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RESUMO

A presenca do biofilme dental € um dos fatores predisponentes para a maioria das
patologias bucais, envolvendo dentes e os tecidos adjacentes. Entende-se como biofilme
cariogénico como a deposicio de diversas populacdes de microrganismos residentes,
suplementares e transitérios da microbiota bucal humana aderida a pelicula adquirida do esmalte
do elemento dental. Este trabalho destinou-se a desenvolver um verniz de quitosana capaz de
controlar o biofilme dental e suas doencas relacionadas com potencial atividade antimicrobiana e
capacidade de bloqueio de adesdo bacteriana com auxilio da presenca de extrato de Cymbopogon
citratus. O verniz a base de quitosana foi desenvolvido de acordo com a adicdo de um solvente
quimico organico ou inorganico, ou uma mistura deles, que fosse volatil e evaporem rapidamente,
deixando os ativos sobre o esmalte dos dentes. Através do perfil fitoquimico do extrato identificou-
se a presenca de compostos fendlicos e saponinas fortemente positivos (+++). Foram feitas
caraterizacdo de secagem, pH, condutividade elétrica e controle de qualidade microbiolégico.
Apresentou atividade antimicrobiana significativa para Streptococcus mutans (CIM: 3,125
mg/mL), Candida albicanas (CIM: 6,25 mg/ml), Enterococcus faecalis (CIM: 6,25 mg/mL),
Enterococcus spp. (CIM: 6,25 mg/mL) e Staphylococcus aureus (CIM 6,25 mg/mL). O verniz de
quitosana na presenca ou ha auséncia de extrato t€ém capacidades semelhantes de impedir a adesdo
de S. mutans a superficie do esmalte dentdrio, pois estatisticamente, as porcentagens de adesdo aos
discos de hidroxiapatita encontraram-se valores aproximados de 40% em relacdo ao controle de
adesdo em uma concentragdo de 1.5625 mg/mL. O verniz de quitosana que apresentou as melhores

condic¢des para estudos posteriores in vivo apresentou tempo de secagem entre 10 a 12 minutos.

Palavras-chave: Biofilme cariogénico. Verniz de quitosana; Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The presence of the dental biofilm is one of the predisposing factors for most oral
pathologies, involving teeth and adjacent tissues. It is understood as a cariogenic biofilm as the
deposition of several populations of resident, supplementary and transient microorganisms of the
human oral microbiota adhered to the acquired dental enamel film. This work aimed to develop a
varnish of chitosan capable of controlling the dental biofilm and its diseases related to potential
antimicrobial activity and blocking ability of bacterial adhesion with the aid of the presence of
extract of Cymbopogon citratus. Chitosan-based varnish was developed according to the addition
of an organic or inorganic chemical solvent, or a mixture thereof, which is volatile and evaporates
rapidly, leaving the active ingredients on the tooth enamel. Through the phytochemical profile of
the extract, the presence of strongly positive phenolic compounds and saponins (+++) was
identified. Drying, pH, electrical conductivity and microbiological quality control were performed.
It showed significant antimicrobial activity for Streptococcus mutans (MIC: 3.125 mg / mL),
Candida albicans (MIC: 6.25 mg / ml), Enterococcus faecalis (MIC: 6.25 mg / mL), Enterococcus
spp. (MIC: 6.25 mg / mL) and Staphylococcus aureus (MIC 6.25 mg / mL). The chitosan varnish
in the presence or absence of extract has similar abilities to prevent the adhesion of S. mutans to
the surface of the dental enamel, because statistically, the percentages of adhesion to the
hydroxyapatite discs were approximated values of 40% in relation to the adhesion control at a
concentration of 1.5625 mg / mL. The chitosan varnish that presented the best conditions for later

studies in vivo presented drying time between 10 and 12 minutes.

Keywords: Cariogenic Biofilm. Chitosan varnish; Antimicrobian activity.
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1. INTRODUCAO

A presenca do biofilme dental é um dos fatores predisponentes para a maioria das
patologias bucais, envolvendo dentes e os tecidos adjacentes pertencentes a cavidade oral (ADDY
et. al., 1992). Entende-se como biofilme cariogénico como a deposicao de diversas populacdes de
microrganismos residentes, suplementares e transitorios da microbiota bucal humana aderida a
pelicula adquirida do esmalte do elemento dentario (OLIVEIRA et al, 2007).

Entre as espécies bacterianas participantes, a espécie Streptococcus mutans tem papel
determinante na instalacao desse biofilme, relacionando sua presenca a etiologia da carie dentaria.
Inimeros estudos avaliaram a formacao do biofilme dental utilizando S. mutans isolada para testar
a eficdcia de agentes antimicrobianos naturais e anticariogénicos (CARVALHO, 2018; SOARES,
2008). Assim como ha deposi¢do de microrganismos oportunistas que estao relacionados a outras
patologias orais, tais como, infec¢des no canal radicular por Enterococcus feacalis (PECIULIENE
et al., 2000) e Candida albicans (SIQUEIRA, 2004) que sdo constantemente isolados do biofilme
dental MURDOCH, et al., 2004; SMITH, et. al, 2003).

Com isso, De Luca (2011) e Strohmenger (2001) indicam que os antimicrobianos mais
utilizados com atividade anticarie contra Streptococcus mutans sao frequentemente utilizados nas
mais variadas formas farmacéuticas, entre elas, dentifricios, enxaguatorios, géis e vernizes. Dentre
elas, os vernizes sao capazes de formar uma pelicula protetora enquanto seus componentes volateis
secam (FERREIRA, 2009) e quando utilizados para fins odontolégicos permitem tempo
prolongado dos ativos presentes em contato com a pelicula adquirida (PESSAN, 2008).

O verniz dental mais utilizado em dmbito clinico contém flaor (Duraphat®, por exemplo),
que tem seu principal efeito anticarie com atividade remineralizante sobre o esmalte, incluindo um
importante, porém sutil, efeito antimicrobiano (MARSH, 1993). H4 outra opg¢do presente no
mercado, tal como verniz dental de clorexidina 1%, porém o principio ativo tem dificuldades de
ser liberado de forma repetida com veiculos que sdo capazes de formar uma pelicula protetora
(RIBEIRO, 2005). Desta forma, opta-se pela busca de alternativas para substituir antimicrobianos
e anticariogé€nicos sintéticos que se alega provocar reacdes adversas orais como: alteracdo na
coloragdo nos elementos dentdrios, perda do paladar, queimaduras no tecido mole, dor, xerostomia,
lesdes descamativas, ulceragdes na mucosa e gosto residual desagraddvel na boca (ZANATTA FD,

2007).
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Dentre os polissacarideos naturais estudados em pesquisas de novos produtos encontra-se
a quitosana, um polimero ndo téxico, biocompativel e versatil quimicamente (THANOU et al,
2001). Suas propriedades permitem que este material seja utilizado em sistemas de liberagao de
drogas e produtos naturais em engenharia de tecidos, prometendo ser uma ferramenta nos cuidados
com a saude (ILLUM, 1998). Ao desenvolver novos medicamentos o uso de plantas medicinais
pode ser utilizado como alternativas a compostos sintéticos. Entre elas, o Cymbopogon citratus
(capim-limao) tem estudos comprobatorios sobre suas propriedades terapéuticas, pois muitos
estudos ja foram realizados, tanto com extratos como o 6leo essencial, a fim de analisar o
desempenho terapéutico, os quais identificaram a sua atividade antifingica (HEYDER, SILVA,
2004), antibacteriana (ALVARENGA et al., 2007), antihelmintica (ALMEIDA et al., 2003) e
diurética (GALVEZ et al., 1998).

1.1 Justificativa

Sendo assim, a ideia do trabalho foi desenvolver uma forma farmacéutica capaz de
incorporar extratos naturais para poder liberar de forma controlada os insumos ativos e que tenha
melhor facilidade de ades@o ao esmalte dentario. O produto € baseado em trés grupos principais:
insumo ativo, solvente e modificadores de viscosidade. Os ativos podem ser de origem natural, no
caso deste trabalho, extrato de capim-limdo. O solvente ou veiculo foi pensado preferencialmente
para ser organico e volatil. J4 o polimero natural seria capaz de proporcionar um contato mais
prolongado do ativo com a drea de aplicagdo, assim como os modificadores de viscosidade.

