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RESUMO

LEITE, M. F. Desenvolvimento e caracterizagcdo de microemulsfes contendo extrato e
6leo essencial de Baccharis dracunculifolia para enxaguatoério bucal. 2009. 166p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

O uso de enxaguatorios bucais contendo substadncias ativas antimicrobianas tem sido
proposto como um importante meio de redugdo da formacao de biofiime dental
supragengival quando usados concomitantemente com higienizagdo mecéanica da cavidade
bucal. A microemulsdo € um moderno sistema de liberacdo de farmacos, que pode
solubilizar tanto compostos lipo quanto hidrossollveis. Foi demonstrado que extratos de
Baccharis dracunculifolia (Bd), popularmente conhecido como alecrim-do-campo
apresentaram atividade anticariogénica, sugerindo sua utilizacdo em produtos para higiene
bucal. No entanto, o extrato de Baccharis dracunculifolia € pouco soluvel em agua. No
presente trabalho, nés desenvolvemos e caracterizamos microemulsdes com extrato e dleo
essencial das folhas de Bd para incorporar em formulacdo de enxaguatoério bucal sem
alcool, com finalidades preventiva e terapéutica, contendo extrato hidroetandlico e 6leo
essencial das folhas de Baccharis dracunculifolia e avaliar o seu efeito sobre fatores de
viruléncia de Streptococcus mutans (S. mutans) in vitro. Foram obtidos 4 diagramas de fase
pseudo-ternario: 1. Labrasol® (L-polietilenoglicol-8-caprilato/caprato)/Plurol®  (P-
isoestearato de poligliceril) (3:1)/Oleato Etila - (LP); 2. PEG 40 (6leo de ricino hidrogenado e
etoxilado)/Sorbitol (2:1)/ Oleato de etila - (PSO); 3. PEG 40/Sorbitol (2:1)/Miristato de
isoropila - (PSM) e 4. PEG 40/Sorbitol/Glicerol (1:1:1)/Oleato de etila e 6leo essencial de B.
dracunculifolia - (PSG). Os sistemas foram caracterizados (microscopia oOptica, estabilidade
preliminar, reologia, pH, tamanho de goticulas, viscosidade, condutividade elétrica,
densidade relativa e indice de refragdo). Foram desenvolvidas 4 formula¢des enxaguatorias
com a microemulsdo escolhida e submetidas a analise sensorial por teste de preferéncia. O
efeito do enxaguatério bucal contendo o extrato hidroetandlico e 6leo essencial de B.
dracunculifolia foi avaliado in vifro, sobre fatores cariogénicos de S. mufans. inibicao do
potencial acidogénico, concentracao inibitéria minima (CIM) e influéncia no perfil de

crescimento. Além disso, foram avaliados citotoxicidade por MTT e capacidade de



manchamento de dentes de estoque pelo padrdao CIELAB do enxaguatério bucal foi O
sistema microemulsionado escolhido apresentou as seguintes propriedades fisico-quimicas:
viscosidade de 12,40 cP, tamanho de goticula 19,53 nm, condutividade 204,63 uS/cm, pH
final 4,95, densidade relativa 1,0394g/mL, indice de refragao igual a 1,3595. A formulagao
escolhida para desenvolver o enxaguatério bucal, apresenta pH final igual a 5,89,
densidade igual a 1,0425 g/mL, indice de refracao de 1,3614 e viscosidade igual a 12,0 cP.
O enxaguatdrio bucal apresentou atividade inibitoria sobre a produgéo bacteriana de acidos,
com valor de Clsp igual a 128 pg de extrato bruto/mL da formulacdo, apresentando CIM
(Concentragao Inibitoria Minima) igual a 400 pug de extrato bruto/mL da formulagéo, para
uma concentragao final de inéculo igual a 5 x 103 ufc/mL. Na avaliagdo de mudanga de
coloragao dos dentes, o enxaguatério bucal de referéncia Periogard® (contendo digluconato
de clorexidina 0,12%) e o enxaguatério de B. dracunculifolia apresentaram valores de AE
iguais a 2,62 e 0,55 unidades CIELAB, respectivamente, evidenciando que o primeiro
mancha os dentes e 0 segundo ndo, mas que os dois sdo clinicamente aceitaveis. Além
disso, enxaguatorio bucal contendo extrato e 6leo essencial de B. dracunculifolia apresenta
baixa interferéncia na proliferacao celular, por teste de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolium). Os resultados sugerem que a formulacao final escolhida possui
propriedades antimicrobianas superiores ao extrato hidroetandlico bruto, com baixo efeito

citotoxico, credenciando-o para avaliagao clinica.

Palavras-chave: enxaguatério bucal, microemulsdes, Baccharis dracunculifolia,

Strepfococcus mutans, carie.



