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RESUMO

PEREIRA, Geraldo Augusto. Desenvolvimento de filme polimérico oral contendo extrato
aquoso de Psidium guajava L. para tratamento da doenca periodontal em cées. 2021. 59p
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterindria. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

A doenca periodontal é a doenga oral mais comum afetando tanto homens como animais,
atingindo predominantemente cies acima de trés anos. E o resultado da resposta inflamatéria
progressiva devido ao acumulo de placa bacteriana e os sinais e sintomas incluem halitose, dor,
aumento de calculo dental e da bolsa gengival, inflamacdes e infeccdes severas, destruicdo da
gengiva, dentes e 0ssos, podendo ocorrer bacteremia com evolucdo para septicemia. Extratos
vegetais possuem atividade antimicrobiana e tém potencial para uso na prevencao e tratamento
de doencas bucais, como a Psidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira no
Brasil e mundialmente utilizada na medicina tradicional e no ramo da alimentacao. O objetivo
do presente estudo foi o desenvolvimento e controle de qualidade de filme polimérico oral de
liberacdo modificada mucoadesiva contendo o extrato aquoso da folha da goiabeira, este
avaliado sua atividade antimicrobiana e antioxidante, para o tratamento e profilaxia da doenca
periodontal em cdes. Foram utilizados métodos para o desenvolvimento do filme, como a
solvent casting, e para o controle de qualidade, uniformidade de peso, pH, grau de inchamento,
tempo de desintegracdo, infravermelho e esterilidade dos filmes. Além disso, métodos
microbioldgicos como difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, métodos quimicos como
cromatografia em camada delgada, analise antioxidante (DPPH), fendlicos totais. A formulacéao
filme apresentou homogeneidade e maleabilidade, tendo pH compativel com o oral (6,35 + 0,07
a 6,45 = 0,18), grau de inchamento de 27,0 % + 62 a 369,8 % * 28 e tempo de desintegracédo
aproximadamente 4 minutos. O ensaio fisico de infravermelho demonstrou que ndo houve
interacdes entre 0s constituintes e a formulacdo desenvolvida. Na preparacdo do extrato aquoso
obteve-se rendimento de 1,2 %, foi encontrado na cromatografia em camada delgada a presenca
de flavonoides, além de capacidade antioxidante (ECso) de 140 pg.mL? e fendlicos totais de
17,02 mg = 6,87 equivalente de acido galico por g de extrato seco. Na avaliacdo da
suscetibilidade microbiana, obteve-se halos méximos de inibi¢do para Staphylococcus aureus,
Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus beta-hemolitico, com médias entre 16 a 21
mm, sendo a média de inibicdo a concentracdo de 3,6 mg/cm2. No teste de microdiluicdo em
caldo, a concentragéo inibitoria minima (CIM) para todas as cepas foi de 8,8 mg.mL™ e a
concentracéo bactericida minima (CBM) para S. pseudintermedius foi de 8,8 mg.mL™; ja para
as demais cepas foi maior que 11,4 mg.mL™. Os resultados demonstraram que foi possivel
desenvolver uma formulacdo filme polimérico de dissolucdo oral possuindo capacidade
antioxidante e antimicrobiana.

Palavras chave: Periodontite, Tecnologia Farmacéutica, Preparagdes farmacéuticas
odontoldgicas, Psidium.



ABSTRACT

PEREIRA, Geraldo Augusto. Development of an oral polymeric film containing aqueous
extract of Psidium guajava L. for the treatment of periodontal disease in dogs. 2021. 59p
Dissertation (Master in Veterinary Sciences). Veterinary Institute. Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Periodontal disease is the most common oral disease affecting both humans and animals,
predominantly affecting dogs over three years of age. It is the result of progressive
inflammatory response due to the accumulation of bacterial plaque, and signs and symptoms
include halitosis, pain, increased dental calculus and gingival pockets, severe inflammation and
infection, destruction of the gums, teeth and bones, and bacteremia with evolution to
septicemia. Plant extracts have antimicrobial activity and the potential for use in the prevention
and treatment of oral diseases, such as Psidium guajava L., popularly known as guava in Brazil
and used worldwide in traditional medicine and food. The objective of this study was the
development and quality control of an oral polymeric film of modified release mucoadhesive
containing the aqueous extract of the guava leaf, this evaluated its antimicrobial and antioxidant
activity, for the treatment and prophylaxis of periodontal disease in dogs. Methods were used
for the development of the film, such as solvent casting, and for quality control, weight
uniformity, pH, swelling index, disintegration time, infrared and sterility. In addition,
microbiological methods such as disk diffusion and broth microdilution, chemical methods
such as thin layer chromatography, antioxidant analysis (DPPH) and total phenolics were used.
The oral film formulation presented homogeneity and malleability, with pH compatible with
the oral cavity (6.35 + 0.07 to 6.45 £ 0.18), swelling index from 27.0 % + 62 to 369.8 % * 28
and disintegration time approximately 4 minutes. The infrared test showed that there were no
interactions between the constituents and the formulation developed. In the preparation of the
aqueous extract a yield of 1.2 % was obtained, the presence of flavonoids was found in the thin
layer chromatography, besides antioxidant capacity (ECso) of 140 pg.mL and total phenolics
of 17.02 mg + 6.87 gallic acid equivalent per g of dry extract. In the evaluation of microbial
susceptibility, maximum halos of inhibition were obtained for Staphylococcus aureus,
Staphylococcus pseudintermedius and beta-hemolytic Streptococcus, with means between 16
and 21 mm, being the inhibition mean at a concentration of 3.6 mg/cmz2. In the microdilution
broth test, the minimum inhibitory concentration (MIC) for all strains was 8.8 mg.mL™* and the
minimum bactericidal concentration (MBC) for S. pseudintermedius was 8.8 mg.mL™; while
for the other strains it was higher than 11.4 mg.mL. The results showed that it was possible to
develop an oral dissolving polymeric film formulation possessing antioxidant and antimicrobial
capacity.

