UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

CAMILA THOMAZ DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO DE DOIS GEIS PARA A MUCOSA BUCAL DE
PACIENTES INTERNADOS SOB VENTILACAO MECANICA: ANALISE IN
VITRO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA, HIDRATANTE E DA
CITOTOXICIDADE

PONTA GROSSA
2018



CAMILA THOMAZ DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO DE DOIS GEIS PARA A MUCOSA BUCAL DE
PACIENTES INTERNADOS SOB VENTILACAO MECANICA: ANALISE IN
VITRO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA, HIDRATANTE E DA
CITOTOXICIDADE

Dissertacdo apresentada para obtencdo do
titulo de mestre na Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Area Interdisciplinar em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Bauml
Campagnoli.

Co-orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago

PONTA GROSSA
2018



Ficha Catalografica

Elaborada pelo Setor de Tratamento da Informagao BICEN/UEPG

5237

Santos, Camila Thomaz dos

Desenvolvimento de dois géis
mucoadesivos para a mucosa bucal de
pacientes internados sob ventilacgdo
mecdnica: analise in vitro das atividades
antimicreocbiana, hidratante e da
citotoxicidade,/ Camila Thomaz dos Santos.
Ponta Grossa, 2018.

97f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Salide - Area de Concentracdo: Atencido
Interdisciplinar em Satde), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Bauml
Campagnoli.

Coorientador: Prof. Dr. Paulo Vitor
Farago.

1.Infecgdo hospitalar. 2.Clorexidina.
3.Triclosan. 4.Higiene bucal. 5.Tecnologia
farmacéutica. I.Campagnoli, Eduardo Bauml.
IT1. Farago, Paulo Vitor. IIT.
Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Mestrado em Ciéncias da Satde. IV. T.

CDD: &le6.02




CAMILA THOMAZ DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO DE DOIS GEIS MUCOADESIVOS PARA A
MUCOSA BUCAL DE PACIENTES INTERNADOS SOB
VENTILACAO MECANICA: ANALISE IN VITRO DAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA, HIDRATANTE E DA CITOTOXICIDADE

Dissertagfio apresentada para obtengdo do titulo de mestre em Ciéncias da Sadde na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Area de Atengéo Interdisciplinar em Satde.

Ponta Grossa, 05 de julho de 2018.

Lot fofe
Prof. Dr. Eduardo Baum}Campagnoli~ Orientador

Doutor em Estomatopatologia
Universidade Estadual de Ponta Grossa

/ s 7 o
v:;::/.¢,7,-7. 22 7/;4‘1 P19 (L fprrp
Profa. Dra. Fernanda Maria Marins Ocampos
Doutora em Ciéncias Farmacéuticas

Instituto Federal do Parana

,@fom/x;
Profa. Dra. Cléris Regina Blanski Grden
Doutora em Enfermagem
Universidade Estadual de Ponta Grossa



A minha familia e

(‘? a minha sempre Ladynha,



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus que me oportunizou o inicio do Mestrado e
gue me proporcionou energia, persisténcia e coragem para as viagens semanais. A
Ele também agradeco a minha vontade, tranquilidade, confianca e dedicacdo a

pesquisa cientifica.

A conclusdo do Mestrado e desta pesquisa seria impossivel também sem a
colaboracdo de algumas pessoas importantes e instituicdes. Destas, manifesto um

agradecimento especial:

A minha familia, de forma especial, aos meus amados pais: Antonio e
Carmensita; e ao meu irmao (futuro médico), Guilherme, por me apoiarem na escolha
de realizar o mestrado, pela compreenséo e por toda preocupacéo (que nao foi pouca)
ao longo deste percurso (durante as viagens pra la e pra ca, inclusive). Ao meu pai,
novamente, que me ajudou em diversos momentos na pesquisa, com estatistica,
ideias, conceitos e praticas de laboratério. Sou grata a minha linda e amada Lady, que
me tranquilizou e alegrou nos momentos que mais precisei (Saudades imensas... Te
amo pra sempre!). Também agradeco a minha querida avé Geny, a qual sempre sera
meu exemplo e incentivo. Neste momento do Mestrado, ela foi inspiracdo novamente

para a tematica da dissertacdo. Amo muito todos vocés!

Ao Will, meu namorado lindo pela paciéncia gigantesca, pelo apoio,
compreensao (e bota compreensao nisso) e pelo carinho de sempre. Te amo muito,

meu amor!

Agradeco a minha tia e maedrinha LU e aos meus tios André, Katia e Carlos, pela
acolhida de sempre, paciéncia e cuidado que tiveram comigo durante esses dois anos

intensos.



Aos professores que de forma geral compartilharam seus conhecimentos em
sala de aula e em minha pesquisa. Sou extremamente grata ao meu orientador
Professor Eduardo (que jA& me acompanha desde a graduacdo) pela compreensao,
atencdo, tranquilidade e oportunidades repassadas ao logo do curso. Também
agradeco ao meu co-orientador Professor Paulo Vitor pela compreenséo e paciéncia
na pesquisa. A Professora Marcinha, pelas contribuicbes na banca de qualificagéo,
pelo carinho de sempre e por seus sabios conselhos. Ao Professor Esmerino, por ser
sempre prestativo e por suas contribuicdes na banca da qualificacdo. Ao Professor
Rogério Araujo pela ajuda com testes laboratoriais no laboratério de quimica da
Unisociesc. E as Professoras Fernanda e Cloris pelos excelentes apontamentos e

contribui¢cdes durante a defesa do Mestrado.

A Mari e a Dani, amigas e pos-graduandas de Odontologia da UEPG, pela
paciéncia e pela ajuda (e muita ajuda!!!) na pesquisa. Obrigada de coracao! Aproveito
para agradecer também aos outros amigos da pos-graduacédo de Odontologia: Ana
Claudia, Gustavo, Fernanda, Evelyn e Leomar; e a todos os colegas de curso da pos-
graduacdo de Ciéncias da Saude, em especial: Fer (amiga querida que estad me
seguindo!), Carol, Gabi e Vera pelo compartilhamento de ideias, alegrias, frustracdes,

desesperos e vitérias.

N&o poderia deixar de agradecer aos técnicos queridos dos laboratorios que me
deram todo o suporte para a pratica e também ouviram minhas duvidas, frustracdes,
medos e também alegrias: Jana (Microbiologia UEPG), Bete e Julia (Farmacia UEPG),

e Johny (Farmacia Anhanguera).

As Instituicdes: Universidade Estadual de Ponta Grossa, Faculdade Anhanguera
Regional Joinville, e Centro Universitario Unisociesc Joinville; pelas oportunidades

e aprendizagens.



“A mente que se abre a uma nova ideia,
jamais voltar4 ao seu tamanho original.”

Albert Einstein



RESUMO

DOS SANTOS CT. Desenvolvimento de dois géis para a mucosa bucal de
pacientes internados sob ventilacdo mecanica: analise in vitro das
atividades antimicrobiana, hidratante e da citotoxicidade. [Dissertacdo de
Mestrado em Ciéncias da Saude com énfase na area Interdisciplinar]. Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2018.

As Infec¢cOes Relacionadas a Assisténcia a Saude sdo consideradas as principais
causas de morbidade e de mortalidade no ambito hospitalar, principalmente em
Unidades de Terapia Intensiva. Uma das infeccbes mais comuns que acometem
pacientes em uso de ventilacdo mecéanica por intubacdo orotraqueal é a
Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica. Esta infeccdo apresenta grande
relacdo com a microbiota bucal alterada. Além disso, tais pacientes geralmente
apresentam hipossalivacdo, com ressecamento intenso da mucosa, fissuras e
lesbes traumaticas bucais. Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo
desenvolver dois géis com atividade antimicrobiana (um gel com digluconato de
clorexidina 0,12% e um gel de Triclosan 0,03%) associado a um hidratante (D-
pantenol), para serem aplicados na mucosa bucal de pacientes internados em
Unidade de Terapia Intensiva. O estudo apresenta carater interdisciplinar, pois os
géis foram formulados e submetidos a testes in vitro, integrando conhecimentos
na area da odontologia, farmacia, microbiologia e citologia. A caracterizacao de
cada gel foi realizada por propriedades organolépticas e fisico-quimicas. Também
foram verificadas as propriedades antimicrobiana, de hidratagéo e citotoxicidade.
Os resultados dos testes de caracterizacdo demonstraram que 0S Qe€is
apresentaram caracteristicas organolépticas, pH, densidade e viscosidade ideais
para serem utilizados na mucosa bucal de pacientes internados. Na atividade
antimicrobiana, todas as cepas testadas foram sensiveis ao uso do gel contendo
digluconato de clorexidina 0,12% com valores melhores quando comparado ao
colutério de clorexidina comercial disponivel. Em relacdo ao gel de triclosan
0,03%, a acao antimicrobiana foi superior qguando comparado com o enxaguante
bucal contendo triclosan 0,03%. Além disso, o gel de triclosan foi considerado um
produto ndo citotoxico e hidratante para mucosa bucal. Ja o gel de digluconato
de clorexidina 0,12% demonstrou-se citotéxico e ndo apresentou propriedade
hidratante. De forma geral, os dois géis demonstraram que podem ser utilizados
para o controle da microbiota bucal dos pacientes internados, bem como o gel de
triclosan pode hidratar a mucosa bucal, oferecendo maior conforto ao paciente
hospitalizado.

Palavras-chave: Infeccdao Hospitalar. Clorexidina. Triclosan. Higiene Bucal.
Tecnologia Farmacéutica.



ABSTRACT

DOS SANTOS CT. Development of two gels for the oral mucosa of patients
hospitalized under mechanical ventilation: in vitro analysis of antimicrobial,
moisturizing and cytotoxicity activities. [Master's Dissertation in Health Sciences
with emphasis in the Interdisciplinary area). Ponta Grossa: State University of Ponta
Grossa, 2018.

Infections Related to Healthcare Assistance are considered the main causes of
morbidity and mortality in the hospital setting, especially in Intensive Care Units. One
of the most common infections affecting patients undergoing mechanical ventilation
per orotracheal intubation is ventilator-associated pneumonia. This infection presents
a great relation with the altered oral microbiota. In addition, such patients usually
present hyposalivation, with intense mucosa dryness, fissures and traumatic mouth
lesions. Thus, the objective of this research was to develop two gels with antimicrobial
activity (a 0.12% chlorhexidine digluconate gel and a 0.03% triclosan gel) associated
with a moisturizing agent (d-panthenol) to be applied in the mucosa of patients
admitted to the Intensive Care Unit. The study presents an interdisciplinary character,
on this account the gels were formulated and submitted to in vitro tests, integrating
knowledge in the areas of dentistry, pharmacy, microbiology and cytology. The
characterization of each gel was carried out by the organoleptic properties (color, odor,
appearance and consistency), as well as physicochemical properties (pH, density and
viscosity). The antimicrobial, hydration and cytotoxicity properties were also verified.
The results of the characterization tests showed that the gels had organoleptic
characteristics, pH, density and viscosity ideal for use in the oral mucosa of
hospitalized patients. In the antimicrobial activity, all the strains tested were sensitive
to the use of the gel containing 0.12% chlorhexidine digluconate with better values
when compared to the available commercial chlorhexidine mouthwash. Regarding the
gel of 0.03% triclosan, the antimicrobial action was also superior when compared to
the oral rinse containing 0.03% triclosan. In addition, triclosan gel was considered a
non-cytotoxic and moisturizing product for oral mucosa. On the other hand, the gel of
0.11% chlorhexidine digluconate was cytotoxic and showed no moisturizing properties.
In general, the two gels demonstrated that they can be used to control the oral
microbiota of inpatients, as well as the triclosan gel can hydrate the oral mucosa,
offering greater comfort to the hospitalized patient.

Keywords: Cross Infection. Chlorhexidine. Triclosan. Oral Hygiene. Technology,
Pharmaceutical.
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1. INTRODUCAO

As InfeccOes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sédo consideradas
as principais causas de morbidade e de mortalidade no ambito hospitalar, além
de aumentarem o tempo de internamento do paciente, elevando o custo do
tratamento. As infec¢cdes hospitalares sdo adquiridas durante a hospitalizacao,
por isso sdo diagnosticadas a partir de 48 horas apés o internamento (ANVISA,
2013; PADOVEZE; FORTALEZA, 2014; DHAR et al, 2014).

No cuidado ao paciente frente as infeccdes, deve haver a participacdo da
equipe interdisciplinar que inclui diferentes profissionais da saude como
enfermeiro, médico, fisioterapeuta, farmacéutico, psicélogo, nutricionista e
assistente social. Foram aprovados os Projetos de Lei n°2776/08 e n°363/11, que
estabelecem a obrigatoriedade também do cirurgido-dentista nas unidades
hospitalares publicas e privadas, principalmente em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) (FRANCA, 2011), pois se compreendeu a necessidade do
profissional da odontologia no cuidado aos pacientes internados comprometidos
sistemicamente, apresentando ou ndo infeccbes hospitalares. Desta forma, o
cuidado odontoldgico junto do trabalho interdisciplinar da equipe possibilita a
melhora da saude bucal e geral, além de proporcionar diminuicdo no tempo de
internamento e evitar o 6bito (SECRETARIA DE SAUDE, 2012; AMARAL et al,
2013).

Dentre as IRAS mais comuns estdo as infeccdes do trato respiratério, que
podem ter origem por microrganismos hospitalares geralmente resistentes a
antimicrobianos, como Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) e
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) (ANVISA, 2013; GOMES;
ESTEVES, 2012). Estes patdgenos e outros como Escherichia coli e
Acinetobacter baumanii, que ndo sao geralmente encontrados na boca, podem
estar presentes na microbiota bucal do paciente internado, disseminando-se pelo
organismo (AMARAL et al, 2013; GAETTI-JARDIM JUNIOR et al, 2014).

Pacientes que fazem uso de ventilagdo mecanica por intubacéo orotraqueal,
além de necessitarem de ajuda no controle do biofilme bucal, apresentam
hipossalivagéo, o que gera ressecamento intenso da mucosa com o aparecimento
de fissuras e lesdes traumaticas (MATOS et al, 2015; SALDANHA et al, 2015).
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Esta situacéo pode se intensificar quando usam-se produtos na mucosa bucal em
gue na composicdo apresenta o alcool, pois o mesmo contribui para o
ressecamento e para a descamacdo da mucosa (BERTI-COUTO et al, 2012;
GOMES; ESTEVES, 2012; ENNIBI et al, 2013). Um agente umectante muito
utilizado para hidratacdo e regeneracédo labial € o D-pantenol, porém raramente
€ citado na literatura em formulacfes para mucosa bucal (MORAIS et al, 2013;
BARBOSA et al, 2015). Na tentativa de proporcionar conforto ao paciente, alguns
produtos incluem emolientes na formulagcdo como glicerina, sorbitol e/ou xilitol
(GALES; NGUYEN, 2000; NAYAK et al, 2014; BARBOSA et al, 2015). Contudo,
a maioria dos auxiliares quimicos existentes nao apresentam propriedade
hidratante suficiente para a mucosa bucal dos pacientes intubados. Existem ainda
produtos para a cavidade bucal como o XeroLacer® e o Kin Hidrat® que possuem
em sua composic¢do o pantenol e o triclosan (CABRAL, 2012). No entanto, esses
produtos apresentam valores de compra inviaveis aos hospitais, que precisam

destes produtos para todos os pacientes internados, principalmente em UTI.

Frente aos microrganismos multirresistentes responsaveis pelas IRAS e pela
busca de conforto aos pacientes intubados, optou-se por agregar propriedades
antimicrobiana e hidratante numa mesma formulacdo. Assim, o objetivo geral da
pesquisa foi desenvolver dois géis com atividade antimicrobiana (um gel com
digluconato de clorexidina 0,12% e um gel de Triclosan 0,03%) associado a um
hidratante (D-pantenol), para serem aplicados na mucosa bucal de pacientes
internados em Unidade de Terapia Intensiva. Além disso, analisar in vitro a
atividade antimicrobiana, a acao hidratante e a citotoxicidade do produto. Desta
forma, este estudo apresenta carater interdisciplinar por integrar conhecimentos

na area da odontologia, farméacia, microbiologia e citologia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infec¢cdes nosocomiais e Odontologia Hospitalar Intensiva

A Odontologia hospitalar e Intensiva é a area da Odontologia que agrega
acdes de saude bucal preventivas, diagnosticas, terapéuticas, além de paliativas
em nivel terciario de salde (SECRETARIA DE SAUDE, 2012). O cirurgido-
dentista pode atuar em conjunto com uma equipe interdisciplinar, em diferentes
setores hospitalares, principalmente no local onde os pacientes apresentam maior
suscetibilidade a adquirirem infec¢cbes nosocomiais como em Unidades de
Terapia Intensiva (GOMES; ESTEVES, 2012; AMARAL et al, 2013).