ABSTRACT

LEITE, M. F. Development and characterization of Baccharis dracunculifolia
microemulsion mouthrinse. 2009. 166p. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

The use of antimicrobial mouthrinses to help the plaques supragengival control and gingivitis
has been shown to significantly contribute to patients’ daily oral hygiene. Formulations based
on microemulsions have several interesting characteristics such as the ability to protect labile
drugs, their release control, and to increase their solubility and bioavailability. It has been
demonstrated that extracts from Baccharis dracunculifolia (Bd), a Brazilian shrub species,
popularly known as “alecrim-do-campo”, show anticariogenic properties, which suggests its
appliance into oral care products. However, Baccharis dracunculifolia extracts are poorly
water soluble. In this work, we have developed and characterized microemulsions in which
Baccharis dracunculifolia extract and essential oil may be incorporated to produce a clear
solution in an alcohol-free mouthrinse. Four Bd extract - containing microemulsion systems
(1) ethyl oleate/Labrasol®/Plurol® (LP), (2) isopropyl miristate/PEG 40/Sorbytol (PSM), (3)
ethyl oleate/PEG 40/Sorbytol (PSO) and (4) ethyl oleate/Baccharis dracunculifolia
extract/essencial oil/PEG 40/Sorbytol/Glycerol (PSG), were prepared in aqueous mixtures at
room temperature, using the conventional titration technique. The pseudo-ternary phase
diagrams were prepared at room temperature. The systems were characterized by optical
microscopy, preliminary stability, rheology, pH, droplet size, electrical conductivity, relative
density, viscosity and refractive index. The inhibitory effect on bacterial acid production was
evaluated through the potentiometric measurement of pH from bacterial suspensions treated
with serial concentrations of Bd mouthrinse (16 - 400 ug/mL). For the antibacterial activity
assay, the inhibitory effect on bacterial growth and the minimum inhibitory concentrations
(MIC) were determined. Bd mouthrinse’s four formulations sensory analysis was evaluated at
preference test. The citotoxicity was evaluated by MTT method and staining potential was
measured by CIELAB standart. Two regions were identified in the first diagram (bifasic
system and microemulsion) while three regions were identified on the others (bifasic system,
emulsion and microemulsion). All systems displayed an oil-in-water microemulsion region.

The system chosen for the mouthrinse presented viscosity (12.40 cP), droplet size



(19.53nm), conductivity (204.63 pS/cm), pH (4.95), relative density (1.0394g/mL) and
refractive index (1.3595). The chosen mouthrinse presented viscosity (12.00 cP), droplet
size (19.53nm), final pH (5.89), relative density (1.0425g/mL) and refractive index (1.3614).
The mouthrinse displayed inhibitory effects upon S. mutans virulence factors. The ICsp value
for the inhibitory effect on the bacterial acid production was 128 pg/mL. The MIC value was
400pg/mL. Bd mouthrinse tested by the agar diffusion method, was not displayed growth
inhibition. The acrylic resin teeth stainability test displayed A4E£ values of 2.62 CIELAB units
for the reference mouthrinse (Periogard®) and 0,55 for Bd mouthrinse. According to results,
the reference mouthrinse (Periogard®) causes resin acrylic teeth color variation while Bd
mouthrinse did not cause teeth staining or cytotoxicity by MTT method. The Results indicate
that these systems could be an interesting Bd vehicle for a mouthrinse and suggest that the
final rising formulation has antimicrobial properties superior to the rough hydroetanolic

extract, with low cytotoxic effect, turning it credible to clinical evaluation.

Key words: mouthrinse, microemulsion, Baccharis dracunculifolia, S. mutans, carie
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1. INTRODUCAO

1.1. Carie

O uso de enxaguatérios bucais contendo substancias ativas antimicrobianas tem
sido proposto como um importante meio de reducdo na formacdo de biofilme dental
supragengival e gengivites quando usados concomitantemente com higienizacdo mecénica
da cavidade bucal (MENENDEZ et al., 2005; MANDEL, 1988; OVERHOLSER et al., 1990;
LAMSTER et al., 1983; LANG et al., 1982).

A literatura tem mostrado dados consistentes de que o grupo mutans de bactérias
gram positivas, particularmente, o Strepfococcus mutans, sao microrganismos sempre
presentes no biofilme dental, sendo, portanto, de grande interesse na preven¢ao de doencas
como a carie e a doenga periodontal (McNEIL; HAMILTON, 2003; LI; BURNE, 2001;
LOESCHE, 1986; HAMADA; KOGA; OOSHIMA, 1984).

A capacidade do S. mutans em iniciar uma carie depende da associacido de varios
fatores de viruléncia, incluindo (i) aderéncia inicial a superficie dos dentes por meio de
glicoproteinas de adesao, (ii) capacidade de sintetizar polissacarideos extracelulares
insoluveis, por meio de enzimas glucosiltransferases (GTFs), o que promove o acumulo e
permanéncia do microrganismo nas superficies dos dentes, (iii) alta capacidade para
catabolizar carboidratos e produzir acidos que desmineralizam o esmalte dental e (iv)
habilidade para crescer e dar continuidade a metabolizacdo de carboidratos em baixo pH

(BANAS, 2004; BURNE, 1998; KURAMITSU, 1993).
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A producao de acidos e a capacidade de metabolizagdo de substratos em meio
acido, foram os primeiros fatores de viruléncia atribuidos a microrganismos especificos
relacionados & etiologia da cérie dental (KOHLER et al., 1995; LOESCHE, 1986).

