias alternados. O citral (C) foi
aplicado por um minuto uma vez ao dia e o digluconato de clorexidina foi aplicado por
um minuto uma vez ao dia (CLX) e em dias alternados (CLX1.3). A acidogenicidade
foi avaliada pela andlise do pH do meio de cultura antigo, e a concentracdo de
bactérias totais, bactérias aciduricas e estreptococos do grupo mutans no biofilme foi
determinada. Nos blocos de esmalte foi aferida a dureza de superficie inicial e final, e
calculada a porcentagem de perda de dureza (SH%). Os dados qualitativos foram
analisados de forma descritiva, e 0s quantitativos tiveram 0s pressupostos de
normalidade e homocedasticidade analisados para selecdo dos testes estatisticos
mais adequados. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As formulacdes FC1 e
FC2 apresentaram caracteristicas de fluidos ndo newtonianos pseudoplasticos, e a
adicao de saliva determinou alteragdes estruturais, com aumento da viscosidade e do
potencial adesivo. FC1 e FC2 liberaram respectivamente 22,9% e 40,7% do citral
incorporado, nas primeiras 24 horas. A formulagdo FC2 liberou concentragdes
similares a CIM entre 1 h e 3 h e foi selecionada para as analises do biofilme e da
perda mineral do esmalte. FC2 demonstrou boa acdo antimicrobiana em biofilmes
polimicrobianos e, em meio com sacarose, diferentemente dos demais tratamentos, o
pH desse grupo se manteve proximo ao neutro por maior tempo. Além disso, FC2
determinou a menor taxa de perda de dureza do esmalte. Baseado nesses resultados,
o sistema cristal liquido bioadesivo com a incorporacao de citral (FC2), apresentou
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, liberagdo controlada de citral, boa
atividade antibacteriana e reduziu a perda mineral do esmalte dentario submetido a
alto desafio cariogénico. Portanto, FC2 apresenta um grande potencial de uso como
meétodo auxiliar na prevencao da carie dentaria.

Palavras — chave: Cristais liquidos. Cérie dentéria. Biofiimes. Oleos vegetais.
Antibacterianos.



Oliveira JR. Bioadhesive liquid crystal system containing citral against cariogenic
bacteria and enamel mineral loss [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade
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ABSTRACT

Several natural products have an action against cariogenic microorganisms. However,
due to the complexity of the biofilm, the development of formulations that allow the
controlled release of the active substance is desirable. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the effect of a bioadhesive liquid crystal system containing citral
against cariogenic bacteria and in mineral loss from dental enamel prevention. The
concentrations of 10 times (FC1) and 15 times (FC2) citral minimum inhibitory
concentration (MIC) were incorporated into a formulation composed of 30% oleic acid,
50% alkoxylated cetyl alcohol and 20% aqueous dispersion of 1% poloxamer. The
formulations were physicochemically characterized and the citral release profile was
determined. For microbiological and enamel hardness loss analyses, the system
containing citral (FC2) was compared to a vehicle formulation (F) and to citral (C). A
0.12% Chlorhexidine digluconate solution and McBain culture medium were used as
positive and negative controls, respectively. Polymicrobial biofilms were grown on
bovine enamel blocks (n=14 per group), using inoculum from human saliva in McBain
culture médium, with an intermittent 0.2% sucrose exposure (6 h/day), for four days.
The treatment of biofilms with the formulations F and FC2 was carried out for 5 minutes
every other day. Citral (C) was applied for one minute once a day and Chlorhexidine
digluconate was applied for one minute once a day (CLX) and every other day
(CLX1.3). The acidogenicity was evaluated by measuring the pH of the spent culture
medium, and total bacteria, aciduric bacteria and mutans streptococci in the biofilm
were quantified. The initial and final surface hardness were measured on the enamel
blocks and the percentage of hardness loss (SH%) was calculated. The qualitative
data were descriptively analyzed and quantitative data had the assumptions of
normality and homoscedasticity analyzed to select the most appropriate statistical
tests. The significance level adopted was 5%. The formulations FC1 and FC2 showed
characteristics of non-Newtonian pseudoplastic fluids, and the addition of saliva
determined structural changes, with an increase in viscosity and in the adhesive
potential. FC1 and FC2 released 22.9% and 40.7% of the incorporated citral,
respectively, in the first 24 hours. The formulation FC2 releasing between 1 h and 3 h
was similar to citral MIC, and this formulation was selected for the biofilm and enamel
mineral loss analyses. FC2 showed good antimicrobial action in polymicrobial biofiims
and, even when exposed to sucrose-containing medium, unlike the other treatments,
the pH of this group remained close to neutrality for a longer time. Overall, FC2
formulation determined the lowest rate of enamel hardness loss. Based on these
findings, the bioadhesive liquid crystal system containing citral (FC2) had adequate
physicochemical characteristics, controlled citral release, good antibacterial activity
and decreased mineral loss from dental enamel subjected to high cariogenic
challenge. Therefore, FC2 has a great potential as an adjuvant method in the
prevention of dental caries.