A UTI é o setor hospitalar destinado aos pacientes criticos, que apresentam
parametros fisiologicos instaveis e, desta forma, podem necessitar de suporte
ventilatério e monitorizacdo constante por uma equipe multidisciplinar. Ela foi
instituida como setor aos pacientes criticos graves e intermediarios pela Portaria
n° 895, de 31 de marco de 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Estes pacientes
sao expostos diariamente ao uso de diferentes medicamentos e procedimentos
invasivos, o que favorece a colonizacédo local e sistémica por microrganismos
patogénicos. Dentre os procedimentos invasivos realizados em UTI, pode-se citar
a intubacdo orotraqueal para ventilacdo mecéanica (MINISTERIO DA SAUDE,
2017; SOUSA et al, 2017).

O uso do tubo orotraqueal (TOT) garante um aporte de oxigénio adequado
para a manutencao da vida do paciente critico. Assim como o cateter vesical de
demora, a sonda nasogastrica e 0 acesso venoso central, a intubacao
endotraqueal é um procedimento invasivo que favorece a instalacdo e
colonizacdo de microrganismos que podem gerar graves infeccdes (SOUSA et al,
2017). Pela localizagéao do TOT, torna-se comum infec¢gdes do trato respiratorio e
a colonizagcdo da microbiota bucal por estes microrganismos hospitalares
(GAETTI-JARDIM JUNIOR et al, 2014; DOS SANTOS et al, 2017).

Na cavidade bucal existem mais de 700 espécies de microrganismos, 0S
quais formam a microbiota bucal residente. Ela é essencial na saude bucal de um
individuo, pois promove uma barreira imunoldgica e favorece a homeostase
(ZARCO; VESS; GINSBURG, 2012; GLURICH et al, 2014). Em individuos

saudaveis, 0s microrganismos mais encontrados na microbiota bucal séo
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Streptococcus spp., Veillonella spp., Neisseira spp., Prevotella spp. e Fusobacterium
spp. (HASAN et al, 2014; WASHIO et al, 2014). Porém, em paciente internados, a
microbiota bucal sofre desequilibrio, associando-se a etiologia de alteracdes bucais
como doenga carie e doenca periodontal, e de alteracbes sistémicas,
principalmente infeccbes do trato respiratério (AGUIAR; OLIVEIRA, 2008;
GLURICH et al, 2014).

As infecgBes do trato respiratorio sdo uma das IRAS mais causadoras de
morbidade e mortalidade no a@mbito hospitalar. Também s&o responsaveis por
aumentar o tempo de internamento e o custo do tratamento (DIAZ; SILVEIRA,
2011; ANVISA, 2013; SOUSA et al, 2017). Normalmente estdo associadas aos
microrganismos Gram negativos, 0S quais promovem uma maior agressividade
de infeccdo (SCHETTINO, 2012). Dentre as infec¢des do trato respiratorio mais
comuns e gque apresentam grande relacdo com a area odontolégica hospitalar,
pode-se citar a Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica (PAV) (DIAZ,
SILVEIRA, 2011; ANVISA, 2013).

A PAV é uma infeccdo nosocomial responsavel por cerca de 25% de todas
as infeccdes adquiridas no internamento em UTI e se desenvolve apés 48 horas
de intubacdo (DIAZ; SILVEIRA, 2011; ANVISA, 2013). Ela apresenta incidéncia
de 9% a 27%, taxa de mortalidade de 20 a 60% e pode aumentar em média 12
dias o tempo de internamento (ANVISA, 2013; RICHARDS, 2013; YUSUF, 2013;
BELLISSIMO-RODRIGUES et al, 2014).

O principal mecanismo para o desenvolvimento da PAV é a broncoaspiracao
de secrecdo contaminada da orofaringe. Esta secrecdo pode ser composta por
patdgenos respiratérios presentes na orofaringe ou na microbiota bucal, que se
deslocam pelo tubo endotraqueal (GRAP, 2009; RICHARDS, 2013; YUSUF, 2013;
BELLISSIMO-RODRIGUES et al, 2014). Os microrganismos mais envolvidos
neste processo sao Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Staphyloccocus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli (SCANNAPIECO, 1999;
GUIMARAES; ROCCO, 2006; DIAZ; SILVEIRA, 2011; DOS SANTOS et al, 2017).

Estes patdégenos, que ndo sdo geralmente encontrados na boca, podem
estar presentes na microbiota bucal do paciente internado, disseminando-se pelo
organismo (GUIMARAES; ROCCO, 2006; FIDEL JUNIOR; LOURENCO;
FISCHER, 2013; DOS SANTOS et al, 2017). Também podem haver infec¢cfes de
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origem odontolégica que ocasionardo ou potencializardo doencas sistémicas
(SALDANHA et al, 2015). Scannapieco (1999) identifica que a Porphyromonas
gingivalis, bactéria presente na microbiota bucal e na doenca periodontal, pode estar
fortemente relacionada com infecgbes respiratorias como a PAV (SCANNAPIECO,
1999). Da mesma forma, um individuo que apresenta um quadro de periodontite
crbnica, por exemplo, possui maior risco de desenvolver, descompensar ou
intensificar doencas como hipertensdo (AMARAL; CORTES; PIRES, 2009;
ZARCO; VESS; GINSBURG, 2012), diabetes (DESVARIEUX et al, 2010), doenca
renal (ZARCO; VESS; GINSBURG, 2012; GALHARDO et al, 2015), doenca
arterial coronariana (KSHIRSAGAR et al, 2005; ZARCO; VESS; GINSBURG,
2012), acidente vascular cerebral (GUIMARAES; ROCCO, 2006; ZARCO; VESS;
GINSBURG, 2012) e a propria pneumonia aspirativa (GUIMARAES; ROCCO,
2006; WASHIO et al, 2014). Com as interven¢des odontolégicas, junto da equipe
interdisciplinar, o cirurgido-dentista previne e melhora essas condi¢cdes locais e
sistémicas, até mesmo de pacientes criticos (MUNRO, 2014; VILELA et al, 2015;
LEITE et al, 2016).

2.2 Higiene bucal de pacientes intubados em UTI

Para o controle desta microbiota bucal torna-se essencial a higienizacdo dos
tecidos bucais. De acordo com a Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira
(AMIB) (AMIB, 2014), realizar a higiene bucal do paciente internado em UTI reduz
a colonizacao da orofaringe, evita a contaminacéo da tragueia, controla o biofilme
da cavidade bucal, diminuindo riscos de infeccdo respiratoria, além de
proporcionar conforto ao paciente (AMIB, 2014; STONECYPHER, 2014). Algumas
evidéncias demonstram que a colonizacdo da boca por patdégenos respiratorios
acontece antes mesmo da colonizacdo pulmonar (CUTLER; DAVIS, 2005; DOS
SANTOS et al, 2017).

Além da higiene bucal incorreta, a condicdo bucal do paciente intubado e a
dependéncia total deste para realizar a higiene bucal sédo fatores que podem
favorecer a ocorréncia da broncoaspiracdo. Nas instituicbes geralmente a equipe
responsavel pela realizacdo da higiene bucal dos pacientes é a equipe técnica de

enfermagem sob superviséo e capacitacdo do enfermeiro responsavel (EL-SOLH
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et al, 2004; FRANCO et al, 2014). Porém, pela preocupacao maior em estabilizar
a condicédo sistémica e manutencao da vida do internado, os cuidados bucais ndo
se tornam prioridade (GRAP, 2009).

A equipe odontolégica (quando presente em uma UTI) acompanha,
supervisiona, capacita a equipe de enfermagem e realiza em casos especificos
esta higiene bucal, com avaliacao, registro e tratamento de altera¢cdes presentes
na cavidade bucal que podem interferir no cuidado e controle das condi¢cbes
sistémicas deste paciente (SECRETARIA DE SAUDE, 2012). Desta forma, as
equipes podem confeccionar um Protocolo Operacional Padréo de higiene bucal,
para que todos possam realiza-la igualmente da forma mais correta possivel
(CUTLER; DAVIS, 2005). Este protocolo padronizado pode apresentar, além da
técnica de higiene bucal, outros cuidados necessarios para a saude bucal e
conforto do paciente internado (FRANCO et al, 2014). Os protocolos para
cuidados de saude bucal de pacientes intubados ja existentes sdo geralmente
baseados no bundles utilizados para prevencgéo de PAV (DIAZ; SILVEIRA, 2011;
ANVISA, 2013). Além disso, antes e apds a higiene bucal, a higienizacdo das
maos e o uso dos Equipamentos de Protecao Individual (EPI) adequados (6culos,
mascara e luva) sdo procedimentos comuns utilizados, afim de evitar infeccédo
cruzada entre paciente-paciente e profissional-paciente (CUTLER; DAVIS, 2005;
ANVISA, 2013).

De acordo com o Manual de Odontologia Hospitalar dos Hospitais do Estado
de Sdo Paulo (SECRETARIA DE SAUDE, 2012), para pacientes intubados em
UTI os cuidados com a higiene bucal devem ser: 1) regular a angulacdo da
cabeceira para 30°; 2) realizar aspiracdo prévia da orofaringe; 3) embeber o swab
ou a gaze em um colutério formado por uma solu¢do nédo-alcoolica de digluconato
de clorexidina 0,12%, removendo o excesso do produto, e friccionar em todas as
superficies bucais (dentes, gengiva, mucosa, lingua, palato) e no tubo
orotraqueal; 4) aspirar a orofaringe ap6s o procedimento ou sempre que
necessario. Todos esses cuidados sao realizados para evitar, principalmente a
broncoaspiracao e, por consequéncia o surgimento da PAV (SECRETARIA DE
SAUDE, 2012).

Os Departamentos de Odontologia e de Enfermagem da AMIB padronizaram

esses mesmos cuidados e incluiram outros tais como assegurar-se que o TOT
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esta bem fixado e a verificacdo da pressao do balonete (cuff) entre 25 e 30cmH20
antes da realizacdo da higiene bucal (AMIB, 2014). O Guideline descrito pelo CDC
orienta todos esses cuidados, incluindo também a aspiracdo subglotica antes de
manusear o cuff (CASON, 2007). O colutério de digluconato de clorexidina 0,12%
também é utilizado, porém foi padronizado de 12 em 12 horas (tempo de agéo e
substantividade da clorexidina nos tecidos bucais), tendo nos intervalos da
aplicacdo da clorexidina o uso da agua destilada ou de um aromatizante bucal

sem alcool para higienizacao (AMIB, 2014).

A desorganizacao do biofilme bucal de pacientes intubados € realizada de
forma mecanica normalmente com auxilio de um swab (BLUM et al, 2017). A
escova dental associada a um dentifricio ndo é muito recomendada pois o risco
de broncoaspiracdo com o sabdo liberado pela escovag¢ao € maior, mesmo com
0 uso da sonda de aspiracdo durante o processo. Além disso, proporciona pouca
reducdo do casos de PAV, quando comparado ao uso exclusivo do digluconato
de clorexidina (MUNRO et al, 2009). Um estudo prospectivo e randomizado
demonstrou que o0 uso da escovacao com a clorexidina diminuiu o tempo de uso
da ventilacdo mecéanica, porém a incidéncia de PAV e o tempo de internamento
em UTI ndo tiveram reducdo significativa (VIDAL et al, 2017). Outra desvantagem
de se utilizar escovas dentais na higiene bucal de pacientes intubados é a
contaminacéo das mesmas. Quando utilizadas precisam de desinfec¢cao para néo
haver contaminacéo da cavidade bucal novamente. Alguns estudos comprovaram
a eliminacdo de microrganismos das cerdas das escovas com 0 uso de
antissépticos como o hipoclorito de sédio 1%, digluconato de clorexidina 0,12% e
cloreto de cetilpiridinio. Todas essas substancias se mostraram efetivas na
desinfeccdo (SATO et al, 2004; CHAVES et al, 2007). Porém, os estudos néo
foram realizados em pacientes internados em UTI, onde podem haver

microrganismos diferenciados e resistentes.

Apesar de existir ainda bastante controvérsias sobre a escovacao dental na
técnica de higiene bucal em pacientes intubados, os materiais mais utilizados de
forma geral sdo gazes ou swab descartavel embebidos no digluconato de
clorexidina ou em outro antisséptico bucal (PEARSON; HUTTON, 2002).

Agentes quimicos na higiene bucal sdo frequentemente utilizados para

auxiliar no controle da microbiota bucal. Na literatura podem-se encontrar como
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antissépticos bucais o uso de 6leos essenciais, solu¢cdo enzimatica a base de
lactoperoxidase, cloridrato de cetilpiridinio, xilitol, Triclosan (irgasan) e digluconato
de clorexidina, sendo o Triclosan e a clorexidina os mais utilizados (SANTOS et
al, 2008; NEUMANN, 2011; CASARIN et al, 2012; ARAUJO et al, 2015).

Dentre as formas farmacéuticas mais usadas destes antissépticos estdo as
liquidas (colutoérios) e as semi-soélidas (géis) (PAN et al, 2010; MEINBERG et al,
2012). Estes produtos sdo amplamente usados pela sua facilidade na
administracdo em mucosa bucal de pacientes intubados. Além disso, sé&o
considerados antimicrobianos de baixo custo, com facil acesso em compras e tem
um bom rendimento (CUTLER; DAVIS, 2005; ARAUJO et al, 2015). Mesmo
estando presentes na maioria dos protocolos de higiene bucal hospitalares, os
colutérios oferecem risco de broncoaspiracdo caso 0 mesmo seja administrado
em excesso ou sem os devidos cuidados prévios com o paciente (CASON, 2007,
SECRETARIA DE SAUDE, 2013).

2.2.1 Digluconato de clorexidina

A clorexidina € um forte antimicrobiano de amplo espectro, utilizada como
principio ativo em diversos produtos antissépticos e desinfetantes, em diferentes
concentracdes (CASARIN et al, 2012; ARAUJO et al, 2015). E um farmaco fortemente
cationico, o qual liga-se a parede celular bacteriana (pela interacao de cargas positivas
da clorexidina com as cargas negativas das bactérias). Este processo permite que as
moléculas de clorexidina adentrem ao citoplasma bacteriano, a qual rompe a
membrana celular e provoca extravasamento das estruturas celulares (ARAUJO et al,
2012; ARAUJO et al, 2015). Ela tem maior poder de a¢io em bactérias Gram positivas,
inclusive em microrganismos resistentes como o MRSA. A sua acao também acontece
sobre bactérias Gram negativas, fungos filamentosos e leveduras, mas é considerada
menos eficaz (CASARIN et al, 2012). Apesar disso, ela ainda é o “padrao-ouro” entre
0S antissépticos bucais, pois apresenta capacidade de inibir a formacg&o do biofilme
dental (SEMENOFF; SEMENOFF-SEGUNDO; BIASOLI, 2008; CASARIN et al, 2012;
ARAUJO et al, 2015) e possui a propriedade individual de substantividade, na qual a
clorexidina tem sua acdo prolongada (ARAUJO et al, 2015; LEITE et al, 2016;
RAMAMURTHY; VENKATESH, 2017). O estudo de Leite et al. (2016) analisou a
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aplicacdo do colutério de digluconato de clorexidina 0,12% na higiene bucal de
pacientes intubados e ndo intubados. Pode-se observar que nos pacientes que faziam
uso do TOT, a clorexidina apresentou substantividade de 12 horas, enquanto que nos
pacientes nao intubados houve controle dos microrganismos durante apenas 3 horas
(LEITE et al, 2016).