Este estudo tem como maior importancia avaliar a atividade antimicrobiana e a capacidade
de bloqueio de adesdo do biofilme dental relacionada ao extrato de Cybompogon citratus (DC)
Strapf. para o desenvolvimento de diferentes concentracdes de uma forma farmacéutica
desenvolvida e derivada do polimero natural em constituinte da parede resistente de alguns
crusticeos, o verniz a base de quitosana. A ideia € utilizd-lo como alternativa aos produtos ja
existentes no mercando, que contém fldor e clorexidina, fazendo com ajude ao controle do biofilme

dental, surgimento da cdrie e outras doencas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biofilme dental: formacao da carie e outras doencas

Entende-se como cérie dentaria quando ocorre um desequilibrio na relacao fisico-quimica
entre o biofilme cariogénico e o substrato dentdrio, o que resulta em deterioracdo da estrutura do
6rgio (MASKE et al., 2017). E considerada uma doenca multifatorial que tem suas principais
causas relacionadas a interacdo de fatores determinantes como dieta rica em sacarose, formacao e
deposicdo de biofilme dental e higiene bucal imprépria (CARVALHO, 2018). Atualmente, hda uma
especial énfase dada aos aspectos comportamentais da doenga e em especial ao hdbito de consumo
de carboidratos fermentdveis, o principal causador da doenca céarie (SHEIHAN, 2015). Estudos
demonstram que a incidéncia de cdrie tem uma relacdo actcar-dependente, podendo até diminuir
com a redu¢do do seu consumo (MOYNIHAN, 2016).

Entende-se que a primeira etapa de formacgdo da carie € pela colonizagdo inicial de
microrganismos que constituem o biofilme dental (MASKE et al, 2017). Sua formacdo é
dependente de interacdes dos mesmos com o dente e dos microrganismos entre si € pode ser
caracterizada por vérios estdgios arbitrarios: formacdo da pelicula adquirida, adesdo as células
bacterianas simples, crescimento de bactérias aderidas, formando microcolonias distintas,
sucessao, co-agregacao microbiana e comunidade climax, que € o biofilme maduro (FEJERSKOV
& KIDD, 2005). A espécie Streptococcus mutans sao os microrganismos mais relacionados com a
carie dentdria em humanos por possuirem a capacidade de colonizar os dentes, produzirem
glucanos intra e extracelulares, serem altamente acidogénicos e aciduricos e metabolizarem vdrias
glicoproteinas salivares (MALTZ, 1997), sendo responsaveis principalmente pela fase inicial da
lesdo. Ja as espécies de Lactobacillus spp., por nao possuirem capacidade de aderéncia a superficie
dentdria, estdo mais associados a progressao da lesdo cariosa, pois ndo sao membros significantes
da microbiota da placa bacteriana normal na auséncia de cdaries, mas sdo invasoras oportunistas que
levam vantagem em condi¢des de baixo pH estabelecidas por outra bactéria em lesdes profundas
de carie. (VILLAVICENCIO, 2018).

Os microrganismos envolvidos na patogenia seguem seu desenvolvimento e progressao
em sucessOes microbianas autogénicas nas camadas de esmalte, sendo verificada a deteccdo das
principais espécies cariogénicas também em camada de dentina infectada. (TANIKAWA et al.,
2007). Espécies como Streptococcus oralis e Streptococcus salivarius participam da formacao

inicial da placa dentdria, e também contribuem para adequar o ambiente local a coloniza¢do do
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microrganismo principal envolvido na etiologia, Streptococcus mutans, embora por ndo serem
acidogénicos ou acidiricos, ndo atuam diretamente na desmineralizacdo do esmalte dentdrio
(ALVES et al., 2010).

Outros microrganismos podem estar associados a patologia oral e que interferem na
formacdo de biolfilme cariogénico, entre elas a espécie Enterococcus faecalis é potencialmente
capaz de realizar a colonizac@o e proliferacdo nas infec¢des dos canais radiculares, sendo bastante
prevalente em periodontite apical pds-tratamento (PECIULIENE et al., 2000). Quando os
microrganismos supracitados ja estdo instalados as chances de contaminacdo com fungos sdo
maiores, pois com uma estrutura debilitada pode facilitar surgimento de infec¢des, principalmente
nos canais radiculares de dentes endurecidos em que o tratamento falhou. Fungos leveduriformes
como Candida albicans tem sido associada a casos de infecgdes persistentes nestes canais, pois a
mesma pode ser resistente a alguns tratamentos intracanais (SIQUEIRA, 2004). Eles sdo capazes
de produzir altas concentracdes de 4cidos (4cido lactico em maior proporc¢do), polissacaridos
extracelulares e proteinas, e também para diminuir o pH da saliva suplementada com glicose até
um valor de 3,2 por secretar dcidos organicos (BRIGHENTI et al., 2014), contribuindo para a
cariogenicidade de biofilmes orais.

Segundo B. Kouidhi et al. (2010), a carie dentdria € sitio de acdo formando por uma flora
complexa, consistindo principalmente de coldnias de estreptococos, pois o autor ja investigou a
ocorréncia de Staphylococcus aureus por meio da técnica de PCR em eletroforese. H4 inimeros
relatos de ocorréncia desta bactéria da regido oral (MURDOCH, et al., 2004; SMITH, et. al, 2003),
incluindo raiz de lesdes cariosas (ZARENBA, et al. 2006), mas nenhuma caracterizacio detalhada
foi feita, sendo S. aureus nao € o agente etiolégico da formacdo de carie ao contrario de
estreptococos ou lactobacilos, mas sua presenca na placa dentdria é comprovada (DIDILESCU,
2005). Desta forma, hd um interesse constante de identificar quais sdo os microrganismos
principais associados ao biofilme cariogénico, assim como espécies oportunistas que vivem de

forma comensal e se ha alternativas de produtos naturais que possam combater esta associacao.
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2.2 Vernizes odontolégicos

Pode-se dizer que um verniz odontolégico ¢ uma forma farmacéutica capaz de criar uma
camada pelicular que permite a liberacao dos farmacos na estrutura do esmalte dentério. Sua fungao
€ reduzir a populacdo de microrganismos formadores do biofilme dental, por meio de liberacao
lenta, o que contribui para reduzir os efeitos da desmineralizacdo do 6rgdo causada pela carie
(PESSAN, 2008).

Neste conceito, as primeiras formulagdes a surgirem no mercado eram constituidas de
ativos quimicos antimicrobianos, tais como, vernizes de flior que foram desenvolvidos e utilizado
na terapéutica a partir da década de sessenta com o propdsito de diminuir a incidéncia de carie
(CARVALHO, 2010). O flior é um importante constituinte quimico responsdvel pela
remineralizacdo da hidroxiapatita, pois atua como um auxiliar importante na manuten¢do do
equilibrio mineral dos dentes, inibindo a desmineralizacdo, em consequéncia da formacdo de
fluoreto de célcio responsdvel pela reestruturacdo (SCHOLZ, 2016); MARINHO, 2013). Os
vernizes foram originalmente desenvolvidos para prolongar o tempo de contato entre o fldor e o
esmalte dentdrio, pois aderem a superficie dentdria por periodos mais longos (12 horas ou mais)
em uma camada fina e evitam a imediata perda de flior apds a aplicagdo. Sendo assim, essa
aplicagdo permite formar reservatérios de liberacdo lenta de fldor tornando a toxicidade aguda
menos provavel (OGAARD, 1994).