A glucose, assim como a sacarose e outros carboidratos provenientes da dieta
alimentar, representa uma importante fonte energética para o S. mutans. Sua catabolizagao
pela via glicolitica de Embden — Meyerhof — Parnas implica em uma série de reagodes
quimicas de oOxido-reducdo, que fornecem energia armazenada na forma de ATP para
manutencao dos processos vitais da célula (TAKAHASHI — ABBE et al., 2001).

O transporte de glucose para o citoplasma, através da membrana celular, requer a
presenca de proteinas transportadoras de membrana especificas. O S. mutans possui dois
sistemas transportadores de glucose: o sistema de co-transporte de prétons ligado a
permease (HAMILTON; St. MARTIN, 1982) e o sistema enzimatico fosfotransferase
dependente de fosfoenolpiruvato (VADEBONCOEUR; PELLETIER, 1997; SCHACHETELE;
MAYO, 1973). O sistema fosfotransferase tem alta afinidade pela glucose (constante de
saturagao Ks igual a 5,0 umol/L), apresentando atividade maxima quando a disponibilidade
deste substrato é baixa e o pH do meio esta préximo ao neutro. Por outro lado, a permease
de membrana tem baixa afinidade pela glucose (Ks = 100,0 umol/L), funcionando apenas
quando a concentracdo deste substrato é alta e o pH do meio esta baixo
(VADEBONCOEUR; PELLETIER, 1997; ELLWOOD; PHIPPS; HAMILTON, 1979).

Uma vez no interior da célula, a glucose é fosforilada a glucose-6-fosfato e
degradada a piruvato pela via glicolitica, provocando um aumento no nivel de NADH
intracelular pela agao da enzima gliceraldeido-fosfato-desidrogenase (TAKAHASHI-ABBE et
al., 2001). Este NADH precisa ser oxidado a NAD*, a fim de manter o equilibrio de éxido-

reducdo celular e possibilitar a continuidade do processo glicolitico (CARLSSON;
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HAMILTON, 1994). Para tanto, o S. mutans desenvolveu sistemas versateis de conversao
do piruvato em produtos finais acidos.

Em condicbes anaerdbicas, particularmente, quando ha excesso de substrato, o
piruvato € reduzido a L-acido latico, através da via da lactato-desidrogenase. Ao reduzir
piruvato a L-lactato, NADH é oxidado a NAD* preservando o balango éxido-redutor da célula
(IWAMI; YAMADA, 1999). Por outro lado, este processo provoca um aumento da
concentracdo hidrogeniénica no citoplasma, o que poderia ser fatal para o microrganismo.
Contudo, o S. mufans é capaz de manter o pH intracelular 0,5 a 1,0 unidade acima do pH
extracelular, permitindo-lhe desenvolver-se e nutrir-se em valores de pH iguais ou inferiores
a 4,0 (BURNE, 1998). Esta notavel tolerancia a acidez, que confere ao microrganismo um
carater acidurico, esta relacionada a capacidade desta espécie em bombear prétons H* para
fora da célula através de F — ATPases de membrana.

O uso de substancias agindo no metabolismo bacteriano inibindo a producgao acida
apresenta efeitos anticariogénicos sinérgicos na presenca de fluoreto (TRAHAN, 1995), que
€ uma reconhecida substincia de uso mundial no controle da carie dental, com efeito
significativo, interferindo fisicoquimicamente no desenvolvimento da carie dental, reduzindo
a desmineralizacdo e aumentando a remineralizagcdo do esmalte dental (DAWES; TEN

CATE, 1990).

1.2. Enxaguatérios Bucais

A pratica de enxaguar a boca é usada por humanos ha mais de 2000 anos, sendo

que a mesma foi atribuida pela primeira vez aos chineses (WEINBERGER, 1948). No

entanto, ha pouco mais de 30 anos ocorreu a chegada de um enxaguatorio bucal disponivel
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comercialmente, especificamente formulado para controlar a placa supragengival e gengivite
(MORAN, 2008).

Reconhece-se que enxaguatorios bucais sdo veiculos ideais para se incorporar
substancias quimicas que promovem halito fresco e ajudam a atenuar o problema de mau
odor bucal. Como resultado da facilidade de utilizagao de um enxaguatério bucal, algumas
melhorias podem ser esperadas (QUIRYNEN, 2003; YAEGAKY et al., 2002), tais como:
melhorar o halito e o frescor da boca, prevencdo de problemas bucais, como a carie
dentaria, controle de calculo dental, reducao de sensibilidade dentinaria, alivio de patologias
orais, como ulceragdes orais e, sobretudo, pela prevengao da formagao do biofilme dental.
No entanto, os enxaguatérios bucais tém pouca penetragdo no ambiente subgengival
(MORAN, 2008; PITCHER; NEWMAN; STRAHAN, 1980).

Devido ao controle mecanico do biofiime dental bacteriano pela maioria dos
individuos serem muitas vezes inadequado, os enxaguatorios bucais deveriam ajudar a
reduzir o biofilme deixado pelas falhas de escovagao (ADDY, 2003).