Em relacdo ao seu uso na higiene bucal em UTI na prevencao de PAV, um
estudo do tipo revisao da literatura abrangeu 35 ensaios clinico randomizados.
De forma geral, encontraram-se evidéncias de que o colutério de clorexidina ou o
gel de clorexidina utilizados na higiene bucal reduzem cerca de 40% as chances
de PAV em pacientes adultos (SHI et al, 2017). Essas evidéncias também foram
encontradas no estudo de Cutler e Davis (2005) (CUTLER; DAVIS, 2005). Frente
a isso, os protocolos de higiene bucal hospitalares e os bundles de prevencéao de
PAV padronizam o uso de colutdério de digluconato de clorexidina 0,12% (CASON,
2007; SECRETARIA DE SAUDE, 2012; AMIB, 2014).

Apesar de ser muito utilizado na Odontologia, o digluconato de clorexidina
apresenta gosto amargo e provoca efeitos adversos, que ocorrem normalmente pelo
seu uso prolongado, pela concentragcdo elevada ou pelo volume utilizado
(PEGORARO et al, 2014). A alteracdo de cor dos elementos dentarios e da lingua é
o efeito mais comum. Este manchamento pode ocorrer pela interagdo da clorexidina
com os corantes presentes na dieta (ZANATTA; ROSING, 2007). A clorexidina
também pode gerar descamacdo em mucosa, lesdes de ulceracao, halito residual
amargo e aumento na deposicdo de calculo dental (PEGORARO et al, 2014; BRITO
et al, 2012; LOPES et al, 2016). Ainda que utilizada por algumas instituicbes para
prevencéao e controle de mucosite (MACEDO et al, 2015), a Multinational Association
of Suportive Care in Cancer e a International Society of Oral Oncology nao
recomendam seu uso em pacientes oncoldgicos (MASCC/ISOO, 2013). Ela pode
provocar ardéncia bucal, disgeusia, xerostomia e lesdes de ulceracéo por queimadura
quimica, principalmente quando se utiliza solugdo alcodlica de digluconato de
clorexidina por tempo prolongado (PEGORARO et al, 2014; ARAUJO; SOUSA; LIMA,
2015). Em alguns modelos experimentais, foram induzidas muta¢gdes com o uso da
clorexidina. No entanto, a relevancia destes estudos em humanos ainda é discutida
(KOLLEF et al, 2006).
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Produtos com digluconato de clorexidina para uso em cavidade bucal podem
apresentar-se nas concentracdes 0,12%, 0,2% e 2% (KRAMER et al, 2016), sendo a
concentracdo de 0,12% a mais encontrada entre 0s colutérios e geéis bucais
comercializados (VIDAL et al, 2017). Nestes produtos, a concentracéo de clorexidina
€ baixa, 0 que demonstra seu poder bacteriostatico. Ela paralisa os microrganismos
pela mudanca do equilibrio osmético e da diminuicdo de substancias intracelulares.
Produtos para antissepsia da pele ou, ainda, para desinfeccdo de superficies fixas
possuem concentracdes mais altas de clorexidina, caracterizando-a como bactericida.
Desta forma, provoca morte celular (FRANCO et al, 2014; PEGORARO et al, 2014;
MCCOQY et al, 2008; GONDIM; GOMES; FIRMINO, 2010).

2.2.2 Triclosan (Irgasan)

O Irgasan, mais conhecido como Triclosan, € um antimicrobiano de baixo custo,
utilizado como principio ativo em produtos odontolégicos antissépticos. Ele possui
amplo espectro, agindo sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas, leveduras
e fungos filamentosos (ARAUJO et al, 2015; VAZ, 2014). Também tem ag&o sobre
microrganismos anaerobicos que normalmente estdo envolvidos com a PAV (DOS
SANTOS et al, 2017; DIAZ; SILVEIRA, 2011; GUIMARAES; ROCCO, 2006;
SCANNAPIECO, 1999).

Apesar do seu amplo espectro frente aos microrganismos, faltam estudos
gue discutam seu uso na higiene bucal de pacientes intubados. Na literatura, nédo
ha evidéncias cientificas suficientes para afirmar a eficacia do Triclosan na
higiene bucal em UTI na prevencao de PAV (SHI et al, 2017).

O Triclosan é um farmaco de carater anidbnico, o que lhe confere baixa
substantividade dentro de um colutério odontolégico. Desta maneira, ele pode ser
associado a um copolimero para melhorar esta propriedade. Polimeros utilizados em
produtos odontologicos possuem a funcédo de aumentar a sua retencdo na mucosa
bucal (mucoadesé&o) e, por consequéncia, o seu tempo de acdo. Neste sentido, €
comum o Triclosan apresentar-se associado a um copolimero como o poliviniimetil
metacrilato e acido maléico (Gantrez) nas formulac¢des odontologicas (CASARIN et al,
2012; ARAUJO et al, 2015; VAZ, 2014; AQUINO et al, 2004).

A concentracdo mais utilizada do Triclosan como principio ativo em colutorios é

a de 0,03%, podendo aparecer em dentifricios entre a faixa de 0,2% a 0,5% (MARTINS
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et al, 2012). Nestas concentracdes, o Triclosan ja apresenta capacidade de agir sobre
microrganismos da mucosa, lingua, saliva e dentes, o que evita a recolonizacao rapida
do biofilme (FINE et al, 2012; ANDRADE, 2013). Além disso, inibe processos da
inflamacdo como a sintese de prostaglandinas especificas e a formacdo de
mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-18 (MUSTAFA et al, 2005; RELVAS,
2015).

A desvantagem principal do uso do Triclosan € o seu efeito antimicrobiano
inferior a agao da clorexidina. No entanto, ele ndo apresenta efeitos adversos e seu
sabor ndo é desagradavel (VAZ, 2014; ANDRADE, 2013; RELVAS, 2015; TELES;
TELES, 2009; AYAD et al, 2010). O Triclosan apresenta baixa toxicidade e né&o
provoca desequilibrio da microbiota bucal, por isso € muito utilizado em dentifricios
(MARTINS et al, 2012; RELVAS, 2015; AYOOLA SAHEED et al, 2012), apesar de ser

utilizado em colutérios também.

2.2.3 Xilitol
O xilitol € um composto adocante natural, extraido de plantas fibrosas.
Apresenta-se em forma de po cristalino branco, de sabor doce semelhante ao da
sacarose. Seu poder adocante é maior do que o do manitol e do sorbitol (MUSSATTO;
ROBERTO, 2002). Desta forma, o xilitol pode substituir a sacarose e outros
edulcorantes, possibilitando o uso de diferentes produtos por pacientes diabéticos
(ARAUJO et al, 2015).

Edulcorante e conservante numa formulacdo, o xilitol tem como propriedade
principal a anticariogenicidade (MUSSATTO; ROBERTO, 2002). Este é muito utilizado
em diferentes produtos de higiene bucal tais como colutérios, géis dentais e
dentifricios. Ele promove a remineralizacdo do esmalte dental (NAYAK et al, 2014;
ARAUJO et al, 2015), inibe a proliferacdo de Streptococcus mutans e, assim, reduz a
porcentagem de lesdes cariosas (NAYAK et al, 2014; MUSSATTO; ROBERTO, 2002;
RAIl et al, 2011). Os S. mutans s&o considerados colonizadores primarios do biofilme
dental, apesar de ndo apresentarem adesinas de grande afinidade pela pelicula
adquirida quando comparados com outros estreptococos (NAYAK et al, 2014,
BARBIERI, 2005). Da mesma forma, com a menor porcentagem destes
microrganismos, a remocao do biofilme torna-se mais facilitada na higiene bucal
(GALES; NGUYEN, 2000).
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Estudos demonstram que o xilitol, além de agir sobre os S. mutans, também tem
acao de inibicdo do crescimento de bactérias nasofaringeas como os Streptococcus
pneumoniae e Streptococcus mitis (NAYAK et al, 2014; TAPIAINEN et al, 2001). Desta
maneira, o xilitol (em produtos de higiene bucal) se mostrou eficiente auxiliar na
prevencdo e no tratamento de infec¢des respiratérias, inclusive em pneumonias
(NAYAK et al, 2014; TAPIAINEN et al, 2001; ZABNER et al, 2000).

2.3 Hidratacao da mucosa bucal

Nas UTI, o uso do TOT garante estabilidade hemodinamica, entretanto
facilita a adesdo de microrganismos patogénicos nos tecidos bucais. Ademais,
pacientes intubados permanecem muitos dias com a boca aberta, o que gera
ressecamento intenso da mucosa. Além disso, a fixagdo do TOT pode gerar
ulceracdes se nao for trocada de posicdo. Durante o internamento, os pacientes
também fazem uso de diversos medicamentos que podem provocar
hipossalivacdo como os opiodides e os anticolinérgicos (GARCIA et al, 2016). Esta
desidratacdo da mucosa bucal coopera para o aparecimento de fissuras e lesdes
traumaticas (MATOS et al, 2015; SALDANHA et al, 2015), as quais aumentarao
o risco de infeccbes secundarias e causardo desconforto e irritabilidade ao
paciente (LANDSTROM et al, 2009; PUNTILLO et al, 2014).

E comum pacientes intubados terem grande acumulo de biofilme,
principalmente em palato e entre as papilas na lingua, dificultando a remocédo em
uma Unica higiene bucal. As tentativas de remocdo deste biofilme podem
ocasionar lesbes e sangramento, o que acredita-se facilitar a translocacao de
microrganismos patogénicos. Desta forma, a hidratacdo prévia da mucosa,
lingua, palato e labios pode auxiliar na higiene bucal e, inclusive prevenir a PAV
(UEDA, 2011).

Na literatura existem diferentes substancias e produtos utilizados para
realizar a hidratacéo dos tecidos moles antes e ap0s higiene bucal dos pacientes
intubados. As formas farmacéuticas mais encontradas séao as liquidas (solucdes,
colutérios, 6leos medicinais e sprays) e as semi-soélidas (géis, cremes e
pomadas). Os agentes liquidos, de uma forma geral, se espalham mais facilmente
na boca. Os semi-solidos em creme ou pomada normalmente possuem

componentes importantes na cicatrizacdo de lesdes. Ja os agentes semi-solidos
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em forma de géis concentram umidade na mucosa bucal, o que torna interessante
a administracdo destes produtos em pacientes que fazem uso da ventilacdo
mecanica, pois promovem conforto aos mesmos (UEDA, 2011).

Agua gelada, soro fisiologico 0,9%, saliva artificial, glicerina, 6leo de
girassol, dexpantenol, &cidos graxos essenciais e xilitol sdo algumas das
substancias hidratantes e umectantes utilizadas em protocolos e pesquisas
(SECRETARIA DE SAUDE, 2012; AMIB, 2014; GARCIA et al, 2016; UEDA, 2011;
MENDONGCA; GONDIM, 2017). Estudos demonstram o uso da vaselina como uma
opcéao para hidratacéo labial (ABIDIA, 2007; FREITAS, 2012; AMARAL, 2013). No
entanto, de acordo com o Manual de Odontologia Hospitalar de Sao Paulo (2012),
a vaselina (e outros hidratantes a base de petréleo) deixou de ser indicada em
ambiente hospitalar pois h& risco de combustdo quando em contato com o
oxigénio da oxigenioterapia (SECRETARIA DE SAUDE, 2012).

Apesar da hidratacéo prévia aparecer em alguns protocolos de higiene bucal
de pacientes criticos (SECRETARIA DE SAUDE, 2012; CASON, 2007; UEDA,
2011), existem algumas limitacbes na sua aplicacdo. Por se utilizar produtos
antissépticos na higiene bucal, o hidratante pode reagir com o principio ativo e
modificar seu efeito terapéutico ou, ainda intensifica-lo, favorecendo a toxicidade
por estes agentes (WISE; WILLIAMS, 2013).

Ressalta-se que os agentes quimicos utilizados na higiene bucal dos
pacientes intubados podem apresentar o alcool de cerais (alcool etilico) como um
dos componentes adjuvantes da formulacdo. Porém, o alcool contribui para o
ressecamento da mucosa e gera incbmodo aos pacientes (GOMES; ESTEVES,
2012; ENNIBI et al, 2013; BERTI-COUTO et al, 2012).

2.3.1 Polimeros mucoadesivos

Polimeros sé@o substancias obtidas por reagfes de polimerizacdo. Estas reacdes
formam estruturas pequenas de repeticdo, conhecidas como “meros”. Desta forma,
existem polimeros de diferentes tamanhos e estruturas que caracterizardo a sua
funcdo em um produto (VILLANOVA et al, 2010).

Em formulagbes odontoldgicas, os polimeros sdo utilizados como adjuvantes
farmacotécnicos, normalmente com fun¢des de auxiliar na manipulagdo do produto,

aumentar a retencao do farmaco na boca e, por consequéncia, prolongar o seu tempo
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de acdo. Também podem ser usados numa formulacao para proporcionar estabilidade
fisico-quimica e microbiolégica, bem como garantir maior conforto e aceitabilidade do
produto pelo paciente (VILLANOVA et al, 2010).

Mucoadesividade e bioadesividade sdo propriedades comuns aos polimeros
utilizados na odontologia, os quais em formula¢cdes semi-sélidas proporcionam maior
espalhabilidade, umedecimento e retencdo na cavidade bucal (COOK;
KHUTORYANAKIY, 2015). Estes polimeros tem a capacidade de hidratar a mucosa
bucal e proporcionar a acdo do farmaco em uma maior area de contato. Acredita-se
que isto acontece pela transferéncia de moléculas de 4gua da saliva (muco) para o
polimero, bem como pela interacdo deste com as glicoproteinas salivares (FINI et al,
2011; BAGAN et al, 2012).

O Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero sintético e hidrofilico, que
interage com a mucina (proteina salivar) por ligacdes de hidrogénio (FINI et al, 2011).
Desta forma, apresenta rapida interacdo com a mucosa bucal. O HPMC é considerado
um polimero gelificante e celulésico, que proporciona viscosidade ao produto final. Por
este motivo, ele tem grande uso em formulacdes semi-sélidas como géis dentais.
Essas formulacBes sdo preparadas pela dispersdo do polimero em meio aquoso, 0
qgual servira de base para a consisténcia e aparéncia de gel. Além disso, o HPMC é
um polimero capaz de controlar a liberagdo de farmacos de uma formulacao
(VILLANOVA et al, 2010; ALLEN et al, 2005).

Assim como o HPMC, o Propilenoglicol (PEG) € um polimero hidrofilico sintético
nao-idnico, muito utilizado em formulacées odontoldgicas semi-sélidas e sélidas. Ele
€ empregado como solubilizante e fornece estabilidade ao produto (VILLANOVA et al,
2010). O PEG possui como importante propriedade a higroscopicidade, a qual
proporciona retencéo e absorcdo de umidade, tornando-o um excipiente lubrificante e
hidratante, principalmente em preparacdes semi-sélidas como géis, cremes e
pomadas (SEVERINO et al, 2011).

2.3.2 D-pantenol
O D-pantenol (ou Dexpantenol) € um alcool biologicamente ativo, com alto poder
de absorc¢ao e hidratacédo, que € indicado como uso topico em pele e mucosa (OGUZ
et al, 2015; ULGER et al, 2016). E um liquido incolor e viscoso, que apresenta riscos
minimos de sensibilidade e alergias. Ele proporciona conforto ao paciente internado,
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principalmente aqueles que fazem uso de ventilacio mecénica e que apresentam
fissuras, lesdes traumaticas, ressecamento bucal ou ulceragcdes em mucosa (EBNER
et al, 2002; PUNTILLO et al, 2014). Em relacdo a mucosite oral, sua acao ainda &
restrita e pouco estudada (DORR et al, 2005).

O Dexpantenol € um umectante, solivel em agua e em O6leo, podendo ser
utilizado em diferentes produtos cosméticos. Quando inserido em géis aquosos,
auxilia na viscosidade do produto e facilita a espalhabilidade do mesmo sobre a pele
e a mucosa. E indicado para uso topico, na concentracéo de 0,5% a 5%, tendo como
pH de estabilidade ideal 6,0 (com variacao entre 4,0 e 7,0) (OGUZ et al, 2015; ULGER
et al, 2016; EBNER et al, 2002).