As formulacgdes sao geralmente aplicadas com pequenas escovas, seringas ou pellets de
algoddo, usadas ou nao como profilaxia prévia, em até quatro vezes no periodo de 12 meses. Eles
sdo considerados seguros, apesar da alta concentrag@o de flior (em Duraphat®, por exemplo), pois
a quantidade de verniz usualmente aplicada para tratar uma crianga, por exemplo, é de apenas 0,5
ml em média (MARINHO et al., 2013; PETERSSON et al., 2004), com dose de 3 a 11 mg de
fluoreto, o que reduz os potenciais efeitos adversos.

Posteriormente surgiram outras substincias alternativas, dente elas a clorexidina, pois
descobriu-se que sua atividade bactericida se da através da coagulacdo do citoplasma bacteriano,
com posterior rompimento da membrana celular (VAN RIJKOM, 1996). Esse agente é considerado
o "padrdo-ouro", em comparagdo as demais substancias desenvolvidas, por agir sobre a atividade
metabdlica dos microrganismos e bloqueando a acdo da enzima glicosiltransferase que ¢é
responsavel pela aderéncia das bactérias na superficie dental. Tem uma amplitude de espectro de

acdo maior em consideracdo a outros antimicrobianos, abrangendo bactérias Gram-positivas,
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Gram-negativas e leveduras, além de seu efeito seletivo sobre o Streptococcus mutans (BOWEN,
1999; ROSA, 1993).

Apesar dos dois ativos, flior e clorexidina, terem uma atividade antimicrobiana
conhecida, hd uma dificuldade de alto custo de comercializagdo no Brasil e uma escassez de
produtos alternativos que possa baratear a producdo. Isso torna o seu emprego oneroso na clinica
odontoldgica e, consequentemente reflete no custo do atendimento que muitas vezes impede o
paciente de usufruir dos beneficios deste produto. Sendo assim, o desenvolvimento de um verniz a
base de quitosana contendo um extrato ativo vegetal como capim-limao, com efeito antimicrobiano
comprovado cientificamente (LOU et al., 2017), pode suprir as necessidades de determinado

publico que ndo possa usufruir dos tratamentos ja existentes.

2.3 Propriedades da quitosana

Os polissacarideos naturais t€ém suas caracteristicas que favorecem seu uso em estudos
para buscar novos fins terapéuticos e medicinais, destacando-se a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa toxicidade (ABREU, 2013). Dentre eles, a quitosana, um polissacarideo
obtido através da desacetilacdo da quitina, encontra-se presente no constituinte das paredes
celulares do exoesqueleto de alguns insetos e crusticeos, como lagosta e caranguejo (SINHA,
2004). A quitina e quitosana (Figura 1) s@o copolimeros constituidos por unidades N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina em proporcdes varidveis, sendo que o primeiro tipo dessas unidades
predomina no caso de quitina, enquanto quitosana € composta predominantemente, por

unidades D-glicosamina (SILVA, 2006).

Figura 1. Estrutura molecular parcial da quitina e da quitosana.

.-.[--DH'tD m:\ﬂ--h {DH;—LHWI:* n J'?Z;L?‘ﬂht{
o= o= oH

quitina quitosana

Fonte: Silva, 2006
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O potencial de aplicacdo da quitosana, o principal derivado da quitina, € multidimensional,
passando desde aplicacdes na drea alimenticia como em nutricdo, biotecnologia, ciéncia dos
materiais, drogas e produtos farmacéuticos, agricultura e prote¢do ambiental, e recentemente na
terapia genética também (AZEVEDO et al., 2007). Segundo Oliveira (2004), a quitosana tem sua
atividade antimicrobiana e antifingica, além de suas propriedades biodegraddveis e
biocompativeis. A acdo antimicrobiana deve-se ao fato da estrutura molecular ter predominancia
de cargas positivas, que interage com as cargas negativas da parede celular bacteriana, destréi os
constituintes intracelulares e a permeabilidade de sua membrana. Sua propriedade de aderéncia as
paredes da estrutura oral facilitam a liberacdo dos farmacos servindo como alvo terapéutico

(DECKER et al., 2005).

N

A aderéncia da quitosana estd relacionada tanto aos cristais de hidroxiapatita como

o

fablg

parede celular bacteriana, inibindo a adsor¢do dos microrganismos do grupo Streptococcus spp.
hidroxiapatita, conferindo-lhe acdo bacteriostatica (SHIBASAKI et al, 1995). Além disso, ela tem
uma forte tendéncia de se adsorver a pelicula adquirida, o que impede a coloniza¢do bacteriana na
superficie dentdria e, consequentemente a formagdo do biofilme dental cariogénico (VAN DER
MEI et al, 2007).

Um estudo piloto demonstra que a utilizagdo de quitosana pura, € quitosana associada a
clorexidina tiveram efeitos sensiveis as amostras de saliva (OLIVEIRA, 2004), que que contém a
microbiota oral, e também demonstraram sensibilidade especifica ao S. mutans. Fatores como pH,
concentracdo e tempo foram diretamente proporcionais ao aumento dos parametros testados, desta
forma a associacdo corrobora que os efeitos da quitosana pode potencializar a agdo antimicrobiana

de outros ativos terapéuticos.

2.4 Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

A espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Figura 2), descrito inicialmente como
Andropogon citratus por De Candolle e re-classificado por Otto Stapf, pertence a Poaceae, uma
das maiores familias de plantas que engloba cerca de 500 géneros e aproximadamente 8.000
espécies essencialmente herbaceas, denominadas genericamente de gramineas. O género
Cymbopogon inclue cerca de 30 espécies de gramineas perenes aromaéticas, sendo a maioria destas
nativas da regido tropical do Velho Mundo (GOMES & NEGRELLE, 2015). O nome deste género,

Cymbopogon, deriva de kymbe (barco) e pogon (barba) em referéncia ao arranjo da sua
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inflorescéncia (espiga) (PLANTS, 2008). Segundo Ribeiro & Diniz (2008), € uma erva origindria
da India, mais conhecida como capim-limao na medicina popular, onde é empregada especialmente

como cha.

Figura 2. Exemplar de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Fonte: Ferro, 2008

Em relacdo a sua morfologia as folhas sdo classificadas como longas (até 1,5 m de
comprimento) e lanceoladas, de coloracdo verdepdlida, cortante ao tato quando dilacerada
manualmente. Suas epidermes em sec¢do paradérmica, apresentam cé€lulas de paredes espessas e
ondulosas com formatos alongados, os estdmatos possuem células oclusivas em “halteres” e os
tricomas tectores sdo unicelulares, curtos (50 mm) e curvos, constituindo aspecto de “serra”. Em
seccao transversal do limbo foliar, evidencia-se meséfilo homogéneo lacunoso e bainhas de feixe
esclerenquimdticas. O feixe vascular € do tipo colateral fechado. Dentre as inclusdes celulares,
destacam-se o 6leo essencial nas células parenquimaticas e o amido no parénquima do meséfilo.
As Fibras e células possuem paredes pontuadas (FERRO et al.,1996).

E uma planta aromadtica cultivada para a producdo comercial de 6leo essencial, que
geralmente tem como constituintes principais em suas folhas jovens sustancias do grupo dos
monoterpenos: Citral (65-86%), que ¢ formado por uma mistura de geranial (a-citral) e neral (B-
citral), contendo ainda cintronelal (7-8%). Dentre os compostos quimicos presentes no Oleo
essencial, em especial o citral é o responsavel, ndo s6 pelo odor de limdo caracteristico da planta,

mas também por grande parte das atividades farmacoldgicas de C. citratus, tais como:



17

antiespasmddica, antiasmadtica, antibacteriana e antifingica, além de poder ser ativo contra um
amplo espectro de espécies de microrganismos. (BRITO 2013; BRUM, 2012; PRINS et al., 2008).

Diante disso, Lucena et al. (2015), destaca a importancia de utilizacdo dos componentes
isolados do 6leo essencial para reforcar seu uso com antimicrobianos aminoglicosideos, pois € uma
fonte alternativa de produto natural com a¢do antibacteriana, ja que possui a presenca de compostos
com reconhecida atividade como terpenos, além de indicar a possibilidade do uso desse 6leo
combinado a antibidticos utilizados na clinica frente a linhagens de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Em outro estudo Schuck et al. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana e
antifiingica do 6leo volatil, extratos aquosos e hidroetandlico de Cymbopogon citratus frente a
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos demonstraram que o 6leo volatil apresentou
atividade contra todos os micro-organismos testados.