Keywords: Periodontitis, Pharmaceutical Technology, Dental Pharmaceutical Preparations,
Psidium.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) resulta de uma resposta inflamatoria progressiva devido ao
acumulo de placa bacteriana nos dentes e nos tecidos gengivais, sendo descrita como gengivite
e periodontite. E a doenca oral mais comum mundialmente, afetando tanto os humanos como
0s animais. Além da perda do dente, a doenga pode levar também a problemas sistémicos.

A placa bacteriana é constituida por glicoproteinas e polissacarideos extracelulares da
prépria saliva e de microrganismos provenientes da cavidade oral. Em casos de uma gengiva
ndo saudavel, esses microrganismos sao representados por bactérias anaerobias patogénicas.
Apesar da formacao da placa bacteriana ser o fator inicial da DP, a resposta inflamatdria vai ser
a responsavel pelos danos significativos ao periodonto.

A DP é uma doenca bastante comum em cdes acima de trés anos. Quando acometidos
por esta, esses animais podem apresentar halitose, dor, acimulo de calculo dental, aumento da
bolsa gengival, inflamacGes e infecgdes severas, destruicdo da gengiva, dentes e 0ssos, podendo
ocorrer bacteremia com evolugdo para septicemia.

O tratamento da DP consiste no controle da microbiota bacteriana e na restauracéo da
anatomia e fisiologia da cavidade oral. Ac¢bes profilaticas como limpeza mecénica da placa
bacteriana, polimento dental, limpeza com solugdo antimicrobiana e solugdo salina sé&o
importantes para evitarem a progressao da doenca. A antibioticoterapia, no entanto, ndo é
indicada como primeiro e Unico tratamento, devendo ser empregada de forma auxiliar e
facultativa a profilaxia periodontal.

Atualmente, no mercado, estdo disponiveis alguns medicamentos para tratamento e
prevencdo de periodontites em cées, encontradas na forma de creme e gel dental, espuma, lenco
e spray bucais, solugdes orais, pastas, palitos, pd e comprimidos palataveis. O tratamento com
essas formulagdes convencionais é geralmente prejudicado devido a acdo da saliva e atividades
mecanicas que removem rapidamente o medicamento da cavidade oral, prejudicando, assim, a
sua eficécia.

O aumento do nimero de animais de companhia nos lares consequentemente acarretou
no aumento do uso desses produtos. Levando em consideracdo que um dos principais principios
ativos presentes nessas formulagBes sdo os antibioticos, isso também se tornou um fator
preocupante com relacdo a eficacia na aplicacdo, afinal sabe-se que as bactérias estdo em
constante adaptacdo e mutacdo, demonstrando aprimoramento da resisténcia a esses
antibidticos. Portanto, hd uma preocupacdo constante com o uso de antibidticos tanto nos
animais de produgdo como nos animais de companhia, nos quais se evidenciam fatores de risco
como o uso indiscriminado devido a demanda de pacientes, pressdo dos tutores e diagnostico
indefinido. Diante disso, pesquisas cientificas na area odontoldgica, utilizando plantas
medicinais com efeito antimicrobiano vém crescendo nos ultimos anos.

O uso de medicamentos fitoterapicos, logo, tem se tornado uma alternativa aos produtos
sintéticos & fim de diminuir a resisténcia bacteriana e melhorar o custo e a acessibilidade ao
tratamento. Levando em consideracéo a biodiversidade brasileira, a busca de plantas medicinais
para fins terapéuticos tem mostrado resultado em pesquisas com a finalidade de desenvolver
medicamentos fitoterapicos, buscando, assim, uma melhora na qualidade de vida da populagéo
mundial.

A Psidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira, € uma espécie vegetal
bem conhecida no Brasil e mundialmente utilizada na medicina tradicional e no ramo da
alimentacdo, sendo fonte natural de vitaminas e minerais. A goiabeira (P. guajava L.) é
amplamente distribuida pelo mundo predominantemente em areas tropicais e subtropicais.



Atualmente, é utilizada no ramo alimenticio devido ao seu alto valor nutricional e na
medicina tradicional e moderna devido as atividades farmacoldgicas existentes em seus
componentes quimicos. Seu uso no Brasil esta associado ao tratamento de diarreia, disenteria,
dor estomacal, anorexia, célera, hiperlipidemia, problemas digestivos, laringite, Glceras, dentre
outros.

As partes da goiabeira que séo utilizadas variam entre as suas folhas, flores, frutos, casca
e raizes. A partir dessas partes, podem ser extraidos os constituintes de interesse através do
emprego de solventes (agua, etanol, metanol). Esses solventes irdo determinar a composicéo,
concentragéo e propriedade de cada extrato.

Dentro da DP, a goiabeira atua no controle do biofilme, diminuicéo do estresse oxidativo
e aceleragdo da cicatrizagdo. A acdo antimicrobiana se da pelos flavondides guaijaverina e
quercetina. A acdo anti-inflamatoria é devida a inibicao de citocinas pro-inflamatérias.