Quando em contato com a pele e a mucosa, o D-pantenol se transforma em
acido pantoténico. Este 4cido contribui para a regeneracdo e a cicatrizacdo destes
tecidos, pelo estimulo celular realizado. Por este motivo, o Dexpantenol comecgou a
aparecer em padronizacfes hospitalares como opc¢ado de produto para hidratacédo
labial e de mucosa bucal (AMIB, 2014; MENDONCA; GONDIM, 2017). No entanto, ele
ainda ndo é padrdo de uso na maioria dos hospitais, sendo substituido por 6leos
essenciais graxos, agua ou soro fisiolégico (UEDA, 2011). Pelo seu alto poder de
hidratacéo, o dexpantenol diferencia-se da vaselina e da lanolina (PADOVANI, 2012),
as quais ndo devem ser mais utilizadas em ambiente hospitalar (SECRETARIA DE
SAUDE, 2012).

Por ser antinflamatério e antioxidante, o D-pantenol foi inserido em diferentes
formulacdes antimicrobianas e antissépticas, na busca de um tratamento mais efetivo
em feridas, inclusive com a sua associacéo ao digluconato de clorexidina (KOLLEF et
al, 2006). Kramer et al (2016) identificaram que a eficacia antimicrobiana da
clorexidina € aumentada in vitro quando se adiciona D-pantenol a 5% na formulacéo.
Ha um aumento também, n&o tdo considerado, da eficacia do Triclosan sobre feridas
em pele. Ainda neste estudo, verificou-se que em presenca de mucina, a acao
antisséptica da associacdo dos dois produtos teve eficacia maxima em 24h, diferente
da acdo em epiderme (sem presenca de mucina) que obteve sua eficacia em 10
minutos (KRAMER et al, 2016).

Apesar do Dexpantenol aparecer em varias formulacdes cosméticas voltadas
para a pele com seu uso cicatrizante comprovado, na literatura sdo escassos 0S

estudos especificos para mucosa bucal.
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2.3.3 Xilitol

O xilitol € um edulcorante natural, de baixo teor cal6rico, que tem substituido a
sacarose e outros aclUcares maléficos ao organismo em diversos produtos
terapéuticos. Ele pode ser utilizado inclusive por pacientes portadores de Diabetes
Mellitus, por sua metabolizagdo ocorrer independente da insulina (HANSON;
CAMPBELL, 2011). Além de ser edulcorante, adogante natural e conservante, o xilitol
também é considerado um excelente umectante e hidratante (DIRIX et al, 2007).

Na cavidade bucal, o xilitol retém umidade e tem o poder de estimular a producao
salivar, favorecendo a hidratacdo da mucosa bucal. Ele é utilizado em formulagbes
odontolégicas no tratamento de xerostomia e da Sindrome da Ardéncia Bucal, por
proporcionar suavidade a mucosa e conforto ao paciente (HANSON; CAMPBELL,
2011). Um estudo demonstrou a eficacia do uso de produtos comerciais contendo
xilitol como componente ativo para alivio da xerostomia p@s tratamento radioterapico
(DIRIX et al, 2007). Além disso, o xilitol se mostrou importante na prevencao de lesfes
ulcerosas (MAKINEN, 2015).

2.3.4 Alcool

O élcool de cereais (alcool etilico) € um solubilizante limpido, incolor, com
odor caracteristico e de sabor ardente. Esta presente em diferentes composicées
farmacéuticas, com a finalidade principal de solubilizar flavorizantes ou de
conservar o produto (ARAUJO et al, 2015). Na Odontologia, pode estar presente
ou ndo em colutérios, por exemplo.

Sua concentracdo considerada antisséptica esta entre 50% e 70%. Porém,
os colutérios comercializados possuem de 0% a 27% de alcool em suas
formulac¢des, concentragcdes maiores até mesmo do que bebidas alcoodlicas (DE
ARAUJO et al, 2015). Desta forma, a funcéo do alcool numa formulagio resume-
se a solubilizar esséncias e farmacos lipofilicos, prevenir a contaminacdo do
produto por microrganismos e aumentar, assim, seu prazo de validade
(QUIRYNEN et al, 2005). A Food and Drug Administration recomenda que
formulac¢des antissépticas bucais devam apresentar no maximo 10% de alcool em
sua composicdo (ARAUJO; SOUSA; LIMA, 2015), pois acima desta concentracdo

o alcool provoca morte celular na mucosa bucal. Isso causando descamacao,
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fissuras, halitose, lesdes por queimadura quimica e ardéncia bucal (MATOS et al,
2015; SALDANHA et al, 2015; ARAUJO et al, 2015; ARAUJO; SOUSA; LIMA,
2015). Além disso, o alcool contribui para o ressecamento da mucosa e gera
ardéncia e incoOmodo aos pacientes (GOMES; ESTEVES, 2012; ENNIBI et al,
2013; BERTI-COUTO et al, 2012).
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver dois géis com atividade antimicrobiana (um gel com digluconato de
clorexidina 0,12% e um gel de Triclosan 0,03%) associado a um hidratante (D-
pantenol), para serem aplicados na mucosa bucal de pacientes internados em

Unidade de Terapia Intensiva.

Objetivos especificos

I. Estabelecer o perfil de sensibilidade dos géis frente as cepas sensiveis de Klebsiella
pneumoniae (ATCC® 25955 KP), de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) e de
Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606), bem como a cepa resistente de Escherichia
coli (ATCC® 35218);

II. Comparar os perfis de sensibilidade identificados entre cada um dos géis
desenvolvidos e com dois colutérios comerciais com principios ativos equivalentes aos

dos géis;

lll. Caracterizar os géis de forma organoléptica e fisico-quimica pelos itens: aspecto,

consisténcia, odor, cor, pH, viscosidade e densidade;

IV. Avaliar o efeito citotdxico dos géis na viabilidade celular de fibroblastos (3T3) pelos

ensaios de Thyazolyl Blue Tetrazoliumbromide (MTT) e de Vermelho Neutro (VN);

V. Identificar o efeito hidratante dos géis sobre fibroblastos (3T3) pelo ensaio de

Thyazolyl Blue Tetrazoliumbromide (MTT).
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo é de natureza experimental, o qual foi realizado entre agosto
de 2016 a dezembro de 2017. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Cultura Celular do Programa de PoOs-graduacdo em Odontologia e nos
Laboratérios de Microbiologia, Farmacotécnica e Controle de Qualidade
Farmacéutica da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Também foram
realizados testes no Laboratério de Farmacia da Faculdade Anhanguera Regional
Joinville e no Laboratério de Quimica do Centro Universitario Unisociesc Joinville.

O estudo foi realizado em etapas, como segue o fluxograma (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma com o delineamento da parte laboratorial da pesquisa.

M ) X ‘ GEL DE DIGLUCONATO |
"~ | | PREPARODAS | | DE CLOREXIDINA 0,12% |
ETAPAA ‘ FORMULACOES | ‘ ""
L GEL DE TRICLOSAN® |
(IRGASAN) 0,03% J
| COR j
| CARACTERISTICAS i ::Li
. . ~ | ORGANOLEPTICAS | ASPECTO |
ETAPAB | ‘ CARACTERIZACAO | |_consisTENCIA |
| DOS GEIS P ——— [ DENSIDADE |
¢ A CARACTERISTICAS . DENSIDADE
‘\ Fisico-QuimIcAs | __ VISCOSIDADE |
[ pH |
) X " PROPRIEDADE | [ MICROBIOLOGIA |
ETAPA C ANTIMICROBIANA | FosORIRRe
) ’ ( AT AT k | MORFOLOGIA CELULAR :
. : ‘ MTT E VERMELHO |
' PROPRIEDADE | NEUTRO ] ) _
. HIDRATANTE | T EM )

Fonte: Propria autora.

4.1 ETAPA A — Preparo das formulacdes

O preparo das formulagdes ocorreu no Laboratorio de Farmacotécnica da
UEPG, onde foram desenvolvidas as formulacdes dos géis. Realizou-se,
primeiramente, um estudo de pré-formulacdo dos geéis, baseando-se nas
incompatibilidades do digluconato de clorexidina com componentes idnicos.

Desta forma, optou-se pelas formulag¢des indicadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Formulac8es desenvolvidas a partir do estudo de pré-formulacao (cada uma com seus
componentes e concentracdes respectivas).

Formulacdes Componentes Concentragéo
Digluconato de clorexidina 0,12%
HPMC 2,00%
PEG 4000 2,00%
Xilitol 5,00%
Gel de clorexidina | Propileonglicol 7,00%
0,12% (Gel 1) Esteviosideo 0,50%
D-pantenol 5,00%
Acessulfame sodico 0,20%
Flavorizante de menta 4,00%
Agua purificada g.s.p. 1009
Triclosan 0,03%
HPMC 2,00%
PEG 4000 2,00%
Xilitol 5,00%
Gel de Triclosan | propileonglicol 7,00%
0,03% (Gel 2) Esteviosideo 0,50%
D-pantenol 5,00%
Acessulfame sodico 0,20%
Flavorizante de menta 4,00%
Agua purificada g.s.p. 1009

Fonte: Propria autora.

As formulacdes foram manipuladas de acordo com as praticas corretas de
fabricacao e controle preconizadas pela Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC)
67/2007 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (ANVISA, 2016).
Para o preparo das formulagdes, primeiramente foram separados o0s
componentes utilizados e foram calculadas e pesadas as quantidades
necessarias de cada componente em uma balanga semi-analitica.

Para o preparo do gel de clorexidina 0,12%, foi necessario ajustar a
quantidade de digluconato de clorexidina, o qual estava em solugdo a 20%. Na

manipulacdo, em um béquer aqueceu-se a agua purificada numa temperatura de
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70°C e nela foi solubilizado o HPMC. O béquer com a solucdo foi agitado
lentamente até a sua consisténcia ficar igual a um gel fluido. Este béquer foi
reservado e iniciou-se a etapa da trituracédo dos sdélidos. Em um gral de porcelana
foram inseridos o esteviosideo, o PEG 4000, o acessulfame sédico e o xilitol. Eles
foram triturados com um pistilo, sendo pré dissolvidos em propilenoglicol. Apés
este processo, a solucdo foi repassada ao béquer (com a solucdo de agua e
HPMC) e foi misturada. Incluiram-se, entdo, os componentes semi-sélidos e
liquidos (digluconato de clorexidina, flavorizante de menta e D-pantenol) e
misturados novamente.

O gel de Triclosan 0,03% foi preparado com pequenas diferencas quando
comparado ao gel de clorexidina: os componentes foram pesados na mesma
balanca semi-analitica e em um béquer a 4gua foi aquecida numa temperatura de
70°C. Na &gua foi solubilizado o HPMC da mesma forma. O béquer com a solucao
foi agitado lentamente até a sua consisténcia ficar igual a um gel fluido. Este
béquer foi reservado e iniciou-se a etapa da trituracdo. Em um gral de porcelana,
trituraram-se os componentes soélidos (esteviosideo, PEG 4000, acessulfame
sodico, xilitol e Triclosan) com um pistilo (Figura 2A e 2B), e foram pré dissolvidos
em propilenoglicol (Figura 2C). ApOs este processo, a solugéo foi repassada ao
béquer (com a solucdo de agua e HPMC) e misturada. Os componentes semi-
sélidos e liquidos foram incluidos (flavorizante de menta e D-pantenol) e

misturados novamente.

Figura 2. A) Sdlidos presentes no gel de Triclosan, ainda nao triturados. B) Manipulacdo e
trituracdo dos solidos da formulagcdo de Triclosan com gral e pistilo. C) Pré-dissolugdo dos
componentes solidos triturados com propilenoglicol em um gral.

Fonte: Propria autora.
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Além dos dois géis, foi manipulada a base do gel, a qual foi utilizada na
Etapa C, como controle negativo. A técnica preconizada foi a mesma do preparo

dos géis, porém sem a adicdo de principio ativo antisséptico (Quadro 2).

Quadro 2. Formulacédo da base dos géis desenvolvida isoladamente como controle negativo para
a Etapa C (testes de microbiologia, citotoxicidade e hidratacdo), com seus componentes e
concentracdes respectivas.

Componentes Concentracao
HPMC 2,00%
PEG 4000 2,00%
Base dos | Xilitol 5,00%
geis Propileonglicol 7,00%
(Controle | Esteviosideo 0,50%
negativo) [ p-pantenol 5,00%
Acessulfame sodico 0,20%
Flavorizante de menta 4,00%
Agua purificada q.s.p. 1009

Fonte: Propria autora.

Para finalizacéo do preparo das formulacdes, foi feita a determinacéo do pH
de cada um dos géis (gel 1 e gel 2) com auxilio de um peagametro digital de
bancada Q402M QUIMIS® calibrado. Nenhuma das formulacdes necessitou de
ajustes com outros excipientes pois ja estavam com pH préximo da neutralidade
(gel 1 = pH 6,7; gel 2 = pH 7,2) e longe do pH critico bucal (pH 5,5). As trés
formulacdes (gel 1, gel 2 e base gel), ap6s manipuladas, foram armazenadas em
recipientes individuais plasticos estéreis, identificados com nome e data de

fabricacao (Figura 3).
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Figura 3. Géis armazenados em frascos plasticos estéreis, identificados e com data de
fabricacéo.

Fonte: Propria autora.

4.2 ETAPA B - Caracterizacdo dos géis

Com as formulacdes finalizadas, realizou-se a caracterizacao dos géis. Para
tanto, foram verificadas as caracteristicas organolépticas das amostras: cor,
consisténcia, aspecto e odor. Também foram analisados como parametros fisico-

guimicos os valores de pH, viscosidade e densidade dos géis.

No Laboratério de Farmacia da Faculdade Anhanguera Regional Joinville
foram realizados os testes para determinar os valores de pH. Foram realizados
trés métodos diferentes para determinar o pH de cada gel (Figura 4). O primeiro
meétodo consistiu ha medi¢cdo dos valores de pH através de um peagametro digital
de bancada Q402M QUIMIS® calibrado. O segundo método foi realizado com um
peagametro digital de bolso PH-009 também calibrado. Para calibracdo dos dois
aparelhos, utilizaram-se as solucdes padrédo de pH 6,86 e pH 4,00, conferindo
sensibilidade ao equipamento. ApoOs calibracdo, nos dois métodos com
peagametro foram inseridos o eletrodo do aparelho lentamente na solucéo
(evitando bolhas de ar) até o valor indicado se estabilizar. Para limpar o eletrodo
utilizou-se 4gua destilada e papel absorvente. E o terceiro método utilizaram-se
fitas indicadoras de pH REF 92110 Macherey-Nagel®. Cada fita foi submergida
por um minuto na solucéo e depois compararam-se as cores das fitas de pH com
uma escala de cores (presente na embalagem das fitas) e seus valores

correspondentes. Os trés meétodos foram aplicados com as solugdes em
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temperatura de 23°C = 2°C. As medicOes de pH foram realizadas em quatro
tempos diferentes: no dia em que os géis foram preparados (logo apds os
preparos) e uma vez a cada semana, totalizando quatro medicdes (1° dia, 8° dia,
15° dia e 22° dia).

Figura 4. Equipamentos utilizados para determinacdo de valores de pH dos produtos. A)
Peagametro digital de bolso PH-009. B) Peagametro digital de bancada Q402M QUIMIS®.

|
‘1

Fonte: Propria autora.

O teste de viscosidade foi realizado apenas para caracterizacdo dos
produtos, sendo feito uma Unica vez. Ele foi realizado no Laboratério de Quimica
do Centro Universitario Unisociesc Joinville, no sexto dia apés preparo das
formulagGes. Foi utilizado o Viscosimetro de Brookfield BrasEq ® Modelo RVT, o
qual verifica a viscosidade dinamica de um fluido, em diferentes valores de
rotacdo, caracterizando-o de forma reologica (fluidos newtonianos, fluidos néo
newtonianos pseudoplasticos ou fluidos ndo newtonianos reopaticos) (GABAS;
MENEZES; TELIS-ROMERO, 2012). O equipamento possui varios discos
(spindles) de diferentes tamanhos para realizar a leitura em diversos fluidos
(Figura 5).
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Figura 5. Viscosimetro de Brookfield. A) Spindles disponiveis para uso no equipamento. B)
Spindle RV n° 05 utilizado nos dois géis com o viscosimetro. C) Escala do equipamento utilizada
para analisar a viscosidade dos géis, de acordo com o spindle n° 05.