Almeida et al., (2008) relata em seu estudo a atividade em microrganismos na cavidade
oral principalmente relacionadas a candidose oral, pois apresentou atividade fungistdtica para todas
as espécies de Candida spp. estudadas, sendo esse efeito maior para as cepas de C. albicans e C.
tropicalis. O Oleo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf exibiu atividade fungicida para
todas as espécies de Candida analisadas, com maior efeito sobre C. albicans e C. krusei. E
importante avaliar estes resultados, pois sdo espécies comensais e oportunistas relacionadas a
contaminacdo radicular do dente (SIQUEIRA, 2004).

Embora haja mais estudos relacionados ao 6leo essencial de capim-limdo, abre-se um
leque vago em relacdo ao extrato, pois ha poucos relatos cientificos restringindo a atividade anti-
fungica (ALMEIDA et al. 2008) ou sua atividade antimicrobiana a S. aureus (MENEZES, et al..
2009). Desta forma é necessdria a investigacao de novos veiculos que possam carregar extratos de

C. citratus para um possivel controle do biofilme cariogénico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver verniz de quitosana para utilizacdo no tratamento do biofilme dental e
doengas relacionadas incorporado com extrato de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. com potencial

atividade antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar formulacdes de verniz de quitosana capaz de incorporar extrato ativo de
Cymbopogon citratus.

b) Obter extrato hidrodlcoolico e andlise fitoquimica de Cymbopogon citraus (DC) Stapf.
para identificar os grupos metabdlicos com potencial antimicrobiano.

¢) Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de verniz de quitosana contendo
Cymbopogon citratus, em uma Unica concentracdo, sobre microrganismos da microbiota oral e
oportunistas;

d) Analisar a capacidade do verniz experimental de bloquear a adesdo bacteriana in vitro

a discos com estrutura de hidroxiapatita.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao do extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Primeiramente as folhas de Cymbopogon citratus foram colhidas no Horto Medicinal
“Berta Lange de Morretes” no Herbario “Atico Seabra” da Universidade Federal do Maranhdo-
UFMA (Brasil) (S: 233°14” ¢ W: 44°18°21”) e enviadas ao respectivo Herbdrio, para identifica-
las e cataloga-las sob exsicata de nimero 00537.

O extrato hidroalcodlico foi obtido, segundo a metodologia proposta por Matos (2009), a
partir das folhas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf apds secagem natural durante 72 horas e
trituracdo em pulverizador. Submeteu-se o pd ao processo de extracdo por esgotamento pelo
método de maceragdo a frio utilizando solvente hidroetandlico 70% na propor¢do droga/solvente
de 1:3, por cinco dias, com renovacao de solvente a cada 24 horas. O extrato obtido foi concentrado
em rota-evaporador (Modelo Ika-Werk), a uma temperatura constante de 45° C com 60 rpm de
rotacdo. Depois de concentrado, foi congelado e liofilizado para facilitar a incorporagao e diluicao

no produto. As etapas de obten¢ao do extrato hidroalcodlico estdo esquematizadas na figura 3.

Figura 3. Etapas e operacdes para obtencdo do extrato.

Secagem Trituracdo e

Maceragdo a |:> Filtragdo
frio

natural pulverizagio

Concentracio

Liofilizacdo <:| Congelamento <:| por rota-

evaporador

Fonte: Matos (2009)
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4.2 Estudo fitoquimico qualitativo do extrato

O extrato vegetal hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf foi submetido a
testes fitoquimicos qualitativos e semi-quantitativos, em triplicata, com finalidade de detectar a
presenca de classes de metabdlitos secunddrios segundo a metodologia de Matos (2009). Os
resultados para os metabdlitos encontrados sdo classificados em: Negativo (-), Positivo (+),

moderadamente positivo (++) e fortemente positivo (+++).

4.3 Producao do verniz de quitosana

A idealizacdo da formulacdo baseou-se na adaptacao, segundo Oliveira (2010) e De Luca
(2011), que consiste na adi¢do de um solvente quimico organico ou inorganico, ou uma mistura
deles, que seja volatil e evapore rapidamente, deixando os ativos sobre o esmalte dos dentes. Com
1Ss0, pesou-se 0os componentes para a formulagdo alterando, gradativamente, as concentracdes do
polimero natural. Diluiu-se a quitosana ji extraida em pedido de uma farmécia de manipulacdo
(variando de 1% a 10%), em 4cido organico fraco (dcido acético), variando as concentracdes de
0,5% a 2% e agua destilada estéril, formando uma solucao etandlica acida.

Adicionaram-se plastificantes quimicos, entre eles a glicerina (concentragoes de 1% a
3%). As formulacdes foram agitadas por 24 h, em agitador magnético, para homogeneizacao.
Depois de 24h de agitacao filtrou-se os componentes insoliveis do produto por meio de papel filtro
e gaze em funil e béquer. Esperou-se estabilidade da férmula em até 24 horas para a deposi¢do de
sedimentos e verificar se ha formacdo de bolhas. Utilizou-se o extrato hidroalcodlico de
Cymbopogon citratus esterilizado em filtro de 22 ym de membrana PES (Polietersulfona). A partir
disto, dilui-se o extrato em uma aliquota do produto, de acordo com o cdlculo da concentracao
desejada, e posteriormente adicionados ao volume inteiro. A obtencdo do verniz estd
esquematizada na figura 4.

Depois de filtradas e incorporadas com extrato as amostras foram gotejadas e/ou
pinceladas em placas de petri ou laminas de vidro e esperou-se secar em temperatura ambiente,
assim como secagem em estufa de circulagcdo de ar em 37°C para a secagem. Os materiais viscosos

resultantes foram secos em placa de Petri e 1aminas de vidro.
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Figura 4. Etapas e operacdes para produgdo do verniz.

Polimerizacao Agitagdo por

Suiimien 24 horas Filtragdo |:> Decantagio

Secagem em

temperatura <:| Incorporacio
ambiente e do extrato

estufa

Fonte: Oliveira (2010); De Luca (2011); Autor (2019)

4.4 Avaliacao antimicrobiana de extrato de Cymbopogon citratus e verniz de quitosana

Para os testes de sensibilidade antimicrobiana foi utilizado o método de microdiluicao em
caldo Mueller-Hinton para descobrir o titulo responsdvel pela CIM (Concentracdo inibitdria
minima) capaz de impedir o crescimento da carga microbiana das seguintes espécies: Streptococcus
mutans ATCC 700610, Candida albicanas ATCC 14053, Candida Albicans IC, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Enterococcus 1C, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus
aureus IC. As dilui¢des foram feitas em triplicata separando os microrganismos de teste de acordo
com a avaliacdo da atividade do extrato hidroalcéolico de Cymbopogon citratus e o verniz
incorporado com extrato.

Por meio de uma concentracdo inicial da solu¢do-mae, no caso o produto finalizado com
o extrato incorporado, realizou-se sucessivas diluicdes nas placas de 96 pogos em formato de “U”
e descobriu-se qual concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano e flngico. A
concentracgdo inicial da solu¢cdo-mae hidroalcodlica do extrato foi de 50 mg/mL e a concentracio
de extrato no verniz de quitosana foi de 100 mg/mL. A partir dai diluiu-se o in6culo ajustado em
solucdo salina até 15 minutos apds sua preparacdo, de maneira que, apds a inoculagdo, cada tubo
de ensaio ou poco continha aproximadamente 5 x 10° UFC/mL de cada microrganismo testado ou
até a turbidez de 0,5 em uma solug¢do padrao da escala McFarland (CLSI, 2009).