Para que se obtenha um resultado positivo com a terapia periodontal, a escolha correta
da forma farmacéutica sera um fator condicionante, muito embora questdes como a selecdo de
um agente antimicrobiano e a escolha da via de administracdo também tenham impactos na
resposta ao tratamento. Nas ultimas décadas, constata-se que novos métodos de liberacdo de
farmacos vém sendo pesquisados e desenvolvidos, buscando sobretudo atender as diversas
necessidades de inovacdo do mercado.

Para que o objetivo terapéutico no tratamento da DP seja alcancado, € fundamental um
sistema de liberacdo oral de facil administracdo, de liberacdo controlada, biodegradavel e
biocompativel, além de ndo responder negativamente com irritacdo aos tecidos adjacentes.

Diante disso, este presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e controle de
qualidade de uma formulacdo oral de liberagdo modificada mucoadesiva contendo o extrato
aquoso da folha da goiabeira para o tratamento da DP em cées. Além de uma caracterizacéo
antimicrobiana, antioxidante e identificacdo de componentes majoritarios do extrato.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Periodontal

O periodonto (Figura 1) é o conjunto de estruturas adjacentes ao dente, tais como
gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar, que atua com a fungéo de protegéo e
sustentacdo de um dente na cavidade oral. A gengiva reveste o 0sso alveolar, fixa-se ao dente
pelo epitélio juncional, que quando saudavel encontra-se aderido ao esmalte, e é constituida de
tecido de epitelial e conjuntivo formando uma faixa de mucosa. O ligamento periodontal possui
funcdo de conectar o dente ao 0sso alveolar, constituido por fibras de tecido conjuntivo fibroso.
Ja o cemento, é definido pelo revestimento de tecido conjuntivo ao longo da raiz, isento de
vascularizagdo e possuindo capacidade de reparacdo e reabsor¢do. Por fim, o osso alveolar
envolve os dentes através de uma projecao conica dos 0ssos da mandibula e maxila, possuindo
vasos e nervos. Além disso, os tecidos de revestimento exercem importante atividade imune e
anti-inflamatoria, contribuindo para o equilibrio da microbiota local (BAIA et al., 2017;
CUNHA; SANTOS; SANTOS, 2017; MADEIRA, 2017).

N
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Figura 1. Anatomia do dente. Fonte: (MADEIRA, 2017).

Representada por um conjunto de manifestacdes e possuindo carater inflamatério, a
doenca periodontal (DP) é causada inicialmente pela formacao de placa bacteriana nos tecidos
de suporte do dente, podendo ocorrer gengivite e a periodontite. No decorrer da DP, ocorrem
dois processos: o primeiro é descrito como gengivite, sendo um processo inflamatorio que afeta
a gengiva e o tecido de revestimento, que na maioria dos casos é um processo reversivel; e o
segundo processo descrito como a periodontite, onde ha comprometimento dos tecidos de
sustentagé@o, o 0sso alveolar, ligamento periodontal e o cemento, sendo esta obrigatoriamente
antecedida pela gengivite (ALBUQUERQUE et al., 2012; BAIA et al., 2017; BAUER et al.,
2018).

Sendo a doenca oral mais comum que afeta humanos e animais no mundo, a DP esta
relacionada como a causa mais frequente da perda de dentes em cées adultos e humanos, além
de associada com sérios problemas sistémicos de salde (ALBUQUERQUE et al., 2012;
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CUNHA; SANTOS; SANTOS, 2017; BAUER et al., 2018). Dentre os animais de companhia,
caes acima de trés anos de idade possuem prevaléncia de 80 a 89 % (FERNANDES et al., 2012;
ENLUND et al., 2020).

A placa bacteriana, entendida como biofilme bacteriano, ¢ o fator inicial no
desenvolvimento da DP. E composta por uma matriz organica de glicoproteinas e
polissacarideos extracelulares provenientes da propria saliva, adicionada a um conjunto de
microrganismos da cavidade oral dispersa na lingua, mucosa oral e superficie dos dentes. O
biofilme é formado em decorréncia de fatores superficiais, fatores nutricionais ou fatores de
protecdo, que em conjunto promovem o acumulo dos constituintes do biofilme na superficie
oral, ocorrendo, entdo, a gengivite e periodontite (BAIA et al., 2017; THURNHEER; BAO,;
BELIBASAKIS, 2018). O biofilme pode ser classificado como supra ou subgengival, de acordo
com a sua localizacdo. O Biofilme supragengival encontra-se na parte superior do dente,
podendo se espalhar até o sulco gengival. Por outro lado, o biofilme subgengival encontra-se
na parte inferior do dente, entre o sulco da gengiva ou bolsas periodontais. Além disso, o
biofilme pode se mineralizar e formar o tartaro ou calculo dental, migrando para o sulco
gengival causando maior inflamacdo, perda do ligamento periodontal, perda Gssea e, por
consequéncia, a perda do dente (RADICE; MARTINO; REITER, 2006; THURNHEER; BAO;
BELIBASAKIS, 2018; PERCHYONOK, 2018).

A constituigdo do biofilme é modificada de acordo com sua maturacéo,
consequentemente de acordo com a evolugdo da DP, ocorrendo a progressdo de um periodonto
saudavel para uma gengivite e periodontite. Em uma gengiva saudavel, predominam cocos
seguidos por bacilos imoveis, sendo a maioria gram-positivas, como Streptococcus o-
hemolitico, Escherichia coli e Pasteurella multocida, quase sem representacdo de tipos
bacterianos mais virulentos. Na gengivite, os bacilos aumentam gradualmente, superando 0s
cocos e 0 nimero de bactérias gram-negativas cresce. Entéo, na periodontite predominam uma
microbiota anaerobica gram-negativa mais patogénica, como Bacteroides fragilis,
Peptostreptococcus, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. Assim, espiroquetas
representam quase metade das bactérias, enquanto os gram-positivos estdo sub-representados.
Com a maturacdo do biofilme, ocorre o processo inflamatério que marca o inicio da DP, com
um biofilme mais patogénico dando continuidade aos estagios posteriores da doenca (NIEVES
et al., 1997; RADICE; MARTINO; REITER, 2006; RIGGIO et al., 2011; PERCHYONOK,
2018; THURNHEER; BAO; BELIBASAKIS, 2018).