Keywords: Liquid crystals. Dental caries. Biofilms. Plant oils. Anti-bacterial agents.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentaria € uma doenca de etiologia multifatorial, com fatores
associados ao individuo e ao ambiente em que se inserel. As bactérias participantes
do processo de desenvolvimento da carie produzem &cidos organicos como
subprodutos do metabolismo de carboidratos fermentaveis, 0os quais causam uma
perturbacdo no equilibrio mineral e, como resultado, inicia-se 0 processo de
desmineralizacédo da estrutura dentaria?.

O principal método de prevencado da cérie € o controle mecénico do biofilme
por meio da escovagédo, associado a utilizacao de dentifricios fluoretados e uma dieta
alimentar equilibrada pobre em carboidratos fermentaveis3®. Entretanto, criancas e
individuos com problemas motores ou com comportamento pouco colaborativo podem
apresentar dificuldades para realizar e manter uma rotina de higienizagdo bucal
adequada, aumentando os riscos de desenvolvimento da céarie®. Para essas
situacdes, o controle quimico do biofilme tem se mostrado um método complementar
eficaz®’.

Varios agentes quimicos com acdo antibacteriana sdo frequentemente
encontrados na composicdo de enxaguatérios bucais e dentifricios®. A clorexidina é
uma das substancias mais indicadas como agente antibacteriano e anti-biofilme.
Porém, da mesma forma que os demais agentes quimicos atualmente disponiveis,
desempenha acéo limitada sobre biofilmes ja organizados®'°. Além disso, a sua
utilizag&o por tempo prolongado pode resultar em efeitos adversos, como resisténcia
bacteriana, alteracdo do paladar, descamacéo da mucosa e pigmentagéo dentaria’
14 Também néo foram encontradas evidéncias cientificas que comprovem a indicacéo
dessa substancia para a prevencdo da carie em criancas e adolescentes®. Assim,
alternativas devem ser pesquisadas visando manter e/ou restabelecer o equilibrio da
microbiota bucal frente aos diversos desafios impostos pelo ambiente, e apresentar
acao sobre biofilmes organizados, com menor risco de efeitos adversos.

Produtos de origem natural (extratos vegetais, 6leos essenciais, compostos
isolados e produtos marinhos) tém sido cada vez mais investigados como alternativas
preventivas, seguras, eficazes e sustentaveis'®l’. O citral é uma biomolécula
encontrada em 6leos essenciais de varias plantas medicinais, resultante da mistura
natural de dois aldeidos monoterpénicos aciclicos isoméricos: geranial (transcitral,

citral A) e neral (cis-citral, citral B) com destaque para seu efeito bactericida'®. O
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mecanismo de acao do citral envolve a alteracdo da membrana bacteriana, resultando
na liberagéo de proteinas, acidos nucleicos e outros componentes!®-2t, Apesar de ser
uma substancia promissora, as propriedades antimicrobianas do citral no contexto de
prevencado a carie foram pouco exploradas até o momento. Além disso, o principal
desafio na sua utilizac&o clinica consiste em manter essa substancia disponivel por
tempo terapéutico na cavidade bucal, devido a sua instabilidade quimica e
vulnerabilidade frente a acéo de limpeza exercida pelo fluxo salivar. Neste sentido,
esforgos tém sido direcionados para o desenvolvimento de sistemas mais estaveis e
que apresentem liberacdo controlada da substancia ativa223,

Os sistemas cristais liquidos dispdem de ligagcbes com rigidez proprias de
solidos e regides desordenadas, com fluidez de liquidos?*. Na cavidade oral, a forma
liguida facilita a sua aplicacdo, e em contato com os fluidos bucais, esses sistemas
estruturam-se, tornando-se mais viscosos, o0 que favorece a sua aderéncia a estrutura
dentaria??. Dessa forma, eles protegem a substancia ativa da remocéo pela acédo do
fluxo salivar e permitem a sua liberacédo controlada no sitio de interesse??23, Além
disso, com o controle das taxas de liberacdo, esses sistemas possibilitam uma
diminuicdo da dose e uma menor frequéncia de administracdo, reduzindo a
possibilidade de efeitos colaterais e favorecendo a adesdo do paciente ao
tratamento?>:26,

A associacao de produtos naturais com os sistemas cristais liquidos tem sido
testada e os resultados apontam que essa € uma alternativa viavel para a
administracdo de farmacos no tratamento de doencas microbianas da cavidade
bucal®327:28_ O presente estudo foi idealizado considerando o potencial antimicrobiano
do citral, somado a escassez de trabalhos na literatura a respeito da incorporacao
desse composto a sistemas de liberacdo modificada de farmacos. O objetivo foi
associar o citral a um sistema cristal liquido e avaliar sua acédo antibacteriana e

antibiofilme e seu efeito na perda mineral do esmalte.
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7 CONCLUSAO

As caracteristicas fisico-quimicas do sistema cristal liquido bioadesivo
contendo citral sdo adequadas para uma formulacdo destinada a aplicacdo em
cavidade bucal, com liberacdo modificada no sitio de acdo. Além disso, a formulacéo
contendo citral 15 vezes a CIM possui boa atividade antibacteriana contra bactérias
cariogénicas e reduz a perda mineral do esmalte dentario submetido a desafio

cariogénico.
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