Atualmente, por varias razbes apontadas a seguir, tem havido uma demanda por
enxaguatoérios bucais livres de alcool. Assim, enxaguatorios bucais contendo cloreto de
cetilpiridineo, clorexidina, triclosan, além de compostos amino fluoretados e fluoreto de
estanho, sem a inclusao de alcool, tem sido avaliados quanto a eficacia, sendo que alguns
ja foram introduzidos ao mercado (GURGAN et al., 2006; ALMERICH et al., 2005;
BLENMAN et al., 2005). A ideia de preparar enxaguatérios bucais livres de alcool tem sido
baseada, preliminarmente em: (i) razbes sociais, que incluem objecdes religiosas além do
potencial de deteccao de alcool no halito e (ii) razdes de saude, uma vez que a mucosa oral
de alguns individuos & sensivel ao alcool, mostrando aumento evidente de desconforto

proporcionalmente a concentracdo de alcool (MORAN, 2008, BOLANOWVSKI;
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GESCHEIDER; SUTTON, 1995). Outro problema decorrente da inclusdo de alcool em
enxaguatérios bucais inclui o amolecimento e a redugdo da estabilidade de cor de
restauracdes (VON FRAUNHOFER et al., 2006) e a possibilidade de aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer bucal (CARRETERO PELAEZ et al., 2004).

Faz-se importante saber se a inclusdo ou exclusao de alcool poderia afetar o efeito
e atividade dos enxaguatoérios bucais. Ha evidéncias de que enxaguatoérios, sem adicao de
alcool, ndo tendem a ser menos efetivos que enxaguatoérios que contém alcool (ALMERICH
et al., 2005; VAN STRYNDONCK et al., 2005) e que realmente a auséncia de alcool parece
reduzir a incidéncia de efeitos adversos tais como irritacdo e disturbio de paladar
(ALMERICH et al., 2005). Inversamente, segundo Gurgan et al. (2006) as reac¢des adversas
com enxaguatorios bucais ndo alcodlicos, contendo clorexidina em concentragdo igual a
0,2%, mostraram-se aumentadas, incluindo maior irritacdo da mucosa oral, aumento de
sensacao de queimadura e alteragao na percepcao de sabor (GURGAN et al., 2006).

No controle quimico do biofilme dental bacteriano, através do uso de enxaguatoério
bucal, um agente antimicrobiano deveria inibir o estagio de adesdo da colonizagéo
bacteriana no biofilme dental, afetando o crescimento e a atividade metabdlica dos
microrganismos do biofilme sem, entretanto, a interferéncia em qualquer outro processo
bioldgico. Além disso, a toxicidade deveria ser baixa, uma vez que tais solugdes, ao serem
utilizadas, poderiam ser eventualmente engolidas (GUIMARAES et al., 2006). A associacio
dos efeitos cariostaticos do fluoreto a agentes antimicrobianos, tem sido sugerida (KATZ,
1982; LEITE et al., 2008) e esta combinagdo tem sido mostrada como efetiva em lesdes
cariosas de pacientes irradiados com capacidade tamponante salivar minima devido as

baixas taxas de fluxo de saliva (KATZ, 1982).
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A substancia antimicrobiana mais comumente utilizada € a clorexidina, devido a sua
comprovada eficacia em alterar as fungbes de membrana, controlando o biofiime dental e
inibindo o metabolismo de microrganismos, uma vez que interfere na produgdo acida do
biofilme dental bacteriano (GUIMARAES et al., 2006; VAN RIJKOM; TRUIN; VAN ‘T HOF,
1996).

Por outro lado, a clorexidina é conhecida por causar, além das reagdes adversas ja
mencionadas, efeitos adversos diretamente relacionados com o aumento da concentracio
(YATES et al., 1993), tempo de uso e com o consumo de alguns agentes cromogénicos, tais
como café ou cha, por exemplo, que podem aumentar o manchamento dos dentes, que é
um dos problemas mais reconhecidos relacionados & clorexidina (GUIMARAES et al., 2006).

Além disso, o sabor amargo da clorexidina e a redugao temporaria da percepgao de
alguns sabores poderiam comprometer a adesdo ao tratamento com enxaguatoérios bucais

contendo clorexidina (LEARD; ADDY, 1997).

1.3. Baccharis dracunculifolia— Alecrim-do-campo

O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae e a tribo Astereae, possui
cerca de 500 espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai.
A grande concentragcdo de espécies no Brasil, principalmente no cerrado, indica que esta
regido € um provavel centro de origem do género (FERRACINI et al., 1995). No Brasil estdo
descritas 120 espécies de Baccharis, com a maior parte delas localizada na regido sudeste
do pais. As plantas deste género sdo em geral arbustos, como a vassoura e a carqueja, que

medem até quatro metros de altura (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).
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A maioria das espécies do género Baccharis apresenta elevado valor socio-
econdmico, com ampla dispersao nos estados de Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais
e Parana, onde grande numero delas, segundo Verdi, Brighente e Pizzolatti, (2005), é
utilizado na medicina popular. E consumida principalmente, na forma de chas com
indicacbes para males do estébmago, figado, anemias, inflamacdes, diabetes, doencas na
prostata, sendo também descritas como remédio para o processo de desintoxicacdo do
organismo.