Fonte: Propria autora.

Para a selecéo do spindle mais adequado aos géis, consideraram-se valores
entre 80% a 20% da leitura que o equipamento determina, o qual relaciona o
modelo com a velocidade de rotacao e o rotor escolhido. Nos dois géis utilizou-se o
spindle da série RV n°05. Apds calibracdo do equipamento, foi usado um béquer
com quantidade de gel suficiente para submergir o spindle até a marca indicada
no seu eixo, evitando a formacdo de bolhas que pudessem interferir no teste
(Figura 6). Quando acionado, o equipamento gira o spindle em velocidade
constante e uniforme. Foram realizadas andlises da viscosidade com os valores
de rotacdo de 10rpm, 20rpm, 50rpm e 100rpm; tendo como temperatura dos géis
25°C. As leituras no aparelho foram feitas sempre apds estabilizacdo do valor
indicado. Apds anotacao de todos os valores determinados pelo equipamento em
todas as rotacfes, utilizou-se uma escala propria do equipamento do spindle RV

n°05 para verificar a viscosidade dindmica de cada gel.
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Figura 6. Viscosimetro de Brookfield. A) Verificagdo das rotagdes por minuto do equipamento
pelo spindle n° 05 no gel 2. B) Verificacdo das rotagdes por minuto do equipamento pelo spindle
n° 05 no gel 1.

Fonte: Propria autora.

No Laboratério de Controle de Qualidade Farmacéutica da UEPG a
densidade relativa dos produtos foi determinada para caracterizacdo dos
produtos, pelo método da Picnometria (Figura 7). O teste foi realizado no mesmo
dia em que foram preparadas as formulacdes. Para determinar a massa do
picndmetro utilizou-se uma balanca analitica AY220 Shimadzu®. O picndmetro
vazio foi pesado e depois colocou-se agua destilada no seu interior até seu total
preenchimento. Pesou-se o picndmetro novamente para determinar a massa da
agua destilada. Para pesar os geis, inseriu-se o Gel 1 com uma pipeta Pasteur
até completar o picndmetro e o pesou. Fez-se 0 mesmo processo com o Gel 2,
apoés limpeza do picnédmetro, identificando a massa do gel de Triclosan. Para cada

produto utilizado (agua destilada, Gel 1 e Gel 2) foi obtido a massa pela equacgéao:

Massa do produto (g) = Massa do picndmetro com o produto (g) — Massa do

picndmetro vazio (g)



47

A 4gua destilada e os dois géis estavam na temperatura de 25°C e todos os
valores foram anotados para o calculo final das densidades, a qual utiliza a

seguinte equacao:

Densidade do gel (g/mL) = Massa do gel (g) / Massa da &gua destilada (mL)

Figura 7. Picnometria. A) Pesagem realizada numa balanga analitica referente ao picnémetro
contendo agua destilada em seu interior. B) Pesagem realizada numa balanga analitica referente
ao picnémetro contendo o gel 2 em seu interior. C) Pesagem realizada numa balanga analitica
referente ao picnémetro contendo o gel 1 em seu interior.

Fonte: Propria autora.
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4.3 ETAPAC

4.3.1 Propriedade antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana, no Laboratério de Microbiologia da
UEPG, foi realizada a técnica do poco-difusdo investigando o perfil de
sensibilidade in vitro aos géis e aos colutdrios de digluconato de clorexidina
0,12% (Periotrat®) e de Triclosan 0,03% (Dental Clean®) de quatro cepas:
Escherichia coli ESBL+ (ATCC® 35218), Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606),
Klebsiella pneumoniae (ATCC® 25955 KP) e Staphylococcus aureus (ATCC® 25923);
as quais sao comuns em infec¢des do trato respiratério em pacientes internados.

Antes da aplicacdo da técnica de poco-difusdo, foi necessério a realizacdo
de culturas frescas das cepas adquiridas (Figura 8).

Figura 8. Cultura das cepas frescas dos microrganismos comerciais: Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 25955 KP), Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606),
Escherichia coli ESBL+ (ATCC® 35218).

Fonte: Propria autora.
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Os discos das cepas comerciais foram introduzidos em tubos de ensaio
estéril com tampa de rosca (13x100mm) contendo caldo Mueller Hinton estéril e
foram mantidos em estufa a 37°C por 48h. Apos 48h, foi preparado meio de cultura
agar Mueller Hinton (de acordo com as recomendacdes do fabricante) e esterilizado
em autoclave adequada. Foram distribuidos, entdo, 45mL de meio de cultura em
placas de Petri de vidro estéreis (60x15mm) com auxilio de tubo tipo Falcon
graduado estéril. Apos a solidificacdo do meio, foram coletados 100uL da solugao
das cepas comerciais com uma micropipeta e dispensados nas placas de Petri,
realizando a semeadura com alca de platina flambada ao rubro. Colocaram-se as
placas de Petri em estufa a 37°C por 24h. As placas de Petri foram removidas da
estufa, apds o periodo de incubacao, e as colbnias crescidas foram confirmadas
por meio da técnica de coloracdo de Gram.

Para iniciar a técnica do poco-difusdo propriamente dito, foi utilizado o meio
de cultura agar Mueller Hinton (com seu preparo de acordo com as recomendacdes
do fabricante), esterilizando em autoclave adequada o meio de cultura em placas
de Petri descartaveis de Poliestireno estéreis sem divisérias (150x15mm). ApGs
esterilizacdo, com o auxilio de um tubo tipo Falcon graduado estéril, verteram-se
60mL de meio em cada placa.

Na semeadura das placas, foi necessario preparar indculos para padronizar
a quantidade de microrganismos utilizados em cada placa de Petri. Desta forma,
optou-se por utilizar a escala de McFarland, a qual padroniza a amostra pela
comparacao visual da turvacdo de uma suspensdo bacteriana. A escala de
McFarland foi confeccionada de acordo com as normas preconizadas pela
ANVISA e pela CLSI (CLSI, 2003), obtendo turbidez correspondente a 0,5 que
indica aproximadamente 1,5x108 UFC/mL. No preparo dos inéculos foram
utilizados tubos de ensaio de vidro estéril (com tampa de rosca) contendo 10mL
de solucgdo salina estéril. Adicionou-se uma al¢cada de uma das cepas frescas em
um dos tubos e agitou-o em vortex para homogeneiza¢édo da solucdo. Quando a
turvacdo da solucdo bacteriana estava semelhante a turvacdo da escala de
McFarland, foram coletados 100uL da solugdo com auxilio de uma micropipeta e
dispensados no centro da placa de Petri com o meio de cultura ja solidificado.
Foram feitas, entdo, as semeaduras com auxilio de swab estéril pela técnica da

placa cheia com cada uma das cepas determinadas na quantidade padronizada.
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Apos semeadura, foram realizadas cinco cavidades (espalhadas pela placa)
com cerca de 9mm de diametro com ponteiras azuis de micropipeta esterilizadas.
Em cada poco foi inserido um produto diferente: colutério de Triclosan, colutério

de digluconato de clorexidina, Gel 1, Gel 2 e base do gel (Figura 9).

Figura 9. Placa de Petri jA semeada com os cinco po¢gos compostos por produtos diferentes:
colutério de Triclosan, colutério de Digluconato de Clorexidina, Gel 1, Gel 2 e base do gel.

Fonte: Propria autora.

Foram gotejadas trés gotas (equivalente a 150uL) de cada produto com
auxilio de pipetas Pasteur descartaveis estéreis. Para cada cepa, foram utilizadas
10 placas de Petri. Além das quatro cepas, foram realizados controles negativos
e de esterilidade, para confirmar auséncia de crescimento de microrganismos. O
controle negativo foi feito com mais 10 placas, sem realizar a semeadura, apenas
com as cavidades e os produtos. As placas de Petri foram colocadas em estufa a
37°C por 24h, para serem analisadas a partir do halo de inibigdo formado em volta
de cada poco. Os halos serdo mensurados quando bem definidos (sem
microrganismos em seu interior) com auxilio de régua milimetrada.
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4.3.2 Citotoxicidade

Os testes de cultura de célula e viabilidade celular para verificar presenca
ou ndo de citotoxicidade foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura Celular
do Programa de PoOs-graduacdo em Odontologia da UEPG. Inicialmente, foi
realizada a cultura de células com o cultivo de Fibroblastos 3T3 (Banco de células
do Rio de Janeiro, Brasil) em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (DMEM/F-
12, Sigma Chemical Company, St Louis MO, EUA) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) em frascos de cultura armazenados em ambiente umidificado a
37°C com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 48h, sendo que as células
apresentaram tempo de dobramento de dois dias. Apos a confluéncia da
monocamada celular, as células foram lavadas com solucdo de Phosphate Buffered
Saline (PBS) estéril (preparado de acordo com as normas da ANVISA) (ANVISA,
2004). Para que houvesse o desprendimento dos fibroblastos, a garrafa foi incubada
por cinco minutos com 3mL de tripsina 0,25%. Quando as células se soltaram do fundo
do frasco (o que foi determinado pela observacdo em microscopia de contraste de
fase), adicionou-se volume igual de DMEM a 10% de SFB. Realizou-se, entdo, a
homogeneizac¢éo das células e a suspenséo celular gerada foi transferida para outros
frascos.

Antes da realizacdo de cada experimento, as células foram contadas para
determinacao da proporcédo de células por poco a ser utilizada. Para a contagem das
células, a suspensao celular foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. O pellet
celular foi ressuspendido em 1mL de DMEM a 1% de SFB e foram acrescentados
10uL da suspenséo celular em 10uL de solugéo de azul de Tripan. Realizou-se, entéo,
a contagem das células em camara hemocitométrica de Neubauer (Figura 10),
verificando o numero de células presentes na suspensao de 1mL pela multiplicacdo
entre o nimero de células contadas, o fator de diluicdo (2) e por 104, conforme a

equacao:

N° DE CELULAS (em 1mL) = N° DE CELULAS CONTADAS x 2 x 104
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Figura 10. Contagem de células na cAmara hemocitométrica de Neubauer.

Fonte: Propria autora.

Foi realizado teste de esterilidade com as amostras do Gel 1, Gel 2 e base dos
géis como controle negativo (CN), antes de iniciar o teste de viabilidade celular.
Utilizaram-se tubos de Falcon de 4mL contendo extratos de cada gel. Os extratos
foram preparados com DMEM a 1% SFB e uma porgéo de cada gel. Este teste foi
realizado apenas para verificar se o material estava sem contaminagao, por isso sem
necessidade de padronizacdo da quantidade da amostra. Os tubos preparados foram
mantidos em estufa a 35°C por sete dias, onde verificou-se a auséncia de turvacao
durante este periodo, caracterizando a esterilidade do material (Figura 11). Para
confirmacdo da esterilidade, realizou-se ainda teste microbiol6gico, onde foram
preparadas placas de Petri de vidro estéreis (60x15mm) com meio de cultura agar
Brain Heart Infusion (BHI) (uso de acordo com as recomendaces do fabricante). Apos
a solidificacdo do meio, foi mergulhado um swab estérii em um dos extratos
preparados e realizada a técnica da placa cheia. Utilizou-se uma placa de Petri para
cada produto, colocando-as em estufa a 37°C por 48h. Da mesma forma, ndo houve
crescimento de microrganismos, demonstrando que 0s materiais poderiam ser

utilizados no teste de viabilidade celular (Figura 12).
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Figura 11. Teste de esterilidade: tubos de Falcon compostos por extrato dos géis ap6s sete dias
em estufa, com auséncia de turvagao.

Fonte: Propria autora.

Figura 12. Teste de esterilidade. Placas de Petri contendo cada produto, apés 48h em estufa.
Auséncia de crescimento microbiano.

Fonte: Propria autora.

Para avaliar o tratamento com 0s géis e sua base na viabilidade celular de
fibroblastos 3T3, foram realizados os ensaios de Dimetiltiazol difenil tetrazolium (MTT)

e de Vermelho Neutro (VN). Para tanto, foram preparados extratos dos géis, agora
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padronizados. Para cada produto foram realizados quatro extratos de concentracoes
diferentes (100%, 50%, 25% e 12,5%) (Figura 13). Na concentracdo de 100% foram
pesados 1g de gel para 1mL de DMEM a 1% SFB. Para a concentracdo de 50%,
pesaram-se 0,59 do produto desenvolvido para 1mL do meio de cultura. Em 25% de
concentragdo foram pesados 0,25g de gel por mL de meio, bem como na
concentracao de 12,5% pesaram-se 0,125g de gel para 1mL de meio de cultura. Cada
extrato foi realizado em um tubo de Falcon estéril de 4mL. Os géis permaneceram em

contato com o meio de cultura por 24h, em incubadora e CO2 a 35°C.

Figura 13. Extratos de um dos produtos nas quatro concentracdes pré-determinadas (100%,
50%, 25% e 12,5%).

-~
-3

Fonte: Propria autora.

O teste de MTT é uma técnica baseada na capacidade que a enzima succinato
desidrogenase tém de converter o sal de tetrazolium (amarelado) em cristais de
formazan (de cor azul escura ou purpura). Esta enzima esta presente nas mitocondrias
de células viaveis, portanto o teste de MTT indica atividade mitocondrial e
consequente viabilidade celular (GALDINO et al, 2014). Para o teste de MTT, os

fibroblastos 3T3 foram plagueados na proporcéo de 10* células/poco em placas de 96
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pocos com DMEM a 1% de SFB. Apoés 24h de incubacédo das placas a 5% de CO: e
37°C, o meio foi removido e adicionado DMEM a 1% SFB com os géis e sua base nas
concentracbes pré-determinadas, sendo cada concentracdo adicionada em
quadruplicata. Pogos que receberam apenas DMEM a 1% SFB sem tratamento foram
utilizados como controle. Apo6s a incubacao das células com o tratamento pelo periodo
determinado (24h e 48h), o sobrenadante dos pogos foi removido e foi aplicado 200uL
de solucdo de MTT a 0,5mg/mL. As placas foram mantidas por 3h em incubadora de
COs2. Decorrido o tempo de incubacao, o contetdo da placa foi descartado e o corante
foi removido com a inser¢cao de 200uL de etanol em cada poco. A placa foi colocada
em um agitador de placas por 10min, sendo seu contetdo lentamente homogeneizado
dissolvendo os cristais.

A leitura da absorbancia dos pocos da placa foi realizada em um leitor de
microplaca por espectrofotometria (BioTek®, Winooski, VT, EUA) com comprimento
de onda de 570nm. Apds a obtencdo dos valores de absorbancia, foi calculada a
viabilidade celular dos fibroblastos 3T3 que receberam os diferentes tratamentos,
guando comparados ao grupo controle. Foram considerados com viabilidade celular
de 100% aqueles pocos que receberam apenas DMEM a 1% de SFB.

Para o ensaio VN, foi utilizado o corante vermelho neutro que apresenta a
capacidade de penetragcdo em membrana celular de células vivas. Ele se difunde e se
concentra nos lisossomos. Quando células pré-expostas ao corante entram em
contato com substancias citotéxicas do produto, ha a diminuicdo da capacidade de
reter o corante vermelho neutro. Este ensaio pode fazer a distincdo entre células
viaveis, danificadas e mortas, baseado na capacidade que os lisossomos celulares
tém de absorver o corante (REPETTO et al, 2008). Para isso, os fibroblastos 3T3
foram plagueados na proporcdo de 10* células/poco em placas de 96 pogos com
DMEM a 1% de SFB. Apos 24h de incubacéo das placas a 5% de CO:z e 37°C, 0 meio
foi removido e adicionado DMEM a 1% SFB com os géis e sua base nas
concentracbes pré-determinadas, sendo cada concentracdo adicionada em
quadruplicata. Pocos que receberam apenas DMEM a 1% SFB sem tratamento foram
utilizados como controle em uma outra microplaca. Os testes foram realizados em 24h
e 48h.

Apés a incubacao das células com o tratamento pelo periodo determinado (24h

e 48h), o sobrenadante dos pocos foi removido e foram aplicados 200uL de solugéo
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de VN a 0,5% em DMEM a 1% de SFB sobre as células. A incubacédo das placas foi
realizada por 3h em incubadora de COz:.