Apesar da formacao de placa bacteriana ser o inicio da DP, a resposta inflamatéria do
hospedeiro é quem vai causar dano significativo ao periodonto, sendo esta condicdo um
acometimento multifatorial. Fatores microbioldgicos, comportamentais, ambientais,
imunoldgicos, sistémicos, metabdlicos e genéticos podem contribuir para a suscetibilidade do
animal. Aléem disso, fatores idiopaticos ou hereditarios existem em algumas racas. A severidade
da doenca aumenta com a idade, além disso ragas menores e braquiocefalicas sdo mais
vulneraveis (CUNHA; SANTOS; SANTOS, 2017).

Animais com dieta seca tem formacdo menor de placa bacteriana comparado a
alimentacdo Umida ou a comida caseira. O efeito da acdo mecanica da alimentacao solida pode
auxiliar a remocdo do biofilme dentario e reduzir a ocorréncia da afeccdo (ALMEIDA,
VIEIRA, 2018; FERNANDES et al., 2012). A alimentacdo onde é ofertado ao animal
macronutrientes com acdo antioxidante ou no sistema imunoldgico sdo, particularmente,
importantes em relacdo ao controle e prevencdo de doencas periodontais nos animais de
companhia. Ao passo que nutrientes ou dietas que aumentem o estresse oxidativo e promovam
a inflamacédo, como as gorduras saturadas e as dietas hipocaloricas, devem ser evitados para
prevenir a periodontite (NAVARRO-HORTAL; BERNAL-MORENO; VARELA-LOPEZ,
2018).



Ao decorrer da inflamacéo, embora alguns animais sejam assintomaticos, em estagios
avancados costumam apresentar sinais clinicos de dor, alteracdo no comportamento, halitose,
disfagia, mobilidade dentéria e retracdo de gengiva. Os sinais clinicos sdo essenciais para
avaliacdo e resolucdo do caso (RIGGIO et al., 2011; BAIA et al., 2017). A forma progressiva
da doenca pode levar a diversos efeitos adversos em animais, incluindo anorexia, perda de peso,
dor e inflamacdo cronica e bacteremia (NIEVES et al., 1997; CUNHA; SANTOS; SANTOS,
2017). Ja vem sendo relatada a associacdo da periodontite a doencas sistémicas hematopoiéticas
e cardiovasculares, como sopro cardiaco, insuficiéncia cardiaca cronica, endocardite e
monocitose, entre outras comorbidades (PEDDLE et al., 2009; PENLINGTON; FAIXOVA,
2019). Dos estagios da doenga, subdividimos em gengivite e periodontite, onde na gengivite ha
sinais como eritema de gengiva seguido de edema, sangramento de gengiva, retracao,
hiperplasia e halitose. Ja na periodontite ha perda do ligamento periodontal, formacéo de bolsa
periodontal pela migracao do epitélio juncional, retracdo da gengiva, perda 6ssea ou reabsorcao
alveolar e lesdo de furca (CUNHA; SANTOS; SANTQOS, 2017).

Nos cdes, o desenvolvimento progressivo da doenca pode ser dividido em quatro
estagios (Figura 2) baseados em avaliacdo clinica da gengiva e severidade da lesdo, progredindo
de uma gengiva saudavel a uma gengiva com séria perda 6ssea, aderéncia e aumento da bolsa
gengival. No primeiro estagio, gengivite, observa-se somente inflamacdo na gengiva marginal,
sendo reversivel. No segundo estagio, periodontite leve, ha maior area inflamada na gengiva,
podendo haver halitose e dor. No terceiro estagio, periodontite moderada, observa-se maior
acumulo de célculo dental, bolsa gengival e perda Gssea acentuada. E no quarto estagio,
periodontite avancada, ocorre inflamacdo e infeccdo severas, bolsa gengival profunda,
destruicdo da gengiva, dentes e 0ssos, podendo haver bacteremia com evolugéo para septicemia
(BAIA et al., 2017; PERCHYONOK, 2018).

Figura 2. Progresséo visual da doenca periodontal. Fonte: adaptado de (PERCHYONOK,
2018).

Dentre as formas de diagnosticos usadas atualmente, a radiografia e a avaliacdo oral
estdo como o padréo na investigacdo da DP em animais de companhia, sendo vital para a
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avaliacdo da progressdo da doenca. De inicio, a analise do histérico do paciente, anamnese e
triagem pré-anestésica sao importantes para prosseguir com o exame clinico oral e especificos.
Lembrando que os exames radiograficos sempre serdo feitos sob efeito de sedacdo. A maior
parte dos componentes dentarios sao vistos somente pela radiografia, portanto, deixar de fazé-
la € visto como negligéncia, uma vez que, a partir dela, o investigador tragard 0 monitoramento
e a evolucdo da doenca. Sendo assim, a radiografia definira alguns processos como a reducgéo
da opacidade 6ssea na imagem, indicando ostedlise; lesdo de furca, quando ha perda dssea das
raizes de um dente multirradicular; aumento no espaco do ligamento periodontal; perda 6ssea
da margem alveolar; perda 6ssea horizontal; e perda 6ssea vertical. Quanto mais precoce for o
diagnostico, melhor para a execucao do tratamento e a possibilidade de melhora (BAIA et al.,
2017; CUNHA; SANTOS; SANTOS, 2017; BAUER et al., 2018).