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), conhecida popularmente como “alecrim-
do-campo” e “vassoura”, € um arbusto lenhoso, nativo do Brasil, ocorrendo nas regides sul,
sudeste e centro-oeste (BARROSO, 1976). Cresce principalmente em areas de cerrado,
pastagens abandonadas e areas em processo de sucessao (BASTOS, 2001; FERRACINI,
et al.,, 1995), onde se adapta faciimente a habitats pobres em nutrientes e pastagens

abandonadas. A figura 1 destaca ramo e apices foliares de B. dracunculifolia.
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Figura 1. Ramo e apices foliares de Baccharis dracunculifolia conhecida como alecrim-do-
campo ou alecrim-de-vassoura. Fotografado no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas - CPQBA, Unicamp (Campinas, SP)
Fonte: LEITAO, 2005.
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Considerando seu emprego na medicina popular, Shuhama (1988), Queiroga, Fukai
e Marsaioli (1990), além de Fernandez, Sandi e Kokoska (2003) relatam o uso desta espécie
no tratamento de feridas e processos inflamatorios, além de ser utilizada para combater
doencgas gastrointestinais e hepaticas. Além disso, o alecrim-do-campo tem sido objeto de
numerosos estudos entomoldgicos, devido a sua riqueza de insetos herbivoros e galhadores
(ESPIRITO-SANTO; FARIA; FERNANDES, 2004; ESPIRITO-SANTO; FERNANDES, 1998)
destacando-se, principalmente por sua relagao peculiar com as abelhas Apis mellifera. De
acordo com Bankova et al. (1999), Park et al. (2004) e Kumazawa et al. (2003), Baccharis
dracunculifolia € uma das principais fontes botanicas para producao da prépolis “verde”
produzida no sudeste brasileiro. A figura 2 destaca abelhas (Apis mellifera) visitando os

apices foliares desta planta.

Figura 2. Interagdo entre Apis mellifera e B. dracunculifolia, uma das principais fontes da
prépolis “verde”.

Fonte: Sousa et al., 2009a



Introdugéo 11

B. dracunculifolia vem se destacando na comunidade cientifica mundial,
especialmente nos ultimos 10 anos. O extrato das partes aéreas desta planta ja foi
submetido a diferentes ensaios bioldgicos, os quais demonstraram que este apresenta
atividades antimutagénica (MUNARI et al., 2008), imunomodulatéria (MISSIMA et al., 2007),
anticariogénica (LEITE et al., 2008; LEITAO et al., 2004), entre outras. Aliados aos
resultados destes diferentes ensaios, Sousa (2009a) demonstrou que o cultivo desta planta
€ bastante viavel, no que diz respeito a obtengcdo de extrato bruto e 6leo essencial em
escala industrial, sendo que a mesma se apresenta pronta para colheita apds o 12° més de
cultivo.

Considerando a composi¢cdo quimica desta espécie, ja foram identificados no
minimo 100 diferentes compostos pertencentes as classes de diterpenos, triterpenos, acidos
fendlicos, flavonoides, derivados prenilados do acido cumarico, entre outros (os quais tém
demonstrado distintas atividades biolégicas (LEMOS et al., 2007; FUKUDA et al., 2006;
SALATINO et al., 2005; PARK et al., 2004; AKAO et al., 2003). De uma maneira geral, no
extrato hidroalcoodlico das folhas de alecrim-do-campo é possivel detectar 10 compostos
fenodlicos promissores: acido caféico, acido cumarico, acido ferulico, acido cinamico, AME
(aromadendrina-4’-metil éter), isosakuranetina, drupanina, artepelin C, bacarina e DCBEN
(2,2-dimetil-6-carboéxietenil-2H-1-benzopirano) (SOUSA et al., 2009b).

Considerando os compostos fendlicos detectados nas folhas desta espécie, o acido
3,4-diprenil-4-hidréoxicinamico, conhecido como artepelin C, inibiu peroxidacdo lipidica e o
desenvolvimento de células cancerosas pulmonares em camundongos, além de ser
considerando um importante quimio-preventivo com relacdo ao desenvolvimento de
carcinomas uterinos (PIANTINO et al.,, 2008). Estudos realizados com os flavondides

aromadendrina-4-metil éter — AME e a isosakuranetina sugerem que a ingestao destes pode
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influenciar os processos fisioldgicos potencializando o efeito da cicatrizagao, bem como
agindo como potentes agentes antioxidantes (SAWAYA et al., 2004). Ja os derivados do
acido p-cumarico demonstraram agao positiva contra S. aureus, S. pneumoniae e T. cruzi
(SALOMAO et al., 2008). Artepelin C e DCBEN também foram ativos contra 7. cruzie S.
aureus (MARCUCCI et al., 2001). Adicionalmente, Barros et al. (2008) divulgaram que os
acidos caféico, ferulico, p-cumarico e cindmico possuem atividade gastro-protetora.