Decorrido o tempo de incubacao, o sobrenadante foi descartado, os pogos foram
lavados com solucéo de formaldeido e CaClz, e foram pipetados 200uL de solugao de
acido acético e etanol. A placa foi colocada em um agitador de placas por 10min,
sendo seu conteudo lentamente homogeneizado dissolvendo o corante.

A leitura da absorbéancia dos pocos da placa foi realizada em um leitor de
microplaca por espectrofotometria (BioTek®, Winooski, VT, EUA) com comprimento
de onda de 540nm.

Apoés a obtencéo dos valores de absorbancia, foi calculada a viabilidade celular
dos fibroblastos 3T3 que receberam os diferentes tratamentos, quando comparados
ao grupo controle. Foram considerados com viabilidade celular de 100% aqueles
poc¢os que receberam apenas DMEM a 1% de SFB.

4.3.3 Propriedade hidratante

Para verificar a propriedade hidratante do Gel 1, do Gel 2 e da base gel foram
utilizadas células da mesma linhagem (fibroblastos 3T3). O teste foi realizado com
base nos estudos de OTA et al. (2012). As células foram cultivadas em seis placas de
96 pocos com soro fetal bovino a 10% em Meio Minimo Essencial de Eagle (E-MEM,
ATCC 30-2003) a 37°C sob 5% de CO2. Para realizar o tratamento das células,
aplicou-se o ensaio de MTT em dois grupos: grupo 1 (aplicacdo dos géis como
prevencdo, antes do ressecamento) e grupo 2 (aplicacdo dos géis como tratamento,
apos o ressecamento induzido). A intencéo de se realizar o grupo 1 foi verificar se os
géis apresentaram propriedade preventiva hidratante, diferente do grupo 2 que teve o
objetivo de identificar propriedade hidratante terapéutica. O tratamento foi mantido
num periodo de 15min para todos os grupos. Para o ressecamento, cada placa teve
um tempo diferente: 7min, 14min e 28min (OTA et al, 2012).

No grupo 1 (aplicacdo dos géis como prevencdo, antes do ressecamento),
foram pipetados com auxilio de um pipetador automatico em quadruplicata os
produtos: Gel 1, Gel 2 e base gel, com quantidade suficiente para completar o poco.
Para este grupo utilizaram-se trés placas de 96 pocos. O tempo de tratamento foi de
15 minutos e apés este periodo, aspiraram-se 0s produtos, deixando o conteudo secar

nos tempos diferentes (7min, 14min e 28min) em cada placa. Depois aplicou-se o
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ensaio de MTT em todos os pocos (da mesma forma em que foi descrito no teste de
citotoxicidade) para andlise do resultado de tratamento.

No grupo 2 (aplicacdo dos géis como tratamento, apds 0 ressecamento
induzido), mantiveram-se primeiramente as células secas em cada placa nos
diferentes tempos (7min, 14min e 28min). Apds esses periodos, com auxilio de um
pipetador automatico em quadruplicata os produtos foram aplicados como tratamento:
Gel 1, Gel 2 e base gel, com guantidade suficiente para completar o poco, da mesma
forma. O tempo de tratamento também foi de 15 minutos e apds este periodo,
aspiraram-se os produtos, aplicando-se o ensaio de MTT em todos 0s pocos (da
mesma forma em que foi realizado no teste de citotoxicidade) para analise do
resultado de tratamento.

As taxas de sobrevivéncia de células foram medidas em uma microplaca de
espectrometro (Gemini XPS; Devices Molecular, San Jose, CA, EUA) com absorcao
de 560nm e comprimento de onda de 590nm. Os resultados foram obtidos em valores

de absorvancia, convertidos para porcentagem de viabilidade celular.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados por meio de estatistica descritiva e
dos testes estatisticos especificos, considerando-se o nivel de significancia de
5%. Todos os calculos foram realizados com o programa estatistico BioEstat
versao 5.3 (Belém - Para, Brasil).

Nos testes de citotoxicidade foi usada a andlise de variancia, a qual
comparou a viabilidade celular em 24h e 48h de cada um dos produtos (base do
gel, Gel 1 e Gel 2 em diferentes concentragdes) com o grupo controle; seguido
do teste de Tukey quando houve significancia estatistica.

Para o teste microbiologico, verificaram-se os valores encontrados dos halos
de inibicdo, realizando cruzamento entre os valores do Gel 1 e do colutorio de
clorexidina, seguido do cruzamento do Gel 2 e do colutério de Triclosan. Essas
andlises foram feitas pelo teste de Mann-Whitney (teste ndo paramétrico para
amostras independentes).

Em relacéo ao teste de hidratacéo pelo ensaio de MTT, os resultados foram
analisados por dois testes estatisticos. O teste estatistico Kruskal-Wallis foi
utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular gerada entre os
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produtos (Gel 1, Gel 2 e controle negativo) em cada tempo estipulado (7min,
14min e 28min) nos dois grupos. Com as porcentagens de viabilidade de cada
produto, realizaram-se os cruzamentos do Gel 1 com Gel 2, da base com o0 Gel 1
e da base com Gel 2 pelo teste estatistico Student-Nesman-Keuls, para verificar

diferencas entre cada produto.
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5. RESULTADOS

5.1 Formulacbes
Com os estudos de pré-formulacéo criaram-se as formulagdes de dois géis de
principios ativos antissépticos diferentes: digluconato de clorexidina 0,12% e Triclosan
0,03%. Incluiu-se também como principio ativo nos dois produtos o D-pantenol 5%
como hidratante. Além dos principios ativos, as formulacdes apresentam diferentes
excipientes que proporcionam a cada produto vantagens e caracteristicas
importantes. E possivel identificar a concentracdo e a funcdo de cada componente

das formulacfes desenvolvidas no Quadro 3.

Quadro 3. Identificacdo dos componentes de cada gel desenvolvido com suas concentracdes e suas
funcbes dentro das formulacdes.

COMPONENTE GEL 1 GEL 2 FUNCAO NA FORMULACAO
Digluconato de clorexidina 0,12% - Antimicrobiano
Triclosan - 0,03% | Antimicrobiano
D-Pantenol 5% 5% Hidratante

Polimero que promove viscosidade
HPMC 2% 2% a formulacao e liberacdo controlada
do farmaco

Polimero mucoadesivo solubili-
PEG 4000 2% 2% zante, umectante, hidratante,
estabilizante

Propilenoglicol 7% 7% Polimero solubilizante e hidratante
Acessulfame sédico 0,2% 0,2% Edulcorante
Esteviosideo 0,5% 0,5% Edulcorante natural
Flavorizante de menta 4% 4% Flavorizante/Saborizante
gsp. asp.

Agua purificada Veiculo, solvente

100g 100g

Fonte: Propria autora.
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Os excipientes foram utilizados na mesma proporcdo para os dois géis,
mantendo suas bases semelhantes. Para proporcionar a viscosidade e aspecto de
gel, utilizou-se o HPMC. Ele também fara a liberacéo controlada dos farmacos sobre
a superficie aplicada. Assim como o HPMC, foram utilizados mais dois polimeros: o
PEG 4000 e o propilenoglicol. O PEG 4000 foi incluso para proporcionar
mucoadesividade, auxiliar na umidade e hidratacdo bucal, bem como estabilizar o
produto. O propilenoglicol também auxilia na hidratagdo, mas sua funcao principal na
formulagéo é solubilizag@o. Ainda em relacdo a hidratacdo e umidade bucal, incluiu-
se o xilitol. Este tera funcdo também de conservar e de proporcionar sabor adocicado
ao produto. O acessulfame sodico e o0 esteviosideo também fazem parte dos
componentes que proporcionam sabor doce a formulagdo. O flavorizante de menta
esta presente para melhorar o sabor das formulacdes. Como veiculo e solvente foi

utilizada a agua purificada. As formula¢gdes ndo apresentam alcool e nem corantes.

5.2 Caracterizacao dos géis
Os dois géis preparados foram primeiramente identificados pelas suas
caracteristicas organolépticas, as quais foram descritas no Quadro 4.

Quadro 4. Caracteristicas organolépticas do Gel 1 (gel de clorexidina 0,12%) e do Gel 2 (gel de
Triclosan 0,03%) identificadas ap6s preparo das formulacdes.

COR Branco Bege claro
ODOR Esséncia de menta Esséncia de menta
ASPECTO Uniforme Uniforme
CONSISTENCIA Gel fluido Gel fluido

Fonte: Propria autora.

Os dois produtos se apresentaram como formulacdes de forma farmacéutica
semi-solida (gel). O Gel 1 apresentou coloracdo branca, de odor especifico de
esséncia de menta (a qual foi utilizada na formulag&o), aspecto uniforme (homogéneo)
e com consisténcia de gel fluido (Figura 14). O Gel 2 se diferenciou do Gel 1 durante
a observacao visual apenas na caracteristica organoléptica relacionada a cor (bege
claro) (Figura 15). As outras caracteristicas permaneceram semelhantes as do Gel 1.
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Figura 14. Caracterizacéo organoléptica. Produto caracterizado como forma farmacéutica semi-sélida,
com consisténcia de gel fluido.

Fonte: Propria autora.

Figura 15. Caracterizacdo organoléptica. A) Gel 1 — cor branco, de aspecto uniforme. B) Gel 2 — cor
bege claro, de aspecto uniforme.

Fonte: Propria autora.

Para caracterizacado também foram realizados testes fisico-quimicos com cada

gel, sendo apresentados seus resultados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos Gel 1 (gel de clorexidina 0,12%) e Gel 2 (gel de Triclosan
0,03%) com seus determinados valores, de acordo com o padréo estabelecido no quadro (variacdo de
viscosidade pelas rpm empregadas, pH e densidade iniciais dos géis).

CARACTERISTICAS

FISICO-QUIMICAS GEL1 GEL 2
pH INICIAL 6,7 7.2
DENSIDADE 1,0379 g/mL 1,0331 g/mL
VISCOSIDADE 6800-3660 cP 6200-3360 cP

Fonte: Propria autora.

Para caracterizacdo fisico-quimica dos dois géis fluidos, analisaram-se
primeiramente os valores de pH, pelos dois métodos diferentes, para confirmacao dos
valores (peagametro digital de bancada e peagametro digital de bolso). Os valores de
pH entre os dois métodos utilizados para verificar o pH exato dos produtos nao
demonstraram alteracdes com a empregabilidade dos métodos em um mesmo gel.
Desta forma, foram comparados os valores de pH de cada gel entre o periodo
estabelecido (1° dia, 8° dia, 15° dia e 22° dia) (Grafico 1).

Gréfico 1. Valores de pH dos géis 1 e 2 em quatro periodos diferentes (1° dia, 8° dia, 15° dia e 22° dia).
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Fonte: Propria autora.

Observam-se que os dois géis tiveram decréscimo dos valores de pH durante os
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dias corridos. O Gel 1 variou entre os valores de pH 6,7 (1° dia), pH 6,7 (8° dia), pH
6,5 (15° dia) e pH 6,2 (22° dia). Os valores encontrados para o Gel 2 foram pH 7,2 (1°
dia), pH 6,9 (8° dia), pH 6,6 (15° dia) e pH 6,3 (22° dia).

No viscosimetro de Brookfield, com o spindle da série RV n° 05, obtiveram-se as
viscosidades em velocidades fixas (rotagcdes por minuto realizadas pelo spindle). Na
velocidade de 10rpm o Gel 1 apresentou viscosidade de 6800cP e o Gel 2 o valor de

6200cP (Graéfico 2), por exemplo.

Gréafico 2. Viscosimetro de Brookfield. Gréafico da viscosidade (cP) dos géis pela velocidade (rpm) pré-
determinada do spindle da série RV n° 05.
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Fonte: Propria autora.

Essas viscosidades ndo se alteraram numa mesma velocidade com o passar do
tempo. Porém, conforme aumentavam-se as rotagées por minuto, a viscosidade dos
géis diminuia. Desta forma, os dois geéis formulados foram caracterizados como fluidos
nao newtonianos pseudoplasticos.

A Ultima caracteristica fisico-quimica utilizada para caracterizar os géis foi a
densidade, realizada pela técnica da Picnometria. Utilizou-se um picnémetro vazio de
massa 23,0673g, no qual apresentou massa correspondente a 56,8872g quando
cheio de agua destilada, obtendo a massa da agua destilada de 33,8199g. Com 0 uso

das equacodes, verificou-se que o Gel 1 pesava 35,1049 (picnémetro com Gel 1

58,1713g) e o Gel 2 correspondia a massa de 34,9404g (picndmero com Gel 2
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58,00779). Desta forma, a densidade do gel 1 é de 1,0379g/mL e a densidade do gel
2 € de 1,0331g/mL.

5.3 Teste microbioldgico

No teste microbioldgico, primeiramente verificou-se a presenca ou ndo de halos
de inibicdo. As placas de Petri correspondentes ao controle negativo nao
apresentaram crescimento de microrganismos e nem halos de inibicdo (Figura 16).
Nas placas semeadas com Staphylococcus aureus (ATCC® 25923), os pocos
contendo o colutério de Triclosan e o gel de Triclosan ndo apresentaram halos
definidos. Houve uma diminuicao da quantidade de microrganismos proximo a esses
pocos, mas ndo foi possivel mensurar cada halo, pois em seu interior ainda
permaneceram colbnias. Em relacdo aos pog¢os que apresentavam a base do gel, os
halos de inibicho ndo estavam bem definidos nas placas semeadas com
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 25955 KP) e
Acinetobacter baumanii (ATCC® 19606), pois ainda existiam microrganismos em seu
interior. Apenas nas placas semeadas com Escherichia coli ESBL+ (ATCC® 35218)
formaram-se halos de inibicdo com a base do gel. Nas demais placas semeadas,
todos os pocos que continham Gel 1, Gel 2 e os colutérios apresentaram halos de

inibicdo. Todos os halos ndo definidos foram considerados inexistentes.

Figura 16. Controle negativo. Placa de Petri com auséncia de microrganismos e halos de inibigdo ao
redor dos pocos de cada produto.

Fonte: Propria autora.
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O diametro de cada halo de inibicdo encontrado foi mensurado, obtendo-se a
meédia (em milimetros) entre as placas, de acordo com cada grupo e cada substancia
utilizada. Também foram verificados os valores do desvio padréo entre as placas
utilizadas de cada microrganismo. Os valores de cada grupo estao representados na
Tabela 2.

Tabela 2. Faixa de valores dos halos de inibicdo presentes nas placas de Petri, de acordo com cada
microrganismo semeado e os diferentes antimicrobianos utilizados.

GRUPOS - faixa de valores em milimetros (média / desvio padr3o)

Staphylococcus Klebsiella Acinetobacter Escherichia
PRODUTOS CONTROLE aui‘u); (ATCC® pneumoniae baumanii coli ESBL+
NEGATIVO 25923) (ATCC® (ATCC® 19606) (ATCC®
25955 KP) 35218)
Aus.enaa de Auséncia de halos Auséncia de Auséncia de 13-15
Base do gel crescimento de . halos de halos de
. . de inibigdo. - - (13,7 /0,67)
microrganismos. inibicdo. inibicdo.
Colutériode ~Auséndade 19-21 15-17 15-16 17-22
o crescimento de
clorexidina . . (19,8 /0,63) (16,0/0,81) (15,5/0,53) (18,5/1,35)
microrganismos.
0,12%
GEL1 Auséncia de 24-26* 18-20% 18-19* 19-21*
. crescimento de
(clorexidina . . (25,1/0,74) (18,9/0,74) (18,1/0,32) (20,4 /0,84)
microrganismos.
0,12%)
Colutério de Aus'enaa de - Auséncia de 20-25 15-22 20-26
) crescimento de e
Triclosan . . halos de inibigao. (21,8/1,62) (16,9 / 2,33) (22,0/ 2,54)
microrganismos.
0,03%
GEL2 Auséncia de - Auséncia de 26-28%* 19-25%* 23-28%*
i crescimento de N
(Triclosan . . halos de inibigdo. (27,2 /0,63) (21,2 / 2,25) (25,2 /1,62)
0,03%) microrganismos.