2.1.1 Tratamento e profilaxia da doenca periodontal

O tratamento da DP visa o controle da microbiota bacteriana e a restauragdo da anatomia
e da fisiologia da cavidade oral, evitando novas deposic¢des de biofilme. O tratamento consiste
na profilaxia periodontal, limpeza mecénica da placa bacteriana, polimento dental, limpeza com
solucdo antimicrobiana e solucdo salina, a fim de evitar a progressdo da doenca e, quando
necessaria, a extracdo do dente (CUNHA; SANTOS; SANTOS, 2017; FERNANDES et al.,
2012). Antibioticoterapia ndo é indicada como primeiro e Unico tratamento, devendo ser
empregada de forma auxiliar e facultativa a profilaxia periodontal. A escolha do antibi6tico na
maioria das vezes € empirica, visto que na cultura de células da cavidade oral ha facil ocorréncia
de contaminacdo. Torna-se obrigatdria a administracdo de antibiéticos quando previamente é
encontrada lesBes renais diagnosticadas o que indica infeccdo sistémica (BAIA et al., 2017;
RADICE; MARTINO; REITER, 2006).

Como profilaxia, recomenda-se ao tutor a higiene oral do seu animal de companbhia,
consistindo na escovagdo em movimentos circulares, com angulo de 45° em relagéo a gengiva,
usando pasta de dente especifica e de uma a trés vezes por semana (BAIA et al., 2017; CUNHA,;
SANTOS; SANTOS, 2017). Atualmente, alguns medicamentos para tratamento e prevencao de
periodontites estdo disponiveis no mercado sob diversas formas farmacéuticas, como creme
dental (C.E.T Virbac®), gel dental (Orozyme® InoVet, PerioVet® Vetnil), espuma bucal
(Ibasa®), solucdo oral (Ibasa®, Care Dental Splash®, Periovet®, Aquadent Virbac®), spray
bucal (Pet Clean®, Pro Canine®), lenco bucal (Ibasa®), pasta (Defengy OC®), palitos
(Organnact Cées Fitodent®), comprimido palataveis (Cooldent Virbac®) e p6 (Plaque Off
ProDen®). Os principios ativos presentes nessas formulagdes sdo, por exemplo, enzimas para
carboidratos, enzimas antimicrobianas, minerais abrasivos, antissépticos, estimulantes
salivares, tamponantes e sequestrantes. Além disso, produtos naturais com propriedades
antissépticas, antimicrobianas e anti-inflamatdrias. O tratamento geralmente é prejudicado
pelas formulagdes convencionais devido a acdo da saliva e atividades mecanicas que removem
rapidamente o medicamento aplicado sobre a superficie oral, dificultando a retencdo da
formulacdo e consequentemente sua eficacia (ESCUDERO-CASTANO; PEREA-GARCIA;
BASCONES-MARTINEZ, 2008).

As bactérias estdo em constante adaptacdo e mutacdo, como por exemplo, as trocas de
genes de resisténcia através de plasmideos, demonstrando o rapido processo evolutivo das
mesmas. O grande aumento de animais de companhia nos lares resultou no consequente
aumento do uso de antibidticos e, estes, na maioria de amplo espectro, como penicilinas,
cefalosporinas e fluorquinolonas, resultaram no aprimoramento da resisténcia contra eles
préprios. Devido a isso, atualmente, observa-se uma preocupagdo com o uso de antibioticos nos
animais de producdo e também nos animais de companhia, nos quais se evidenciam fatores de
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risco como o uso indiscriminado devido a demanda de pacientes, pressdo dos tutores e
diagnostico indefinido (RADICE; MARTINO; REITER, 2006).

2.2 Plantas Medicinais

As plantas medicinais, utilizadas no campo da medicina tradicional, sdo consumidas
mundialmente por serem de fécil acesso e pela grande biodiversidade disponivel ao redor do
mundo. Seu uso esta relacionado diretamente a evolucdo humana e transpassa nas préaticas
religiosas, na medicina, no folclore e nas lendas. Nota-se registros a cerca de 5000 a.C. pelos
chineses, onde ja relacionavam doencas e plantas para seus tratamentos. Além disso, evidéncias
arqueoldgicas do uso de plantas medicinais que embasam seu uso na era paleolitica vém
crescendo, como por exemplo, evidéncias biomoleculares de plantas medicinais, tais como
Achillea millefolium L. (Milefélio) e Matricaria chamomilla L. (camomila), em amostras de
calculo dentario identificados em individuo da era paleolitica, um neandertal de 49000 anos de
idade, EI Sidrén, ao norte da Espanha (VELLOSO; PEGLOW, 2003; HARDY, 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicou que paises em desenvolvimento
possuem de 65 a 80 % da populacdo dependente das plantas medicinais como forma Unica de
cuidado primario, sendo uma questdo financeira e de inclusdo social. Dessa forma, sua
utilizacéo para cuidados com a saude é descrita e relatada como alternativa de tratamento, cura
e prevencdo para doencas, existindo cada vez mais uma demanda por tratamentos alternativos.
O aumento do uso da medicina tradicional é relacionado também a percepc¢éo das limitacbes da
medicina convencional, ao aumento das doencas iatrogénicas e cronicas, ao enfraguecimento
da relacdo médico-paciente e a busca por atengdo integral a saude (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; WHO, 2011; ZENI et al., 2017). Devido a isso, espera-se encontrar produtos
que sejam seguros, efetivos e economicamente acessiveis a populacdo, principalmente de paises
em desenvolvimento, obtidos de produtos naturais ou componentes quimicos isolados destes
(NGBOLUA et al., 2018; PALOMBO, 2009; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