Revelou-se com 20 uL. de Resazurina 0,01% para identificar o valor do titulo da CIM. Em
seguida foram feitas semeaduras para CBM (Concentragdo bactericida minima) tanto para bactérias

e CFM (Concentragao fungicida minima) para leveduras. O tempo de revelagcdo para bactérias foi
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de 3 a 4 horas e para leveduras 4 a 6 horas. Como validac¢do dos resultados utilizou-se os controles
positivo com Clorexidina 0,12% para bactérias e fungos e controle negativo verniz base sem extrato
e dlcool 50%. Para controle crescimento diluiu-se o inéculo ao meio de cultura. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

4.5 Controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico

Os testes de qualidade foram baseados segundo Ferreira (2009) que determina os
parametros de qualidade para vernizes e RDC n° 67, de 8 de outubro de 2007 (ANVISA, 2007) que
determina o controle de qualidade de matérias-primas de produtos magistrais. Os testes de
qualidade foram avaliados os seguintes parametros: Peso/Volume, pH (aplicdvel devido a
formulacdo conter 4gua), densidade, cor, transparéncia (limpidez), propriedades reoldgicas
(fluidez) e observacdes fisicas (alteragdo de cor, presenca de materiais estranhos, formacgado de gas
e crescimento de bolor).

Foram realizados testes de controle de qualidade microbiol6gico nos produtos para saber
se o extrato e o produto finalizado estivam contaminados e também para garantir a estabilidade da
carga microbiana do produto com a necessidade de adi¢do de conservantes. Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Microbiologia Clinica do curso de Farmécia, da Universidade Federal
do Maranhdo. As técnicas utilizadas foram dos tubos multiplos, plaqueamento em profundidade
(Pour Plate) e de superficie (Spread Plate).

Para avaliagdo de presencga ou auséncia de coliformes totais, termotolerantes e mesoéfilos
totais, foram diluidas 1mL em 9 ml de solucdo de cloreto de s6dio 9% (solucdo salina), sendo uma
propor¢ao de 1:10. Em seguida, pipetou-se aliquotas de 1 ml das respectivas diluicdes da amostra
para uma série de 3 tubos de ensaio contendo 9ml do caldo verde brilhante estéril, Caldo Lauryl
sulfato e caldo EC. Em seguida, foi feita a repeti¢cdo deste processo por duas vezes com a mesma
propor¢do para formar amostras em triplicata. Para andlise dos resultados de coliformes fecais e
coliformes totais, dentro de um periodo de 24 a 48 h de incubagao a temperatura de 35°C a 37°C,
para os caldos Lauryl e Verde brilhante e 44,5°C para o caldo EC. O mesmo foi feito para diluir o
extrato. Transcorrido o tempo, observou-se se houve turvacdo e producdo de gis nos tubos de
Durham (APHA, 2005).

Conforme a metodologia expressa na Farmacopeia Brasileira 5°Ed. (2010), foi vertido

sobre trés placas de Petri estéreis uma aliquota de 1 ml da amostra do produto com auxilio de uma



23

pipeta estéril. Em seguida foram vertidos sobre a amostra aproximadamente Agar padrio de
contagem, liquefeito e j4 esterilizado, sobre cada placa, seguido de homogeneizacdo. Em outras
trés placas estéreis verteu-se Agar Sabouraud-dextrose para a contagem de fungos e bolores.
Pipetou-se 100 pL do verniz na placa j4 solidificada e semeou-se com a al¢a de Drigalsky. Todas
as placas foram identificadas e incubadas em estufa durante 4 dias de inoculacio a 30-37 °C, para
bactérias e 7 dias a 20- 25°C para fungos e depois decorrido o tempo analisar a turvagdo dos caldos

e crescimento de coldnias nas placas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.6 Teste de bloqueio de adesao bacteriana em discos de hidroxiapatita

Em uma placa de cultura contendo 24 pocos transferiu-se uma aliquota de 1mL de Caldo
Mueller Hinton enriquecido com 1% de glicose e 100uL cada suspensdo microbiana de
Streptococcus mutans padronizada na escala 0,5 na escala Mac Farland para cada orificio contendo
um disco de hidroxiapatita impregnado com o verniz de quitosana incorporado com o extrato das
folhas de Cymbopogon citratus na concentracao de 1,5625 mg/mL, um valor abaixo da menor
concentragdo inibitéria minima (CIM) de todos os extratos, assim como foram impregnados apenas
a base do verniz em cada disco e incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37°C. Esta placa foi levada a
estufa em uma jarra bacterioldgica a 37°C e mantida por 8 horas (fase de adesdo) (CHANDRA,
2001).

Para a andlise quantitativa, os discos forram transferidos para tubos contendo 1 mL de
PBS com glicose e submetidos a banho ultrassom usando trés pulsos de 15 segundos a uma poténcia
de 6 W, com intervalo de 15 segundos. Feito isso, mensurou-se a quantidade de microrganismos
aderidos aos discos por meio do ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium],
transferindo 1ml da suspensdo homogeneizada para uma placa de 24 pocos para o ensaio (REGO
et al, 2016). Foram adicionados 20uL de solugdo MTT (5mg/ml) em cada pogo. Incubou-se a placa
no escuro por mais 3h a 37 °C em jarra bacterioldgica, o conteido da placa foi descartado e
procedeu-se a aplicagdo de 150 pl. de DMSO por 15 min. Transferiu-se para uma placa de 96
pocos para a leitura em espectrofotometro Elisa a 540 nanometros (FREIMOSER, 1999). Os dados
foram analisados pelo teste T no programa Prism Graphpad 5 com um valor de P a 5% de confianca
para diferencas estatisticamente significativas. Denominou-se controle de adesdo o crescimento

bacteriano nos discos de hidroxiapatita imersos no meio de cultura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo fitoquimico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

O extrato hidroalcoolico de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. foi obtido apds processo de
maceragio e rotoevaporagao, e sua concentragdo através do peso seco da aliquota de 1mL com
concentracdo final de 153 mg/mL.

A prospeccdo quimica de extratos ativos naturais tem por importancia imediata o
esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos
fotossintetizantes (MATOS, 1997). A anélise fitoquimica do extrato hidroalcodlico de C. citratus
(DC) Stapf identificou a presenca de metabodlitos como fendis e saponinas classificados como
fortemente positivo, taninos condensados, flavonas e cumarinas classificados como
moderadamente positivo, assim como catequinas e alcaloides como positivos. Os valores estdo

conforme mostrados na Tabela 1:

Tabela 1. Andlise fitoquimica do extrato hidroalcodlico de C. citratus (DC) Stapf.

Metabdlitos secundarios Classificacao Classificacao
Fenois (+++) Fortemente positivo
Saponinas (+++) Fortemente positivo
Taninos condensados (++) Moderadamente positivo
Flavonas (++) Moderadamente positivo
Cumarinas (++) Moderadamente positivos
Catequinas (+) Positivo
Alcaléides (+) Positivo

Fonte: Autor (2019).

Os compostos fendlicos s@o os principais metabolitos secundarios encontrados no extrato
hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (DC) Sapf. e tiveram valores significantes na anélise. Para
Souza et al. (2007), os grupos de compostos fendlicos das plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, dcidos fendlicos (derivados do dcido benzdico e cinamico),

cumarinas, flavonéides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisdveis, lignanas e ligninas. Esses
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compostos possuem um anel aromético com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais pois, suas caracteristicas quimicas sdo eficazes pela atividade antimicrobiana
descritas por Castro (2007), relacionado a sazonalidade e quantidade de bioativos fendlicos e
flavonoides pela quantidade produzida nos vegetais. Dentre os grupos encontrados que se
enquadram como fendis, com uma quantidade moderada, destacam-se, os taninos, mais
especificamente os taninos condensados. Esses metabdlitos apresentam propriedade
antimicrobiana, antifingica, anti-helmintica, além de vdrias outras propriedades fisiolégicas no
organismo humano (FREITAS et al., 2018; FARIA et al., 2015).