Nota: *p<0,05 — Gel 1 X Colutério de Clorexidina (Teste Estatistico Mann-Whitney).
**p<0,05 — Gel 2 X Colutério de Triclosan (Teste Estatistico Mann-Whitney).

Fonte: Prépria autora.

Na tabela 2, observam-se os produtos utilizados em cada poco e seus halos de
inibicdo de acordo com cada microrganismo semeado. No grupo Staphylococcus
aureus (ATCC®25923), houveram halos de inibicdo nos pocos de clorexidina (colutério
e Gel 1), onde o poco do gel apresentou valores de halos entre 24-26mm, diferente
dos valores encontrados com o colutério. Nas placas semeadas com Klebsiella
pneumoniae (ATCC®25955KP), os maiores halos encontrados foram com os produtos
gue continham Triclosan (Gel 2: 26-28mm; colutério de Triclosan: 20-25mm), seguidos
do Gel 1 e do colutério de clorexidina. Pelo grupo Acinetobacter baumanii

(ATCC®19606), o Gel 2 se mostrou com halos maiores quando comparado com o
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colutério de Triclosan, assim como o Gel 1 apresentou valores acima dos encontrados
com o colutério de clorexidina. Em relagéo a Escherichia coli ESBL+ (ATCC®35218),
com excecao da base, os géis apresentaram faixa de valores coincidentes com alguns
valores diferentes comparando cada produto: Gel 2 (23-28mm) e colutdrio de triclosan
(20-26mm); Gel 1 (19-21mm) e colutdrio de clorexidina (17-22mm).

Primeiramente comparou-se a efetividade microbiana entre os produtos com
clorexidina, onde o Gel 1 se mostrou mais efetivo do que o colutério, com diferencas
estatisticamente significativas em todos os microrganismos utilizados. Quando se
compararam os produtos contendo Triclosan, pode-se observar que o Gel 2 teve maior
efetividade microbiana estatisticamente significante do que o colutério, sobre
Klebsiella pneumoniae (ATCC®25955KP), Acinetobacter baumanii (ATCC®19606) e
Escherichia coli ESBL+ (ATCC®35218).

5.4 Citotoxicidade

Primeiramente realizou-se a analise da morfologia celular. Os tratamentos de
24h e 48h foram semelhantes. O controle realizado apresentou-se com morfologia
celular padrdo (fibroblastos com seu formato alongado e seus prolongamentos
considerados normais) (Figura 17). Com o uso da base do gel como controle negativo,
observaram-se alteracdes morfologicas leves em todas as concentragbes, com
acentuacdo do aspecto alongado dos prolongamentos citoplasmaticos celulares
(Figura 18 e Figura 21). Da mesma forma comportou-se o gel de Triclosan (Gel 2),
com alteracdes leves da morfologia celular em todas as concentracdes (Figura 19 e
Figura 22). Diferente dos demais, o gel de clorexidina (Gel 1) demonstrou alteracdes
celulares severas, indicativas de apoptose celular, também em todas as
concentracbes preparadas. Os fibroblastos perderam seu formato alongado,
apresentaram prolongamentos menos pronunciados e tiveram alteragao de contraste
dos seus limites. O aspecto de células arredondadas que se soltaram do frasco indica
a perda de prolongamentos celulares e o processo de apoptose celular (Figura 20 e
Figura 23).
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Figura 17. Morfologia celular do grupo controle (sem tratamento). Fibroblastos 3T3 com seus
formatos alongados e seus prolongamentos considerados normais.

Fonte: Prépria autora.

Figura 18. Morfologia celular apés 24h de tratamento com o controle negativo. Presenca de leve
alongamento citoplasmatico dos fibroblastos 3T3, nas concentragdes de 100%, 50%, 25% e 12,5% do
produto.

Fonte: Propria autora.
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Figura 19. Morfologia celular apds 24h de tratamento com o gel 2. Presenca de leve alongamento
citoplasmatico dos fibroblastos 3T3, nas concentragdes de 100%, 50%, 25% e 12,5% do produto.

Fonte: Prépria autora.

Figura 20. Morfologia celular ap6s 24h de tratamento com o gel 1. Auséncia de prolongamentos
celulares indicando alterag8es severas e apoptose celular de fibroblastos 3T3, nas concentraces de
100%, 50%, 25% e 12,5% do produto.

Fonte: Propria autora.
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Figura 21. Morfologia celular apés 48h de tratamento com o controle negativo. Presenca de leve
alongamento citoplasmatico dos fibroblastos 3T3, nas concentragfes de 100%, 50%, 25% e 12,5% do
produto.

Fonte: Propria autora.

Figura 22. Morfologia celular apés 48h de tratamento com o gel 2. Presenca de leve alongamento
citoplasmatico dos fibroblastos 3T3, nas concentracées de 100%, 50%, 25% e 12,5% do produto.

Fonte: Propria autora.
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Figura 23. Morfologia celular ap6s 24h de tratamento com o gel 1. Auséncia de prolongamentos
celulares indicando alteracdes severas e apoptose celular de fibroblastos 3T3, nas concentracdes de
100%, 50%, 25% e 12,5% do produto.

Fonte: Propria autora.

Na analise do potencial de citotoxicidade, verificou-se a viabilidade celular com
o0 tratamento das células com os produtos Gel 1, Gel 2 e base do gel nas
concentragdes de 100%, 50%, 25% e 12,5%, em 24h e 48h em fibroblastos 3T3 pelos
ensaios de MTT e VN (Figura 24). Além dos produtos, analisou-se o grupo controle
(apenas o DMEM a 1% SFB sem tratamento).
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Figura 24. Localizag&do de cada produto utilizado em uma placa de 96 pogos para os ensaios de MTT
e VN. Testes realizados em quadruplicata de cada produto (gel 1, gel 2 e CN - controle negativo) nas
concentragdes pré-estabelecidas (100%, 50%, 25% e 12,5%). A) Placa de 96 pocos apés incubacao
por 3h com os tratamentos de MTT e VN. B) Placa de 96 pogcos apés aplicacdo dos eluentes e
imediatamente antes da leitura em leitor de microplaca por espectrofotometria.
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Fonte: Propria autora.

Os testes de viabilidade celular pelo MTT e VN em 24h de tratamento com os

extratos dos géis indicaram resultados parcialmente semelhantes (Figura 25).
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Figura 25. Viabilidade celular em fibroblastos 3T3 pelos métodos MTT e VN no periodo de 24 horas de

incubacéo com os géis de clorexidina (Gel 1), Triclosan (Gel 2) e base do gel nas concentracGes de
100%, 50%, 25% e 12,5%.
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Nota: Os dados foram analisados pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade
celular (n=4). *quando p<0,05 em comparag¢do ao grupo controle.

Fonte: Propria autora.

O Gel 1 (clorexidina) se mostrou mais toxico aos fibroblastos 3T3, pela
diminuicdo acentuada da viabilidade celular quando comparado ao grupo controle. O
extrato do Gel 2 (Triclosan) foi o produto que apresentou o menor impacto na
viabilidade dos fibroblastos, inclusive tendo resultados melhores do que a base do gel.

Os testes de viabilidade celular pelo MTT e VN em 48h de tratamento com o
extrato do Gel 1 indicaram que a viabilidade permaneceu acentuada, demonstrando o

poder citotdoxico da clorexidina em todas as concentracdes utilizadas (Figura 26).
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Figura 26. Viabilidade celular em fibroblastos 3T3 pelos métodos MTT e VN no periodo de 48 horas de
incubacéo com os géis de clorexidina (Gel 1), Triclosan (Gel 2) e base do gel nas concentragfes de
100%, 50%, 25% e 12,5%.
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Nota: Os dados foram analisados pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Dados expressos em média da porcentagem de viabilidade celular
(n=4). *quando p<0,05 em comparag¢do ao grupo controle.

Fonte: Propria autora.

O Gel 2 e a base do gel ndo indicaram efeitos negativos da viabilidade celular.
Diferente dos resultados apresentados em 24h, o extrato do Gel 2 nas concentracdes
de 25% e 12,5%, bem como a base do gel nas concentracdes de 50% e 25%
demonstraram até mesmo um aumento na viabilidade dos fibroblastos. Este resultado
pode indicar uma maior proliferacéo celular em resposta a um agente toxico de baixa

intensidade.

5.5 Hidratacao

Na andlise da propriedade hidratante dos géis, verificaram-se os valores de
viabilidade celular como prevencéo e tratamento para desidratacéo celular induzida,
0s quais estéo identificados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de viabilidade celular média em porcentagem (%) encontrados com a aplicagdo de
cada produto sob as células em funcdo da desidratacdo prévia (tratamento para ressecamento) e da
desidratacdo induzida posteriormente (prevencao ao ressecamento).

Desidratacao posterior — Prevencdo  Desidratacao prévia - Tratamento

Produtos (tempos estabelecidos em minutos) (tempos estabelecidos em minutos)

7min 14min 28min 7min 14min 28min

Gell 28,54 17,72 18,62 29,52 28,02 27,42

Gel 2 57,12 55,3b 47,70 73,40 80,7° 56,6 °

Contrple 19,92 18,62 16,92 28,42 28,72 28,52
negativo

Nota: Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05 — Teste estatistico
Kruskal-Wallis complementado com o teste de Student-Nesman-Keuls).

Fonte: Propria autora.

No Grupo 1, observou-se melhor capacidade preventiva quanto a desidratacao
do Gel 2 principalmente nos tempos de 14min e 28min. Além disso, pode-se perceber
uma tendéncia maior de preservacao celular quanto ao efeito da desidratacdo no
periodo de 7min, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante.

No Grupo 2, identificou-se diferenca estatisticamente significante entre os
valores do Gel 2 e do controle negativo nos trés tempos verificados, demonstrando
um efeito hidratante. Entretanto, o Gel 1 e o controle negativo apresentaram valores
considerados estatisticamente iguais, a um nivel de significancia de 5%.

De forma geral, o Gel 2 apresentou valores maiores de viabilidade celular,
enguanto que os valores encontrados do Gel 1 e do controle negativo se mostraram
bem semelhantes e menores que as porcentagens do Gel 2.
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6. DISCUSSAO

6.1 Formulacao e Caracterizagdo dos géis

Os géis foram estudados e formulados aos pacientes internados, principalmente
intubados, oferecendo-lhes desde controle do biofilme até conforto durante o
internamento, sempre na busca de minimizar riscos de infec¢des, reacdes adversas e
complicacbes. Cada gel foi formulado com os seguintes componentes, buscando suas
respectivas funcgbes: D-pantenol (hidratacdo), HPMC (viscosidade), PEG 4000
(mucoadesividade, hidratacdo e estabilidade), propilenoglicol (solubilizacdo), xilitol
(edulcorante, conservacdo do produto e hidratacdo), acessulfame saodico
(edulcorante), esteviosideo (edulcorante), esséncia de menta (flavorizante) e agua
purificada (solvente).

A formulagdo do Gel 1 apresenta como antimicrobiano o digluconato de
clorexidina que, apesar de apresentar algumas reacfes adversas se utilizado em um
longo periodo ou em altas concentracdes (PEGORARO et al, 2014; BRITO et al, 2012;
LOPES et al, 2016), é considerado por diversos estudos como padrao ouro entre 0s
antissépticos (CASARIN et al, 2012; ARAUJO et al, 2015; SEMENOFF; SEMENOFF-
SEGUNDO; BIASOLI, 2008). Keijser et al (2003) comprovaram que tanto a
concentracdo de 0,12% quanto a de 0,2% (as mais utilizadas entre os antissépticos
bucais) geraram diminuicdo da formacdo do biofilme e melhoraram a condicdo
gengival em pacientes sistemicamente saudaveis, sem apresentar diferencas
estatisticamente significantes entre elas (KEIJSER et al, 2003). Entre as duas
concentracbes, a de 0,12% é a mais indicada quando se associa esse efeito
antimicrobiano a diminuicdo dos efeitos adversos (MOREIRA et al, 2008). Desta
forma, o Gel 1 foi formulado com digluconato de clorexidina na concentracdo de
0,12%, possibilitando maior seguranga em seu uso.

Em pacientes intubados, uma meta-analise realizada por Shi et al (2013)
demonstrou que a clorexidina € um importante produto para higiene bucal (na forma
de colutério ou de gel), reduzindo em 40% o desenvolvimento de PAV (SHI et al,
2013). Os mesmos autores realizaram estudo de revisdo mais atual demonstrando
gue tanto a solugéo oral quanto o gel reduzem o risco de PAV de 24% para cerca de
18% e evita o desenvolvimento da pneumonia em um paciente a cada 17 intubados
(SHI et al, 2017).

A formulacéo do Gel 2 apresenta como principio ativo o Triclosan, o qual ndo
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promove efeitos adversos e nem desconforto ao paciente devido ao seu sabor (VAZ,
2014; ANDRADE, 2013; RELVAS, 2015; TELES; TELES, 2009; AYAD et al, 2010).
Porém, a literatura se mostra escassa em relacdo aos estudos sobre o uso do
Triclosan na higiene bucal de pacientes internados na UTI (SHI et al, 2013), sendo
este um dos diferenciais da presente pesquisa.

Como principio ativo secundario do Gel 1 e do Gel 2, incluiu-se o D-pantenol. Ele
€ considerado um excelente hidratante de pele e mucosas, o qual oferece
regeneracao e cicatrizagdo a estes tecidos (AMIB, 2014; MENDONCA; GONDIM,
2017). O Dexpantenol, ao contrario da vaselina, pode ser utilizado em pacientes
hospitalizados pois ndo gera risco de combustdo quando em contato com o oxigénio
durante a oxigenioterapia (SECRETARIA DE SAUDE, 2012). Por estes motivos, ele é
indicado para hidratacdo labial e de mucosa bucal de pacientes internados em UTI
(AMIB, 2014; MENDONGCA; GONDIM, 2017). Estudos indicam, ainda, que o D-
pantenol em uso topico tem acédo sobre mucosa e pele quando apresenta-se de 0,5%
a 5% (OGUZ et al, 2015; ULGER et al, 2016; EBNER et al, 2002), estando os géis
dentro da concentracéo terapéutica recomendada na literatura.

Tanto o Gel 1 quanto o Gel 2 apresentam 0s mesmos excipientes. Um dos
diferenciais destes componentes € o0 uso do esteviosideo e do xilitol como
edulcorantes naturais. Além de mascararem o sabor amargo da clorexidina
(principalmente), os dois edulcorantes sdo anticariogénicos, oferecendo até melhor
controle de pH bucal e da capacidade tamponante da saliva (MUSSATTO; ROBERTO,
2002). Estes componentes também sdo bem tolerados por pacientes diabéticos
(NEGRI, 2005). Mussatto e Roberto (2002) relatam que o xilitol independe de insulina
para ser metabolizado, pois as duas principais vias de absor¢cdo do xilitol (figado e
intestino) ndo s&o mediadas pela insulina (MUSSATTO; ROBERTO, 2002). Shivanna
et al (2013) isolaram um esteviosideo de extratos das folhas de Stevia rebaudiana
(bertoni) Hemsl (Asteraceae) e verificaram inclusive efeitos antihiperglicémicos,
insulinotrépicos e glucagonostaticos em ratos diabéticos (SHIVANNA et al, 2013).
Desta maneira, os dois géis podem ser utilizados para higiene bucal e para pacientes
diabéticos. Além disso, o xilitol € considerado também um bom umectante. Mé&kinen
(2011) demonstrou que o xilitol apresenta importante fungcéao na prevencao de lesdes
ulcerosas em pele e mucosas (MAKINEN, 2011).

Com o intuito de proporcionar maior espalhabilidade, umedecimento e retencdo

dos principios ativos na cavidade bucal, foram inseridos polimeros mucoadesivos nas
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formulagbes: HPMC e PEG 4000. Em relacdo as caracteristicas organolépticas dos
géis, a consisténcia de gel foi gerada principalmente pela inclusdo do HPMC. Além
disso, alguns estudos demonstram que este polimero pode umedecer e aumentar a
area de contato do farmaco com a mucosa (VILLANOVA et al, 2010; ALLEN et al,
2005), o que também acontece com a inclusdo do PEG 4000 (SEVERINO et al, 2011).
Outra funcdo do HPMC é controlar a liberacéo do principio ativo de uma formulacéo
(VILLANOVA et al, 2010; ALLEN et al, 2005). Grap (2009) evidencia que dentro de
uma UTI, onde o paciente esta sob ventilagdo mecénica, as praticas de higiene bucal
nao sao priorizadas pela equipe de cuidado ou sao realizadas apenas uma vez ao dia,
nao seguindo protocolos ja implantados (GRAP, 2009). Neste sentindo, o HPMC é
interessante pois ao liberar o antimicrobiano lentamente, prop6e uma reducdo na
quantidade de vezes diarias de realizacdo da higiene bucal. Testes futuros especificos
serdo necessarios com os geéis formulados para confirmagédo desta funcgéo.