Os Oleos volateis ou essenciais, produtos do metabolismo secundario, sao definidos
como misturas complexas de mono, sesqui e diterpenos, os quais possuem grande valor
agregado devido as suas aplicagbes em medicamentos, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (PINTO et al., 2002). Apresentam como principais caracteristicas o sabor acre
e picante, quando recentemente extraidos sdo incolores ou ligeiramente amarelados e
possuem baixa estabilidade na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais. Os 6leos
essenciais ja foram considerados como “desperdicio fisiolégico” (KNOBLOCH et al., 2003),
ou mesmo como produto de desintoxicacao (MOTHES, 2003). Hoje, sabe-se que o acumulo
desses metabdlitos tem funcdo de proteger a planta contra parasitas, competidores e
agentes predadores e, desse modo, possuindo um papel fundamental dentro da ecologia
quimica (SPRING, 2000).

Nas amostras de Oleos essenciais proveniente das folhas de Bd ja foram
detectados no minimo 50 componentes, sendo que os mais conhecidos s&o: a-pineno, [3-
pineno, limoneno, trans-cariofileno, aromadrendeno, a-humuleno, germacreno D,
biciclogermacreno, 6-cadineno, nerolidol, espatulenol, virilidol, guaiol e a-muurulol (SOUSA
et al.,, 2009c) (Figura 3). O sesquiterpeno oxigenado nerolidol (33,5 %) € o componente
majoritario seguido por espatulenol com percentual relativo de 16 %. E importante ressaltar

que o O6leo essencial de B. dracunculifolia possui aroma exotico e propriedades odoriferas
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intensas. Estudos realizados por Sousa et al. (2007) demonstraram que o nerolidol pode ser
detectado nesta planta em todo periodo do ano e em elevadas quantidades. Assim, com
base neste perfil de variabilidade estas propriedades odoriferas podem ser atribuidas
principalmente a presenca deste sesquiterpeno oxigenado. Destaca-se, ainda, que este
metabolito € de interesse para industria de fragrancias, pois o0 mesmo é utilizado como
matéria-prima na producao de perfume exdtico. Além disso, segundo Klopel et al. (2007), o

nerolidol apresenta atividade antiulcerogénica.
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Figura 3: Perfil cromatografico do éleo essencial de alecim-do-campo por CG-DIC. X. a =
piperonal, padrao interno utilizado como referéncia. 1. a-pineno; 2. $-pineno; 3.
limoneno; 4. trans-cariofileno; 5. aromadrendeno; 6. a-humuleno; 7. germacreno
D; 8. biciclogermacreno; 9. 06-cadineno; 10. nerolidol; 11. espatulenol; 12.

virilidol; 13. guaiol e 14. a-muurulol
Fonte: SOUSA, 2007.

Tem sido demonstrado que extratos apolares das folhas e 6leo essencial das folhas
frescas de Baccharis dracunculifolia apresentaram propriedades anticariogénicas
significativamente semelhantes (LEITAO et al., 2004) aquelas encontradas no extrato de

prépolis verde (DUARTE et al., 2003; KOO et al., 2002; KOO et al., 2000; PARK et al.,
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1998), sugerindo que este potencial terapéutico também pode ser explorado na matéria-
prima vegetal.

Estes foram os primeiros relatos na literatura discutindo uma possivel aplicagao
terapéutica de extratos de B. dracunculifolia na manutencao da saude bucal. Desta maneira,
dando continuidade a estes estudos, buscamos desenvolver uma formulagao farmacéutica,
para enxaguatorio bucal, que seja capaz de veicular o extrato das folhas e o éleo essencial

de B. dracunculifolia, preservando sua atividade biolégica e/ou propriedade terapéutica.

1.4. Microemulsdes

Dentre os diversos sistemas utilizados como veiculos e sistemas de liberagcao de
substancias ativas podem-se destacar as microemulsdes, ou seja, emulsdes que
apresentam goticulas menores que 1 ym, geralmente na faixa de 0,1 um (AULTON, 2005;
OLIVEIRA et al., 2004; ANSEL; POPOVICH, ALLEN, 1999) (Tabela 1), nas quais um 6leo
ou um farmaco lipofilico é disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um
tensoativo, associado ou nao a um co-tensoativo apropriado. Apresentam-se como
dispersoes isotrépicas liquidas, transparentes e termodinamicamente estaveis, compostas
por agua, oleo e tensoativos (OSBORNE; MIDDLETON; ROGERS, 1988). A combinacao
precisa dessas substancias faz com que esse sistema forme-se espontaneamente, sem a
necessidade de forte agitacdo ou altas temperaturas. Para obté-las sdo utilizados
tensoativos nao-iénicos (DJORDJEVIC; PRIMORAC; STUPAR, 2005; CONSTANTINIDES;

SCARLAT, 1997).
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Tabela 1. Estrutura Granulométrica das Emulsoes.

Aparéncia Denominacio Aspecto

2 - 20pm Macro emulsdo Branca leitosa
0,1 —0,3 um % Nanoemulsido Branca azulada
< 0,1 pm Microemulsio Translicida
0,01 pm Solugdes micelares Transparentes

Solugdes

0,001 pm Transparentes

L moleculares

Fonte: (ANSEL; POPOVICH, ALLEN, 1999)

Normalmente, os sistemas microemulsionados podem ser diferenciados visualmente
dos outros, uma vez que os demais sistemas apresentam como emulsées liquidas opacas,
emulsdes géis opacas, representadas por sistemas de viscosidade elevada, ou com separagéo
de fases. Ja os sistemas microemulsionados liquidos sado caracterizados como sistemas
translucidos ou opticamente transparentes (FORMARIZ, 2004).