As propriedades farmacoldgicas dos produtos naturais como, por exemplo, anti-
inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, antivirais, antifungicas e antitumorais, podem ser
usadas como alternativas terapéuticas em casos de resisténcia bacteriana e como um beneficio
da minimizacdo dos efeitos colaterais. Estes sdo pontos positivos na busca de novos
fitoterapicos para tratamento e profilaxia de doencas que acometem a cavidade oral (HENLEY -
SMITH; BOTHA; LALL, 2013; GUPTA et al., 2019).

Levando em consideracdo a mega biodiversidade brasileira, a busca de fins terapéuticos
nas plantas medicinais é necessaria por razGes de precariedade do sistema de saude, o que
resulta na pesquisa com intencdo de desenvolver medicamentos fitoterapicos para serem
aplicados e melhorar a qualidade de vida da populacdo mundial. O desenvolvimento de um
medicamento fitoterapico segue etapas como caracterizagdo e analise da composicao qualitativa
e quantitativa da matéria-prima vegetal. Apds comprovacdo farmacoldgica e avaliacdo da
eficacia e seguranca do medicamento fitoterdpico, este pode ser apresentado sob diferentes
formas farmacéuticas como xaropes, cremes, pomadas, géis, filmes, granulados, pés, entre
outras (VALLI et al., 2018; CASTRO et al., 2014).

Na area odontoldgica, o crescimento de pesquisas cientificas por plantas medicinais
como terapia antimicrobiana intensificou nos ultimos anos. A popularidade dos produtos
derivados de plantas também vem crescendo e cada vez mais a busca pelo natural é solicitada.
Estes produtos vém sendo usados com frequéncia nas limpezas, desinfecgdes e irrigacoes
(ALMADI; ALMOHAIMEDE, 2018).

Derivados vegetais vém sendo usados como agentes antimicrobianos na medicina
tradicional e ha crescente interesse na sua utilizacao, inclusive para prevencao e tratamento das
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caries dentais (BESRA; KUMAR, 2018). Além disso, na india, com sua medicina tradicional
milenar Ayurvédica, sdo usadas diversas plantas medicinais como a Carcuma, Caléndula e Aloe
vera para tratar doencas orais (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

Mediante 0 exposto, as principais vantagens para 0 uso terapéutico das plantas
medicinais nas doencas sdo a seguranga, economia, eficécia e facilidade de obtencéo. E é devido
a estes fatores que elas sdo utilizadas desde os primdérdios por curandeiros, benzedeiros, xamas,
pajés e raizeiros (NGBOLUA et al., 2018).

2.2.1 Psidium guajava L.

A Psidium guajava L., nome popular goiabeira, € uma espécie vegetal bem conhecida
no Brasil e mundialmente utilizada na medicina tradicional e no ramo da alimentacédo, sendo
fonte natural de vitaminas e minerais. Ela pertence ao género Psidium, sendo a espécie Psidium
guajava Linn estudada no presente trabalho (DAKAPPA et al., 2013; DASWANI; GHOLKAR,;
BIRDI, 2017).

A P. guajava L. pertence a familia Myrtaceae, constituida por mais de 133 géneros e
3800 espécies. As espécies da familia estdo dispostas pelas regibes tropicais e subtropicais do
planeta (América, Asia e Africa), sendo constituidos por arvores e arbustos. O género Psidium,
no qual se encontra a espécie estudada, é composto por aproximadamente 150 espécies, com
algumas produzindo frutos comestiveis. A Tabela 1 apresenta detalhes de sua classificacdo
taxondmica (BANDERA FERNANDEZ; PEREZ PELEA, 2015).

Tabela 1. Classificacdo botanica taxondmica da goiabeira.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Subfamilia: Myrtoideae
Género: Psidium
Espécie: Psidium guajava Linn

De acordo com o site The Plant List (2020), a P. guajava L. tem diferentes sinbnimos
ao redor do mundo, como Guajava pumila (Vahl) Kuntze, Guajava pyrifera (L.) Kuntze,
Myrtus guajava (L.) Kuntze, Myrtus guajava var. pyrifera (L.) Kuntze, Psidium angustifolium
Lam., Psidium cujavillus Burm.f., Psidium cujavus L., Psidium fragrans Macfad., Psidium
guajava var. cujavillus (Burm.f.) Krug & Urb., Psidium guajava var. guajava, Psidium guajava
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var. minor Mattos, Psidium guava Griseb., Psidium igatemyense Barb. Rodr., Psidium
igatemyensis Barb. Rodr., Psidium intermedium Zipp. ex Blume, Psidium pomiferum L.,
Psidium pomiferum var. sapidissimum (Jacq.) DC., Psidium prostratum O. Berg, Psidium
pumilum Vahl, Psidium pumilum var. guadalupense DC., Psidium pyriferum L., Psidium
pyriferum var. glabrum Benth., Psidium sapidissimum Jacq., Psidium vulgare Rich. e Syzygium
ellipticum K.Schum. & Lauterb.