Dentre as caracteristicas organolépticas, ainda, pode-se observar que a cor do
Gel 1 foi diferente da cor do Gel 2. Nas formula¢des ndo foram utilizados corantes,
apenas a juncéo de todos os componentes da formulacéo a qual gerou as cores finais
relatadas. Corantes tem a funcéao de tornar um produto mais atrativo, melhorando a
sua adeséao pelos pacientes (FIOCRUZ, 2005), o que nao se aplica aos intubados.
Além disso, existem reacdes adversas relatadas na literatura sobre o uso desses
aditivos, como alteracdes de comportamento, carcinogenicidade a longo prazo e,
principalmente, reacdes téxicas e alérgicas (mesmo em uso tépico). As reacdes
poderiam provocar complicacbes a estes pacientes que ja apresentam
comprometimento sistémico (POLONIO; PERES, 2009).

Outro componente que também néo foi incluso nas formulacées foi o alcool de
cereais. O alcool é um agente utilizado para solubilizar esséncias e farmacos
lipofilicos, além de prevenir a contaminacdo do produto por microrganismos e
aumentar, assim, seu prazo de validade (QUIRYNEN et al, 2005). Almerich et al
(2005) induziram um modelo de gengivite, realizando testes para verificar a influéncia
do alcool em enxaguatorios de Triclosan e cloreto de zinco. Como resultado
descobriram que o alcool nédo influencia na acdo do antisséptico bucal contra a
gengivite e nem contra a formacao de célculo supragengival (ALMERICH et al, 2005).
S&o varios os efeitos adversos do alcool sob a cavidade bucal, incluindo halitose,
gueimadura quimica, descamacao e disgeusia (GOMES; ESTEVES, 2012; MATOS et
al, 2015; SALDANHA et al, 2015; ENNIBI et al, 2013; BERTI-COUTO et al, 2012;
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ARAUJO et al, 2015; ARAUJO; SOUSA; LIMA, 2015). Deste modo, optou-se por n&o
utilizar o alcool nas formulacbes, ja que a auséncia dele diminui,
significativamente, a incidéncia de eventos adversos aos pacientes intubados
(ALMERICH et al, 2005).

Na caracterizacao dos geéis também foram identificados o pH, a viscosidade e a
densidade de cada produto. Em relacédo ao pH, Baliga et al (2013) relata que a saliva
apresenta uma faixa de pH normal de 6,2 a 7,6 (pH médio de 6,7), mantendo a
cavidade bucal dentro da neutralidade (pH 6,7-7,3) (BALIGA; MUGLIKAR; KALE,
2013). Um estudo com antissépticos bucais apontou que 63,6% deles possuiam valor
de pH inferior a 5,5 (CORSO et al, 2004), o que potencializa a erosao dentéaria e outras
doencas bucais, ja que este valor é considerado critico a cavidade bucal (JARDIM,
2003; SILVA et al, 2016).

Os dois géis formulados se apresentaram no padrdo relatado ideal, com pH
inicial préximo ao pH neutro (pH Gel 1 — 6,7; pH Gel 2 — 7,2), sem necessidade de
modificacdes em suas formulacdes. Mesmo no 22° dia, com a reducao dos valores de
pH (Gel 1 — pH 6,2; Gel 2 — pH 6,3), 0s géis ainda permaneceram dentro da faixa de
pH normal salivar e distante do pH 5,5. Isto significa que estes produtos nao favorecem
0 aparecimento de doencas bucais, mantendo a condi¢cdo bucal saudavel. A queda
brusca dos valores de pH aconteceu provavelmente pelos géis ndo apresentarem
grandes quantidades de conservantes como alcool, corantes e outros componentes.
Estes poderiam manter um prazo maior de validade dos géis, entretanto, poderiam
também trazer prejuizos maiores aos pacientes (QUIRYNEN et al, 2005; POLONIO;
PERES, 2009). Nos géis formulados, o xilitol entrou como conservante natural (DIRIX
et al, 2007) e o PEG 4000 como estabilizante (VILLANOVA et al, 2010), reduzindo o
risco de eventos adversos aos pacientes intubados e internados em UTI. Testes
futuros seréo realizados para verificar a estabilidade dos produtos de forma fisica,
guimica e terapéutica.

Quanto a viscosidade, os géis foram classificados de forma reoldgica como
fluidos ndo newtonianos e pseudoplasticos. Correa et al (2005) e Menegon (2009)
relatam que essas caracteristicas classificam a maioria dos produtos cosméticos e
farmacéuticos, principalmente formulagdes dermocosméticas (CORREA et al, 2005;
MENEGON, 2009). Menegon (2009) ainda demonstra que produtos com enxague pés
uso necessitam que o fluido seja suficientemente viscoso para que as particulas

suspensas nao decantem durante o armazenamento, e que com O passar do tempo
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essa viscosidade diminua para que o enxague bucal seja possivel (MENEGON, 2009).
No caso dos géis, a viscosidade n&o precisa desta diminui¢cdo ao longo do tempo, pois
nao havera enxague bucal destes produtos. Os géis foram formulados justamente
para se manter na cavidade bucal por mais tempo.

Sobre os valores de densidade relativa encontrados, o Gel 1 e o Gel 2
apresentaram resultados bem semelhantes (Gel 1 - 1,0379g/mL; Gel 2 -
1,0331g/mL). A variacdo desses valores se deve pela utilizacdo de antimicrobianos
diferentes em cada formulagdo. No caso do Gel 1, o antimicrobiano utilizado é o
digluconato de clorexidina, o qual apresenta densidade relativa de 1,06 a
1,07g/mL136137 O Gel 2 é composto pelo antimicrobiano Triclosan que, diferente da

densidade da clorexidina, possui valores que variam de 0,6 a 0,99/mL1%,

6.2 Propriedade antimicrobiana

O uso dos auxiliares quimicos na higiene bucal tornou-se essencial na
odontologia hospitalar, principalmente pelo comprometimento sistémico dos pacientes
em relacdo aos microrganismos associados as alteracfes bucais e sistémicas. Os
microrganismos investigados nesta pesquisa foram determinados correlacionando-o0s
com as infec¢Bes do trato respiratdrio que mais acometem o paciente intubado.

Em relacdo ao Staphylococcus aureus, o colutério com digluconato de
clorexidina demonstrou efeito antimicrobiano semelhante aos estudos de Moreira et
al (2009) e Festuccia et al (2013) (MOREIRA et al, 2009; FESTUCCIA et al, 2013),
tendo o Gel 1 valores acima da média encontrada. Diferente da clorexidina, os
produtos com Triclosan ndo apresentaram halos de inibicdo bem definidos. Este
resultado difere da literatura, em que encontraram-se diferentes estudos que
apresentaram bons resultados do Triclosan frente ao S. aureus (MOREIRA et al, 2009;
GONCALVES; PINTO, 2013). De acordo com o Manual EUCAST (2016), isso pode
acontecer por dois motivos. Primeiramente, podem haver pequenas col6nias de S.
aureus no interior dos halos, demonstrando maior resisténcia dessas coldnias frente
ao Triclosan. E o segundo motivo seria 0 crescimento de pequenas colonias de
microrganismos nao correspondentes ao S. aureus dentro dos halos. Para
comprovacdo dos resultados, recomenda-se o0 subcultivo e identificacdo destes

microrganismos presentes dentro de cada halo de inibicdo (EUCAST, 2016), o que no
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momento foi invidvel para a pesquisa.

Sobre a Klebsiella pneumoniae, os dois produtos com clorexidina 0,12%
(colutério e Gel 1) apresentaram semelhancas nos resultados do estudo de Zuniga
(2008), o qual demonstrou eficacia na inibicdo do crescimento bacteriano (ZUNIGA,
2008). Isto também foi observado com os produtos compostos por Triclosan 0,03%
contra 0 mesmo microrganismo.

Quanto ao resultado do uso dos produtos de clorexidina e Triclosan (tanto
colutérios como géis) sobre cepas de Acinetobacter baumanii e de Escherichia coli
ESBL+, os valores da pesquisa demonstraram inibicdo bacteriana. O estudo de
Lépez-Jornet et al (2011) comparou diferentes colutérios, demonstrando que o
colutorio de Triclosan associado ao Dexpantenol teve bons resultados sob diferentes
cepas, inclusive sobre E. coli (LOPEZ-JORNET et al, 2011). A eficacia antimicrobiana
da associacéo da clorexidina com o D-pantenol foi observada no estudo de Kramer et
al (2016), o qual demonstrou que a clorexidina aumenta seu poder antimicrobiano com
a associacdo de 5% de Dexpantenol. Apesar destes estudos, a literatura se mostra
ainda escassa em relagdo ao uso destes principios ativos sobre esses
microrganismos pré-determinados, sendo este um dos diferenciais da presente
pesquisa (KRAMER et al, 2016).

De forma geral, as diferencas entre os halos de inibicdo, formados pelos
colutérios e pelos géis contendo o0 mesmo principio ativo, provavelmente aconteceram
em funcdo da associacdo e interagcdo de componentes ativos diferenciados das
formulacbes desenvolvidas que apresentam efeito direto ou indireto sobre
microrganismos (TANOMARU et al, 2008), como o xilitol e o D-pantenol. Isso também
explica o motivo pelo qual a base dos géis teve efeito antimicrobiano sobre uma das
cepas utilizadas. Além disso, a diferenca de halos dos géis e dos colutérios pode
ocorrer também devido ao uso de polimeros mucoadesivos como o PEG 4000,

aumentando o contato do produto sobre uma superficie.

6.3 Citotoxicidade

Para cultura de células utilizou-se a linhagem de fibroblastos 3T3, recomendada
pela 1ISO 10993-5:2009(E) para testes de citotoxicidade (ISO 10993-5:2009(E), 2009).
Fibroblastos sédo as células mais abundantes em tecido conjuntivo, o que torna a sua

manipulagcdo mais viavel e favorece estabilidade adequada (TODARO; GREEN,
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1963), proporcionando resultados mais confiaveis em testes com produtos de
aplicacao topica.

De acordo com a mesma ISO, o valor minimo para considerar um produto ndo
citotdéxico corresponde a 70% de viabilidade celular (ISO 10993-5:2009(E), 2009).
Desta forma, os testes de viabilidade celular em 24h (pelos dois métodos empregados
— MTT e VN) apresentaram valores do gel de Triclosan e da base dos géis
considerados nao citotoxicos, com a média acima de 70%. Diferente do gel de
Triclosan, o gel de clorexidina diminuiu consideravelmente a viabilidade dos
fibroblastos, o que confirma seu poder citotéxico ja constatado na literatura, mesmo
em menores concentracbes e com outras linhagens celulares (HIDALGO,;
DOMINGUEZ, 2001; DE SOUZA, et al, 2007; YI-CHING et al, 2014). Em 48h do teste
de viabilidade celular, o gel de clorexidina se manteve téxico aos fibroblastos 3T3,
enquanto que a base e o gel de Triclosan apresentaram valores acima de 100%.
Mesmo com essa pequena proliferacdo celular, os valores sdo considerados
adequados por estarem acima de 70% de viabilidade celular (ISO 10993-5:2009(E),
2009). Isto pode ser ainda comparado e comprovado com os resultados encontrados
de morfologia celular, onde o gel de Triclosan e a base ndo geraram grandes
alteracdes morfolégicas dos fibroblastos 3T3, enquanto que o gel de clorexidina

induziu alteracdes severas e, inclusive, apoptose celular.

6.4 Hidratacao

Para verificar a propriedade hidratante dos géis, optou-se por realizar teste com
cultura de células por MTT, tendo como base o estudo de OTA et al. (2012) (OTA et
al, 2012). Desta forma, encontraram-se resultados diferentes entre o0s géis

formulados.

Os baixos valores do Gel 1 (os quais foram semelhantes aos valores da base),
demonstram que a clorexidina néo teve efeito preventivo e de tratamento contra o
ressecamento, mesmo em associacdo ao D-pantenol. A literatura demonstra que a
clorexidina proporciona prevencdo e auxilia no tratamento contra alteragbes

relacionadas a microrganismos como a Candida albicans (AFLAKI et al, 2014). Porém,
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€ escassa quando se trata da sua agdo preventiva ou terapéutica no ressecamento
bucal, mesmo em associacdo com outros componentes.

O Gel 2 apresentou valores maiores de viabilidade celular, demonstrando que foi
possivel prevenir e tratar o ressecamento. Isto pode ter acontecido provavelmente em
funcdo da associacdo do Triclosan com o D-pantenol, a qual pode ter aumentado a
aderéncia nas células e melhorado o efeito protetor e hidratante.

Um estudo randomizado e duplo-cego, realizado em pacientes com
hipossalivacdo, comparou o efeito hidratante e antisséptico de dois colutorios: o
primeiro contendo Triclosan e D-pantenol, e o segundo colutério a base de substitutos
enzimaticos salivares. Verificou-se que o colutério de Triclosan com D-pantenol foi
melhor empregado a esses pacientes, pois apresentou bons resultados em relacéo as
duas propriedades (hidratante e antimicrobiana), sem interferéncias entre as funcdes
de seus componentes. Além disso, este colutério obteve baixa toxicidade e
demonstrou melhorias na xerostomia relatada pelos pacientes, sendo bem tolerado
pelos mesmos. O colutério a base de substitutos enzimaticos salivares apresentou
apenas a propriedade hidratante, sendo seu efeito antimicrobiano insuficiente ao
controle da microbiota bucal (LOPEZ-JORNET et al, 2011).

Poucos estudos na literatura avaliam e demonstram a capacidade de hidratacéo
celular, principalmente no uso da clorexidina, do Triclosan e do Dexpantenol, o que
dificulta a comparacdo dos resultados encontrados na pesquisa. SA0 necessarios
estudos futuros in vitro e in vivo que comprovem a propriedade hidratante destes géis.
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7. CONCLUSAO

Apo6s o estudo de pré-formulacdo obtiveram-se dois géis: um deles contendo
digluconato de clorexidina 0,12% e outro Triclosan 0,03%. O pH de ambos os géis
tenderam a neutralidade (ficaram proximos ao pH 7,0) e foram caracterizados como
fluidos ndo newtonianos pseudoplasticos.

A associacao do D-pantenol e os antimicrobianos (digluconato de clorexidina
0,12% ou Triclosan 0,03%), n&o interferiu nas propriedades antimicrobianas desses
agentes. Inclusive, a associacdo melhorou as propriedades antimicrobianas in vitro,
guando comparado com os colutérios contendo somente digluconato de clorexidina
0,12% ou Triclosan 0,03%.

O gel contendo Triclosan 0,03% nao apresentou citotoxicidade, mantendo a
viabilidade celular maior que 70% nos tempos de 24 e 48 horas. J& o gel contendo
digluconato de clorexidina 0,12% apresentou-se citotoxico.

Em relacéo a propriedade hidratante, o gel contendo clorexidina 0,12% néo foi
considerado um produto que previne e/ou trata células submetidas a desidratagao in
vitro. Diferentemente, o gel contendo Triclosan 0,03% apresentou bons resultados
guanto as propriedades hidratantes in vitro, tanto na preven¢ao quanto no tratamento
de desidratacao.

Estudos futuros in vitro e in vivo deverdo ser realizados para verificar a
estabilidade dos produtos de forma fisica, quimica e terapéutica, comprovar a
propriedade hidratante dos produtos, bem como identificar o poder mucoadesivo dos
géis. Desta forma, a pesquisa podera contribuir com a equipe interdisciplinar

hospitalar e, principalmente com a melhora do quadro clinico do paciente internado.
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