Os valores expostos neste trabalho corroboram com os presentes nos estudos de Souza et
al. (2015) os quais detectaram quatro classes de flavonoides: Antraquinonas, Flavondis, Flavonas
e Xantonas. Identificou-se a presenca fortemente de saponinas, principalmente pela formacdo de
espuma abundante e persistente, o que reforca o potencial farmacoldgico da planta em estudo, pois
substancias dessa classe, possuem  propriedades anti-inflamatorias, larvicidas,
hipocolesterolemiantes, expectorantes, ventrépicas e cicatrizantes (PELAH, 2002). Destes
resultados tem-se a perspectiva de identificar quais grupos de compostos naturais tem sua
efetividade na atividade antimicrobiana e posteriormente realizar o isolamento dos compostos

ativos dos compostos quimicos ativos.

5.2 Producio do verniz de quitosana

Seguiu-se o desenvolvimento de varias tentativas para chegar em uma formulagdo de
verniz adequada para incorporacdo do extrato de Cymbopogon citratus. As formulagdes-testes
variaram de acordo com a concentracdo e o tipo de componente presente em cada férmula, como
auséncia ou presenca de glicerina e dlcool etilico. Os vernizes foram identificados de A a H pela
quantidade de formulas testadas. Apenas dois vernizes tiveram resultados promissores com alguma
viscosidade e maior chance de secagem na estufa ou em temperatura ambiente sem sedimentacao,
tais como vernizes F e G. Ja os vernizes A, D e E apresentaram aspecto ressecado e quebradico
com possibilidades invidveis de continuacdo da avaliacdo cientifica.

Os vernizes de formulagdo elaborados com a metodologia De Luca (2011) tiveram menor
tempo de secagem sem precisar de estufa com circulacdo de ar ou temperaturas elevadas, pois os

testes foram postos em laminas de vidro em temperatura ambiente com formacgado de pelicula entre
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3 a 4 horas de secagem. Vale ressaltar que todos os testes foram realizados primeiramente sem
extrato e em posterior momento incorporou-se o extrato hidroalcodlico filtrado.

O verniz H foi descartado devido a impossibilidade de filtrar maiores quantidades de
sedimentos insoldveis. Os vernizes A, D e E apresentaram maior sedimentacdo depois de agitado.
Seguiram-se os testes de caracterizacdo de secagem, pH e condutividade elétrica para o melhor
verniz que teve menor deposicdo de sedimentos no fundo do pote apds a agitacdo por 24 horas e
que demonstrou ter maior estabilidade. A melhor resposta de verniz base de quitosana para os testes
foi a formulagdo G resultando no produto de figura 5 e representada com seu estudo critico

farmacotécnico no quadro 1.

Fi&}lra 5. Verniz a base de quitosana G.
¥ ; - =

Fonte: Autor (2019).

Quadro 1. Componentes da formulacao G de verniz de quitosana.

COMPONENTES ESTUDO CRITICO
Extrato seco de Cymbopogon citratus Ativo vegetal
Quitosana (QTS) Geleificante
Alcool P.A. Solvente volatil
Glicerina Modulador de viscosidade
Acido acético Polimerizador quimico
Agua destilada q.s.p Veiculo

Fonte: Ferreira (2009); De Luca (2011); Autor (2019)

Desta forma, com os resultados obtidos, pode-se inferir que a solubilidade da quitosana

depende do nivel de acetilagdo da quitina e de seu peso molecular, aumentando de acordo com sua
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densidade. Segundo Abreu (2013), a solubilidade da quitosana foi estimada de 0,5g polimero em
solucdo 2% de 4cido acético, podendo ajustar as concentragdes para melhores resultados. Portanto,
o valor da concentracdo da quitosana enquadrou-se em relacdo aos niveis de solubilidade e
adequado de acordo com as necessidades de acréscimo na formulagdo, no caso de 1% a 10 % no
verniz.

A quitosana é um material ideal para a liberacdao prolongada de farmacos por ser
biocompativel e biodegradavel, além de ser um polimero de carga positiva que se combina a parede
celular das bactérias, conferindo a¢do bactericida e bacteriostdtica a esse material (UYSAL et al.,
2011). A capacidade de formar uma pelicula e de ser mucoaderente, aliadas as propriedades citadas,
torna a quitosana a base ideal para liberacdo de farmacos e extratos vegetais de forma lenta, no
caso deste trabalho, o extrato de Cymbopogon citratus pois o polimero liga-se as mucosas devido

a interacdo eletrostatica entre as cargas positivas e as cargas negativas das superficies da pelicula

adquirida (NETO, 2014).

5.3 Avaliacao de atividade antimicrobiana in vitro de extrato e verniz

Pirimeiramente obtiveram-se resultados para a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico de C. citratus e posteriormente resultados da atividade antimicrobiana do verniz
dental com o extrato de C. citratus ja incorporado. As diluicdes do extrato hidroalcodlico de
Cymbopogon citratus tiveram suas diferencas de concentracdo subtraida de acordo com a CBM de
cada microorganismo para as dilui¢des do alcool 70%. Apenas Candida albicanas ATCC 14053,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Staphylococcus aureus IC tiveram CBM igual a base do
extrato na concentracdo de 25 mg/mL. A CBM para Streptoccocus mutans € a mesma para a
concentracdo inibitéria minima, pois as semeaduras em placas de 4gar-sangue apds 24 horas
indicaram crescimento negativo para colonias nos titulos 1: 16 ou 0,625% do extrato
hidroalcdolico. O extrato hidroalcéolico foi testado em cada microrganismo obtendo-se os

seguintes resultados na tabela 2:

Tabela 2. Atividade antimicrobiana de extratos hidroalcéolicos de C. citratus na

concentracdo inicial antes do primeiro po¢o de 50 mg/mL.

Microrganismo CIM CBM/CFM

Streptococcus mutans ATCC 700610 3,125 mg/mL 3,125mg/mL

Continua
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Conclusdo
Candida albicanas ATCC 14053 6, 25 mg/mL 25 mg/mL
Candida Albicans 1C 3,125 mg/mL 6,25 mg/mL
Enterococcus faecalis ATCC 29212 3,125 mg/mL 25 mg/mL
Enterococcus 1C 15087185 3,125 mg/mL Ausente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25 mg/mL Ausente
Staphylococcus aureus 1C 3,125 mg/mL 25 mg/mL

Fonte: Autor (2019)

Legenda: CIM — Concentragdo inibitéria minima; CBM — Concentragdo bactericida minima; CFM —
Concentracdo fungicida minima; ATCC — American Type Culture Collection; IC — Isolado clinico;

Ap6s descobrir os valores da CIM e CBM para os extratos realizou-se a microdiluicao
para a atividade antimicrobiana do verniz incorporados com extrato. Os valores da Concentragcao

Inibitéria Minima (CIM) do produto testados sobre as cepas estdo representados na tabela 3.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de verniz incorporado com extrato de C. citratus com

concentracdo antes do primeiro poco de 100mg/mL.

Microrganismo CIM CBM/CFM
Streptococcus mutans ATCC 700610 3,125 mg/mL 3,125mg/mL
Candida albicanas ATCC 14053 3,125 mg/mL 6,25 mg/mL
Candida Albicans 1C 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL
Enterococcus faecalis ATCC 29212 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL
Enterococcus 1C 15087185 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25 mg/mL 25mg/mL
Staphylococcus aureus 1C 6,25 mg/mL 25mg/mL

Fonte: Autor (2019)

Legenda: CIM — Concentragdo inibitéria minima; CBM — Concentragdo bactericida minima; CFM —
Concentracdo fungicida minima; ATCC — American Type Culture Collection; IC — Isolado clinico;

A CBM para Streptoccocus mutans € a mesma para a concentracao inibitéria minima, pois
as semeaduras em placas de 4gar-sangue apdés 24 horas indicaram crescimento negativo para
coldnias nos titulos 1: 32 ou 0,3125 % do extrato no produto.

Os resultados para as diluigdes do extrato hidroalcodlico e do verniz com o extrato

demonstraram que tem maior eficicia sobre Streptococcus mutans em relagdo aos outros
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microrganismos testados, ja Candida albicans e Enterococcus faecalis mostraram-se ter atividades
semelhantes em relacdo a menor concentragdo inibitéria minima. Em relagdo ao extrato
hidroalcéolico apenas Staphylococcus aureus mostrou-se menos efetiva devido maior
concentracao da CIM.