A goiabeira é oriunda e se desenvolve nas éreas tropicais e subtropicais das Américas,
tendo preferéncia pelos climas secos. Ainda, expande-se naturalmente pela América Tropical,
entre o sul do México e o norte da América do Sul. Distante das Américas, também esta presente
em territorios da Africa, Europa, Asia e Oceania. E considerado um dos frutos tropicais e
subtropicais com alto valor e importancia devidos suas fontes naturais de vitaminas e sais
minerais (BANDERA FERNANDEZ; PEREZ PELEA, 2015).

E de conhecimento cientifico que o uso desta espécie antecede as civilizagdes atuais,
principalmente pela sua presenca em registros dos primdrdios na cultura tradicional indigena
mundo afora. Na india, por exemplo, a decocgéo das folhas da espécie é comumente usada
como febrifugo, antiespasmddico e até para tratamento de reumatismo (THAKUR;
UPADHYAY; SAMANT, 2020).

No Brasil, seus usos tradicionais sdo para tratar diarreia, disenteria, dor estomacal,
anorexia, colera, hiperlipidemia, problemas digestivos, laringite, Ulceras, dentre outros
(DAKAPPA et al., 2013). Segundo Ferreira Rodrigues Sarquis et al. (2019), as folhas séo
utilizadas como acgéo antidiarreica, para infecgdes renais e intestinais; conforme relatado, seu
uso na regido do rio Manzao, no Amapa, se da pela decoccdo e ingestdo de um copo duas vezes
ao dia, por sete dias.

Segundo Batista (2015), com relacdo ao comércio, o Brasil € o terceiro maior exportador
de frutas do mundo, perdendo apenas para India e China. A espécie, portanto, possui um
mercado consolidado em mais de 60 paises, onde estdo por exemplo Australia, Brasil,
Colémbia, Egito, Estados Unidos, México, Filipinas, india, Africa do Sul e Venezuela
(GONZALEZ-CUETO, 2019). Nestes, dispde de diferentes codinomes como guava, guayaba,
goiaba, perala, pichi, posh, além disso codinomes locais como, por exemplo, guava (espanhol),
guava tree (inglés), goyave e/ou goyavier (francés), fan shi liu (chinés), dentre outros. No
Brasil, no entanto, a espécie é popularmente conhecida como araga-goiaba, guaiaba ou goiaba
(RAVI; DIVYASHREE, 2014).

Atualmente, a P. guajava L. esté presente no ramo alimenticio e na medicina tradicional
e moderna devido ao seu alto valor nutricional e das suas atividades farmacolégicas existentes
em seus componentes quimicos. Suas partes usadas variam entre as folhas, flores, frutos, casca
e raizes; sendo consumida medicinalmente por métodos de infusdo, decoccédo, cataplasma,
dentre outros (DAKAPPA et al., 2013; DIAZ-DE-CERIO et al., 2017).

Em sua forma bioldgica, P. guajava L., é uma arvore de pequeno porte podendo atingir
de 3 a 6 metros de altura com uma copa irregular. Possui tronco de casca lisa e tortuoso. As
folhas apresentam caracteristicas decussadas simples, oblongas, de margem inteira, verde
brilhantes variando de 8 a 12 centimetros de comprimento e 3 a 6 centimetros de largura. Possui
flores brancas, hermafroditas, isoladas ou em grupos de 2 ou 3, situadas nas axilas das folhas e
nas brotacdes de ramos maduros. Sua fecundacao ocorre por polinizacdo cruzada e o fruto em
formato de baga, que € o tipo mais comum de fruto carnudo simples, no qual a parede do ovario
inteiro amadurece em um pericarpo comestivel. O fruto possui tamanho entre 5 a 7 centimetros
quando maduro, possuindo coloracdo amarela, internamente coloragcdo vermelha ou branca
dependendo de sua variedade (BANDERA FERNANDEZ; PEREZ PELEA, 2015; DAKAPPA
et al., 2013; PIER species info, 2020).

Na Figura 3, a seguir, exploramos um esquema das partes da planta:



Figura 3. Goiabeira: arvore (A), folhas (B), frutos e folhas (C) e flor (D). Fonte: DAKAPPA
etal., (2013).

2.2.2 Fitoconstituintes e propriedades farmacoldgicas

Fitoquimicos sdo compostos de natureza quimica produzidos pelas espécies vegetais em
seus metabolismos. Possuem atividades essenciais para as plantas, como por exemplo a defesa,
além também de atividades biologicas para a saude humana, dentre as quais destaca-se as
propriedades antioxidantes que fazem parte ativa do sistema bioldgico de defesa, reduzindo
riscos de doengas cronicas. Quando fitoquimicos sdo utilizados como protecdo ao sistema
endogeno de um organismo, ele é denominado de nutracéutico, sendo entdo, seguindo o
exemplo anterior antioxidante, promotores de prote¢éo oxidativa (FERREIRA; ABREU, 2007).
Na Figura 4 é elucidada, em forma de esquema, as principais classes de fitoquimicos naturais.

Em sua ampla literatura ja descrita, a P. guajava L. possui ampla diversidade de
fitoquimicos, entre eles flavondides, taninos, saponinas, esterdides, glicosideos, fendis e
alcaldides, além de minerais, enzimas, proteinas, alcoois sesquiterpendides e acidos

triterpendides. E uma planta rica em antioxidantes e vitaminas, também rica em luteina,
zeaxantina e licopeno (DAKAPPA et al., 2013).