Apesar das microemulsdes apresentarem varias vantagens com respeito a facilidade
de preparacio, alta estabilidade e limpidez, os sistemas mais comumente examinados
apresentam alcoois de cadeia curta como o butanol, pentanol e hexanol, os quais apresentam
certa toxicidade e tornam esses sistemas inadequados para propositos farmacéuticos. No
entanto, 0 uso destas substancias, conhecidas como cotensoativos, ndao € obrigatério e
microemulsées “livres de alcool” vém sendo descritas na literatura (SUBRAMANIAN et al., 2005;
GELFUSO; LOPEZ, 2003; OSBORNE; MIDDLETON; ROGERS, 1988). Além disso, dois

tensoativos pouco irritantes, o Labrasol e o Oleo de Ricino Hidrogenado e etoxilado (PEG 40)
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tém demonstrado capacidade de formar microemulsdes com alguns co-tensoativos nao
alcodlicos, diminuindo o risco de reagdes toxicologicas e aumentando a relevancia farmacéutica
das microemulsdes (SINTOV; SHAPIRO, 2004; KREILGAARD, 2002). Portanto, € desejavel o
desenvolvimento de microemulsdes que possam ser preparadas em larga escala, com 6leos e
tensoativos seguros, atoxicos e nao-irritantes € com componentes que sdo normalmente
conhecidos como seguros.

A literatura mostra que a adicdo de um cotensoativo diminui 0 tamanho das goticulas e
amplia as regides de microemulsdes (KUNEIDA; UMIZU; YAMAGUGHI, 1999). Dessa forma, o
tamanho da goticula é fortemente afetado pela mistura de tensoativo no sistema, havendo
tendéncia a diminuicdo do tamanho das goticulas com o aumento da concentragéo de tensoativo,
gerando sistema opticamente transparente ou translicido (LUNDBERG; MORTIMER,;
REDGRAVE, 1996). Isso ocorre porque a mistura de tensoativo com um cotensoativo € mais
eficiente em reduzir a tensao interfacial entre 6leo-agua, proporcionado a redugao maxima do
tamanho das goticulas da fase interna (TROTTA; PATTARINO; IGNONI, 2002).

A natureza e estrutura do tensoativo, cotensoativo e éleo séo fatores essenciais na
formulacdo de sistemas microemulsionados. A construgdo de diagramas de fase pode ser
uma ferramenta fundamental para caracterizar em que condicoes experimentais as
microemulsdes existem e em que proporgdes dos componentes outras estruturas podem
estar presentes. A partir desses dados, pode-se selecionar a regidao do diagrama de fases
que mais convenientemente represente a condi¢do mais apropriada para que o farmaco seja
incorporado (FORMARIZ, 2004).

Do ponto de vista microestrutural, as microemulsdes podem ser do tipo agua em 6leo
(AJO), oleo em agua (O/A) ou estruturas bicontinuas (CRUZ; UCKUN, 2001) (Figura 4). Nas

microemulsées do tipo A/O, o componente hidrofilico é disperso na forma de goticulas coloidais
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no componente lipofilico. J& nas microemulsdes do tipo O/A, o componente lipofilico é disperso
na forma de goticulas coloidais no componente hidrofilico (CRUZ; UCKUN, 2001; MO; ZHONG,;
ZHONG, 2000) e ambas podem ser invertidas de A/O para O/A ou vice-versa ao variar as
condicoes de emulsificagao (MO; ZHONG; ZHONG, 2000). Em relagao ao ultimo tipo de sistema
microemulsionado, os componentes hidrofilicos e lipofilicos formam microemulsao com estrutura
bicontinua, com canais adjacentes alongados com goticulas na faixa de 1-100 nm (CRUZ;
UCKUN, 2001), como uma rede de tubos aquosos em matriz oleosa ou rede de tubos oleosos

em matriz aquosa (MO; ZHONG; ZHONG, 2000).

Microemulsio O/A

Apolar Polar

Estrutura bicontinua

Figura 4. Representacédo esquematica da organizagéo das microemulsdes
Fonte: FORMARIZ et al., 2005, modificado.
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As microemulsbes apresentam varias propriedades bioldgicas e farmacéuticas
interessantes, entre elas pode-se citar: biodegradabilidade, biocompatibilidade, estabilidade fisica
e facilidade de obteng&o. Sendo assim, elas tém sido muito utilizadas como carreadoras de
farmacos lipofilicos (TABOSA DO EGITO et al.,, 1996), na estabilizagdo de substancias
susceptiveis a hidrdlise (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000), na diminuicdo da irritacdo ou
toxicidade de alguns farmacos (KREILGAARD; PEDERSEN; JAROSZEWSKI, 2000), como
sistemas de liberacdo sustentada através da formacao de depdsito apds a inje¢cdo subcutanea e
como sistema de liberacao sitio especifica (MBELA; VERSCHUREN, 1997; PANKERD; STELLA,
1990). No entanto, existem relativamente poucos estudos com relacdo a administragado topica de
microemulsées (GELFUSO; LOPEZ, 2003; WU et al, 2001; KREILGAARD; PEDERSEN;
JAROSZEWSKI, 2000; DELGADO-CHARRO et al., 1997; OSBORNE; WARD; O'NEILL, 1991),
sendo encontrado um relato de uso de microemulsdo bucal para tratamento de liquen plano
eritematoso (AGUIRRE et al.,, 2004). No entanto, nao foi encontrado nenhum relato de
microemulsao enxaguatéria bucal com fins preventivos, descrito na literatura.