Com os valores obtidos pela microdilui¢do, infere-se que é variada a quantidade de
propriedades terapéuticas, entre elas a atividade antimicrobiana, pois o impacto de produtos
naturais sobre doencas infecciosas humanas tem merecido muito interesse nas ultimas décadas
(LEITAO et al., 2004; TAKARADA et al., 2004). Produtos naturais de algumas plantas, fungos,
bactérias e outros organismos continuam a ser usados em preparacdes farmacéuticas, e em
cOomposto puro ou extratos (ARAUJ O & LEON, 2001). Portanto, ha uma necessidade de avaliar se
ha alguma atividade antimicrobiana relacionada aos microrganismos encontrados na cavidade
bucal capazes de serem inibidos pelo extrato de capim-limdo e que possam impedir o comensalismo
relacionado aos microrganismos oportunistas em associacdo com S. mutans (MURDOCH, et al.,
2004; SMITH, et. al, 2003.; SIQUEIRA, 2004).

Em relagdo a necessidade de estudar a atividade antimicrobiana do extrato para C.
albicans estd no fato da presenga do microrganismo ter a capacidade de potencializar a formagao
da cérie, pois o crescimento e adesdo da levedura podem ser aumentados pela alta concentragdo de
glicose na saliva e pode servir como nutrientes para os organismos da Candida spp. (ARSLAN et
al., 2016). Segundo Anibal (2007), os extratos de plantas mostram-se promissores com as espécies
de Candida sp. testadas, pois os dados indicam a necessidade da ampliagdo do conhecimento sobre
as espécies de plantas com potencial antimicrobiano, além de se testar extratos mais purificados e
com propriedades farmacoldgicas ativas contra organismos microbianos.

Ainda ha poucas evidéncias comprovadas de que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus
sozinho possa combater ou reduzir o biofilme caridgenico, pois Almeida et al. (2013) destacam
que na contagem de unidades formadoras de colOnias de S. mutans, quando organizados em
biofilme misturado com S. aureus e C. albicans, nao houve diferenca estatistica entre o grupo
tratado com 6leo de C. citratus e grupos controle. Sendo assim, é importante estudar outras formas
de apresentacdo do C. citratus, tais como o extrato hidroalcodlico, pois o efeito microbicida de um
antibidtico no biofilme ocorre apenas nos microorganismos posicionados na camada mais externa
do biofilme, deixando os sauddveis que estdo presentes no camada interna. Esses dados sugerem

que a formacao de um biofilme composto por S. mutans, S. aureus e C. albicans, o microrganismo
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S. mutans pode ocupar a posi¢cdo do biofilme mais interno e assim tornar-se mais resistente ao 6leo
essencial de C. citratus (DUNNE, 2003).

O verniz de quitosana sem extrato incorporado, utilizado com controle negativo, nao
resultou em atividade antimicrobiana em nenhuma das dilui¢cdes contra os microrganismos testados
neste trabalho o que corrobora com resultados ja existentes para verniz de quitosana elaborado por
De Luca (2011). Porém contraria resultados promissores da atividade antimicrobiana, em que a
maioria dos trabalhos in vitro pesquisados na literatura, afirmam que a quitosana e seus derivados
apresentam acdo antimicrobiana sobre estreptococos orais (IKINCI et al., 2002; DECKER et al.,
2005).

5.4 Controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico
5.4.1 Tempo de secagem

Os vernizes A, D e E apresentaram maior quantidade de sedimentacio nas placas de petri
e foram descatardos para testes de caracterizacdo. Os vernizes B e C ndo apresentaram sedimentos,
porém ndo teve tempo de secagem satisfatoria mesmo em estufa de circulagdo de ar ou temperatura
ambiente, tornando-se liquefeitos, instdveis e com mais higroscOpico, rovavelmente em
decorréncia de plastificante na féormula. A formula¢do G (Figura 6) sem incorporagdo do extrato
leva até 30 minutos para secar em temperatura ambiente e 15 minutos em estufa a 37° C. Apds a
incorporagdo do extrato o tempo reduziu consideravelmente entre 10 a 15 min tanto em temperatura

ambiente com na estufa.

Figura 6. Verniz G base e incorporado com extrato seco de Cymbopogon citratus.

Fonte: Autor (2019)
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Em ordem crescente de utilizacdo de quantidade de polimero natural e do verniz
incorporado com extrato (Quadro 2), observou-se que o tempo de secagem é favorecido pelas
caracteristicas proprias do extrato, assim como as reduzidas concentracdes de glicerina ou
reduzidas quantidades de dgua. As caracteristicas sensoriais como cor e odor se assemelharam ao

extrato vegetal.

Quadro 2. Relacdo de concentracdo de quitosana e tempo de secagem de verniz de

incorporado com extrato vegetal.

Verniz Verniz Verniz Verniz Verniz Verniz Verniz G
(base) (base) B (base) C (base) D (base) E (base) F
A
Concentragdo 1% 2% 2% 2% 2,5% 2% 5%
de QTS*
Tempo de 24h em 24h em 2-3h em 2-3h em 2-3hem 30mmem 10 min em
secagem estufa estufa estufa de estufa de  circulagio ambiente e ambiente e
circulagio  circulagdo  deestufa 10 min em 10 min em
de ar de ar com ar estufa estufa

Metodologia ~ Adapta  Adaptagdo  Adaptagio  Adaptagio Adaptagio Adaptagio  Adaptagio

¢do Ferreira Ferreira Ferreira Ferreira de de
Ferreira (2009) (2009) (2009) (2009) DeLucca DeLucca
(2009) (2011) (2011)

Fonte: Autor (2019)

Diversas amostras de vernizes testadas ndo tiveram estabilidade suficiente para prosseguir
com os testes, pois em um medicamento, significa a capacidade de manter as propriedades fisicas,
quimicas, terapéuticas e microbioldgicas originais durante o tempo de estocagem e uso pelo
paciente. Este tempo, no qual se assegura sua integridade, representa o periodo de validade
(PRISTA, 2008). A inten¢do é que que o tempo de aplicacdo seja entre um a quatro minutos,
dependendo do nimero de dentes (CARVALHO, et al. 2010). Adequou-se o produto até atingir
estabilidade suficiente para formar pelicula em tempo habil. Entre elas a melhor férmula encontrou-
se com o verniz G.

Todas as férmulas testadas tiveram entre seus componentes a glicerina como modulador
de viscosidade, porém o tempo de secagem foi prejudicado pela grande quantidade nas primeiras
formulagdes, pois a mesma pode ter funcdo farmacotécnica de umectante retendo mais moléculas

de 4gua para a formulacao (MILAN, 2007).
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5.4.2 Resultados para qualidade fisico-quimica do verniz
Por meio de medidor de pH (pHmetro), picndmetro e viscosimetro e visualizaencontrou-

se os seguintes valores tabelados:

Tabela 4.Caracteristicas fisico-quimicas de verniz na ausé€ncia e na presenga do extrato.

VERNIZ BASE VERNIZ INCORPORADO
PH 5,2+£0,5 5,18 +0,5
CONDUTIVIDADE 122 mV 123 mV
DENSIDADE 1,026 mg/mL 0,902 mg/mL
VISCOSIDADE 250,8 mPa/s 255,3 mPa/s

Legenda: mV — milivolts; mg — miligrama; nL — mililitros; mPa/s — milipascal por segundo.
Fonte: Autor (2019)

A relacdo da presenca de um umectante com o tempo de secagem podem estar envolvidas,
mesmo que intuitivamente, pois ainda nao se dispde de estudos evidentes que atestem a relacao
deste constituinte com a estabilidade de parametros reoldgicos, tal como da viscosidade aparente,
que permite a propriedade de espalhamento sobre as superficies (SILVA et al. 2013).

Os testes de secagem, pH, condutividade elétrica e densidade garantem diminuir os fatores
intrinsecos relacionados ao processo de manipulacdo do medicamento, tais como procedimentos,
métodos, técnicas, equipamentos, principios ativos e inativos (excipiente, conservantes, corantes e
aromatizantes), tamanho das particulas, alteracdo nos aspectos fisicos (precipitagcdo, presenca de
gases, uniformidade da dose, recipientes e grau de impurezas), incompatibilidades, entre outros

(ANVISA, 2010).

5.4.3 Resultados para controle de qualidade microbiolégico

Para este tipo de teste foi utilizado a formulagdo com maior viabilidade de secagem e
incorporagdo do extrato como o a formulacdo G. Nao foi observada a presenca de coliformes totais
em todas as amostras, e a partir deste resultado ndo foi observado a presenca de coliformes
termotolerantes que poderiam ser inoculados no caldo EC. Das amostras analisadas ndo foram
encontrados contaminagdo microbiana, sendo que na técnica de tubos multiplos nao foi encontrada

a presenga de coliformes e ndo se encontrou coliformes termotolerantes.
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Pela técnica de semeamento em profundidade (Pour Plate) utilizando PCA e de superficie
(Spread Plate) utilizando o meio Sabouraud-dextrose ndo houve crescimento de nenhum
microrganismo (Quadro 3). A técnica geral de indica¢do de microrganismos pode ser utilizada
tanto para bactérias heterotréficas como para a contagem de outros grupos, géneros ou espécies de
microrganismos. Essa versatilidade € decorrente do método de que cada célula microbiana presente
em uma amostra, quando fixada em um meio de cultura sélido adequado, ird formar uma coldnia

visivel e isolada (CETESB, 1998).

Quadro 3. Avaliacdo da qualidade microbiolégica de formulagdo para verniz G.

ALIQUOTA COLIFORMES COLIFORMES POUR SPREAD PLATE
TERMOTOLERANTES TOTAIS PLATE
ALIQUOTA 1 Ausente Ausente Ausente Ausente
ALIQUOTA 2 Ausente Ausente Ausente Ausente
ALIQUOTA 3 Ausente Ausente Ausente Ausente

Fonte: Autor (2019)

Desta forma, o controle de qualidade microbioldgica garante tanto a esterilidade para o
teste de sensibilidade antimicrobiana quanto a resisténcia ao crescimento de microrganismos se
manterem dentro dos limites especificados, pois a contamina¢do microbiana pode levar ao
comprometimento do desempenho do produto devido a quebra da estabilidade da formulacao,
alteracdo das caracteristicas fisicas e aparéncia e levar a inativacdo dos principios ativos e
excipientes da formulacdo (YAMAMOTO, 2000). Os padrdes de qualidade microbiolégicos sao
estabelecidos em legislacdes da ANVISA, onde estdo descritos os limites maximos permitidos e
quais os microrganismos patogénicos que nao podem estar presentes (BRASIL, 2014). A auséncia
de auséncia de coliformes, termotolerantes, Lactobacillus spp. fermentadores e colonias de fungos

garantem a qualidade do produto finalizado.

5.5 Teste de bloqueio de adesao bacteriana em discos de hidroxiapatita
A elaboracdo do produto € necessaria para impedir a capacidade de formag¢ao do biofilme,
e consequentemente, relacionadas pelos seus fatores de viruléncia, dentre eles, a tolerancia ao meio

acido favorecida pela atividade de deslocamento de prétons pela ATPase (QUIVEY et al., 2000) e



34

os mecanismos de adesdo da bactéria a superficie dental. Um importante fator de adesdo deste
microrganismo € a sintese de glucanos soldveis e insoldveis, por meio das enzimas
glucosiltransferases - GTFs (MARSH, 2005).

Os glucanos, principalmente os insoldveis em dgua, t€ém sido considerados os principais
fatores de aderéncia e acumulo de estreptococos cariogénicos sobre a superficie dental
(SCHILLING, 1992). Com isso, tem sido demonstrado que estes glucanos aumentam a porosidade
(BOWEN, 2002) bem como causam mudancas na composi¢do inorganica da matriz da placa
(CURY et al., 2000), tornando-a ainda mais cariogénica. Além dos mecanismos supracitados, hd
outros mecanismos que merecem uma investigacdo cientifica mais aprofundada, pois também
podem promover a colonizac¢io destes microrganismos por meio da formacdo de sitios de ligacdao
para a bactéria, pela sintese de proteinas relacionadas a adesao (SHEMESH et al., 2007).

Para verificar se a efetividade do verniz experimental ocorre na fase de aderéncia do
microrganismo realizou-se os testes de adesdo bacteriana. Os dados estdo expressos em média +
desvio padrio do percentual de adesdo em quatro individuos de discos de hidroxiapatita em

triplicata representados pela figura 7.

. Figura 7. Bloqueio de adesdo bacteriana de S. mutans UA 159700610 em corpos de

prova de hidroxiapatita na presenga do verniz incorporado com extrato e do verniz base.
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Fonte: Autor (2019)
Legenda: CA (Controle de adesdo): Suspensdo de microrganismo com bhi + discos de hidroxiapatita; *

Nivel de confianga estatistico p — valor < 0,05.
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H4 um nivel de confiangca estatistico de 95%, rejeitando-se a hipdtese nula dos
microrganismos ndo terem aderido ao disco de hidroxiapatita. Diante desses resultados, infere-se
que o verniz-base e o verniz incorporado com o extrato t€m capacidades semelhantes de impedir a
adesdo da bactéria a superficie do esmalte dentdrio, pois estatisticamente, as porcentagens de
adesdo encontraram-se em valores aproximados de 40% em relacdo ao controle de adesdo. Desta
forma, ha chances de tanto o extrato quanto o produto, sem efeito adicional, interferirem na adesao
do microrganismo a superficie do esmalte dentdrio o que corrobora com os resultados para imersao

em Olep essencial presentes no estudo de Régo et al. (2016).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram que foi possivel elaborar o verniz dental de quitosana com
tempo de secagem variando entre 10 a 20 minutos e incorporar com extrato seco de capim-limao
com concentra¢do de 100 mg/mL, porém o tempo de secagem ainda nao chegou ao tempo esperado
de quatro minutos.

Durante o desenvolvimento do verniz odontoldgico notou-se que a incorporacdo dos
extratos influencia na formacao da pelicula sobre a lamina de vidro, uma vez que o mesmo adquiriu
as caracteristicas do extrato em relagcdo a cor e odor.

O teste de adesdo deve ser feito para outros tipos de microrganismos comensais que junto
com Streptoccocu mutans formam o biofilme dental e possa impedir a formacdo do mesmo.

As formulagOes foram elaboradas para suprirem as necessidades de produtos baratos e
alternativos que podem substituir os ja existentes no mercado, assim como contribuir para o
desenvolvimento tecnoldgico nacional e internacional.

Estes incorporados com os extratos presentes na flora brasileira, no caso o capim-limao,
apresentaram atividade antimicrobiana satisfatdria, pois encontrou-se titulos de concentragcdoes
apresentando atividades considerdveis contra Streptococcus mutans, Candida albicanas,
Enterococcus faecalis, e Staphylococcus aureus se revelando um veiculo aplicidvel. Em
contrapartida, a sua utilizacdo depende da adequacdo da producdo com estudos da estabilidade ao
armazenamento da formulacdo, testes de liberagdo controlada do extrato, e efeito farmacolégico.
Fazendo-se necessario a continuidade da pesquisa, pois sdo necessdrias reparagdes no aspecto
comercial do produto, tais como, cor e sabor, futuros aspectos negativos recorrentes.

A formulacdo G € o verniz que apresentou melhores caracteristicas de incorporacido do
extrato e destina-se a ter um produto estavel que possa ser langado no mercado e tenha depdsito de
patente de modelo de utilidade, ou seja, um aperfeigoamento industrial “novo”, pois ja existe

modelo semelhante descrito na literatura (INPI, 2013).
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