As microemulsdes diferem das emulsdes ndao somente por serem opticamente
transparentes, mas essencialmente, pela estabilidade termodinamica. Assim, em proporc¢oes
adequadas entre seus componentes e em condigdes de temperatura, pressao e forca idnica
constantes, o sistema forma-se espontaneamente, quando a energia remanescente da

interface esta proxima de zero (OLIVEIRA et al., 2004).

1.5. Consideracdes

A resisténcia bacteriana levanta sérias preocupagdes para a continuidade da

eficacia de agentes antimicrobianos na medicina, na agricultura e na industria (MILNER,
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1996). Com o aumento da prevaléncia de resisténcia microbiana para os antissépticos
convencionais, a atengdo agora esta voltada para o uso de componentes antimicrobianos
naturais (COWAN, 1999). O aumento na demanda por novos antimicrobianos tem
provocado varias investigacbes em direcdo a busca de efeitos antimicrobianos de
fitoquimicos extraidos de uma gama de espécies de origem botanica (LEITE et al., 2005;
LEITAO et al., 2004; HWANG et al., 2003; KATSURA et al., 2001).

Assim, considerando o potencial anti-cariogénico de Baccharis dracunculifolia
relatado por nosso grupo de pesquisa, a proposta do presente trabalho foi desenvolver um
enxaguatério bucal que veiculasse o extrato bruto hidroetandlico e éleo essencial de 5.
dracunculifolia. Como o extrato é insoluvel na agua, optou-se por desenvolver uma
microemulsdo com fase externa aquosa, com baixa toxicidade, desprovido de propriedade

de manchamento de dentes e que mantivesse as propriedades biolégicas dos extratos.
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5. CONCLUSOES

5.1. Foi possivel obter microemulsbes com os quatro diagramas LP, PSO, PSM e
PSG, todos apresentando ampla regido de microemulsdo, com possiveis aplicacoes

farmacéuticas ou cosméticas.

5.2. As microemulsdes selecionadas apresentaram-se como sistemas estaveis.

5.3. As microemulsdes selecionadas apresentaram tamanho de goticulas: LP —
83,10 a 549,67 nm; PSO - 20,83 a 21,97 nm; PSM - 21,27 a 24,73 nm; e PSG - 15,70 a

25,70 nm.

5.4. A microemulsao escolhida para desenvolvimento da formulagao enxaguatoria
bucal foi a PSG 5, que apresentou viscosidade de 12,40 cP, tamanho de goticula 19,53 nm,
condutividade de 204,63 uS/cm, pH de 4,95, densidade relativa de 1,0394 e indice de

refracdo igual a 1,3595.

5.5. A formulagcado enxaguatodria bucal niumero 2 foi aceitavel e a preferida dentre as
quatro formulagdes avaliadas sensorialmente, apresentando pH final igual a 5,89, densidade

igual a 1,0425 g/mL, indice de refracédo de 1,3614 e viscosidade igual a 12,0 cP.

5.6. O enxaguatorio bucal contendo extrato bruto e 6leo essencial de Baccharis

dracunculifolia inibiu o pontencial acidogénico de S. mutans em perfil dose — dependente na
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faixa de concentracéo de 16 a 400 yg/mL. O valor de Clso para o extrato ficou estabelecido

em 128 ug/mL (expresso em concentragao de extrato Bd).

5.7. O valor da Concentragao inibitéria minima (CIM) foi de 400 ug/mL para o

enxaguatério bucal Bd (expresso em concentragcao de extrato Bd).

5.9. Em concentracdo 2,5 vezes menor do que a proposta para a formulagao, o
enxaguatério bucal interferiu no perfil de crescimento de S. mutans, diminuindo sua taxa de

multiplicag&o celular e inibindo-a quase completamente.

5.10. O exaguatério bucal contendo extrato bruto e oleo essencial de B.
dracunculifolia apresentou pouca interferéncia na proliferacdo celular, na avaliagdo de

citotoxicidade por MTT, evidenciando que o mesmo pode ser utilizado de forma segura.

5.11. O enxaguatorio bucal contendo extrato bruto e dleo essencial de Baccharis

dracunculifolia nao mancha os dentes, sendo aceitavel clinicamente.

5.12. Os resultados sugerem que a formulacgao final escolhida possui propriedades
antimicrobianas superiores ao extrato hidroetandlico bruto, com baixo efeito citotoxico,

credenciando-o para avaliagdo clinica.
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