O fruto da goiabeira, a goiaba, possui vitaminas A (retinol) e vitamina C (acido
ascorbico), é relatada contendo também uma das maiores concentra¢fes de acido ascérbico
entre as frutas, indo a aproximadamente 60 mg a 1000 mg por 100 g. Além do mais, ha minerais
como ferro, célcio, fésforo e manganés existindo na combinagdo com &cidos fosforicos,
oxalicos e malicos. Também ¢é rico em fitoquimicos como as saponinas (como 0 &cido
oleandico) e os flavonoides (como guaijavirina e quercetina). Nas sementes, encontra-se 6leos,
proteinas e amido (NGBOLUA et al., 2018).
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As folhas da goiabeira, esséncia do presente estudo, possuem componentes quimicos
variados que j& foram descritos por diversos autores. Sendo assim, possuem enorme diversidade
quimica. Ademais, apresentam 6leo essencial rico em cineol, taninos, triterpenos e flavondides,
anteriormente ja destacados (DAKAPPA et al., 2013; OLAJIDE; AWE; MAKINDE, 1999).

Rupali et al. (2020) relatam, em estudo fitoquimico qualitativo das folhas da goiaba,
quantidade maxima de alcaldides, flavondides e saponinas; triterpenos em quantidade média;
presenca de glicosideos cardiacos e taninos; e auséncia de esterdides, florotaninos e
aminoacidos.

hidroxibenzéicos vanilico, siringico

Acidos { galico, protocatéquico,

Alcaléides

fendlicos

Acidos /
W

hidroxicinamicos sinapico
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/ quercetina,
& canferol, miricetina,
] —
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Figura 4. Principais classes de fitoquimicos naturais. Fonte: (FERREIRA; ABREU, 2007).

A partir das diferentes partes da espécie vegetal se extrairdo os constituintes de interesse,
e para isso, 0s solventes sao 0s responsaveis por extrairem os diferentes compostos, tornando,
assim, cada extrato com uma composic¢ao, concentracao e propriedade distintos uns dos outros.
Ademais, os metodos de extracdo podem incluir fluido supercritico, refluxo com soxhlet,
destilacdo a vapor e extracdo por ultrassom, além de métodos basicos como a decocgdo, a
infusdo e a percolagdo (PORWAL,; SINGH; GURJAR, 2012).

Para adquirir um extrato com propriedades antibacterianas, deve-se obter uma extragdo
a partir de metanol, etanol, acetato de etila e/ou dgua. No estudo de Porwal, Singh e Gurjar
(2012), a composicdo quimica do extrato que obteve melhor valor de concentracédo inibitoria
minima, no geral, foi o extrato etandlico. Na Tabela 2, segundo o estudo mencionado, destaca-
se, entdo, a composicdo quimica e propriedades farmacoldgicas encontradas para os diferentes
tipos de extrato.

11


https://www.zotero.org/google-docs/?dgRSGc
https://www.zotero.org/google-docs/?ekQExk
https://www.zotero.org/google-docs/?hRZ0YH

Tabela 2. Composicdo quimica e propriedades farmacologicas, de acordo com a composicao,
de extratos obtidos de folhas de Psidium guajava L.

Tipo de extrato Composic¢édo quimica Propriedades
Flavonoides, taninos, acido Antioxidante, antiviral,
galico, &cido ferralico, antihiperglicémica,
AQUOSO al do ferrul tih I
a quercetina, falvonoides e antihiperlipdémica, anticoagulante,
compostos funcionais anti-inflamatoria e hepatoprotetora
Etanolico Flavonoides, compostos Antioxidante, antiulcera

polifendicos

Oxido de cariofileno,

e . Antioxidante
cariofileno e taninos

Metanélico

. . Oleos aromaticos e . )
Hidroetandlico L Antibacteriana
compostos funcionais

Hidroalcodlico Flavonoides Anti-inflamatdria

Fonte: adaptado de (PORWAL; SINGH; GURJAR, 2012).

O extrato aquoso das folhas descrito por Ratnakaran (2020) obteve no teste qualitativo
dos fitoconstituintes a presenca de fendis, flavonoides, terpendides e saponinas. Flavondides,
fendis e taninos sdo geralmente descritos em maior quantidade, & medida que triterpenos,
alcaldides e saponinas estdo em menor proporc¢do no extrato das folhas. Os flavonoides, fenadis,
terpendides e taninos sdo 0s responsaveis pela atividade antibacteriana, tem efeitos como a
inibicdo do ergosterol (fendis) na parede celular fungica, além de privacdo de substrato, inibicdo
da fosforilag@o oxidativa e inibicdo de enzimas extracelulares (taninos). Entende-se, portanto,
que a atividade antibacteriana se da pela atuacdo de diferentes compostos polifendis
(RATNAKARAN et al., 2020).

Entre os compostos polifendis, estdo a guajaverina e quercetina (flavondides), acido
psidiolico, triterpenos taninos e elagitaninos, que promovem precipitagdo de proteinas (BONA
et al., 2014). Além disso, extratos aquosos e organicos revelam atividade satisfatéria contra
Staphylococcus aureus, Proteus spp. e Shigella spp. No entanto, atividade contra Citrobacter
spp, Alcaligenes fecalis e Aspergillus spp ndo foi observada. Além disso, atividade do extrato
aquoso da raiz, casca e caule foram ativos frente bactérias gram-positivas Bacillus subtilis e
inativos contra as bactérias gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(NGBOLUA et al., 2018).

Em questBes de seguranca, a goiabeira € uma planta usada como alimento e
medicinalmente ha séculos na forma tradicional sem apresentar efeitos adversos em seu uso
comum. No entanto, o uso excessivo dos fitoquimicos pode gerar efeitos adversos e existe a
possibilidade de interacbes medicamentosas. Portanto, é sempre recomendado cuidado ao
utilizar qualquer tipo de planta ou organismo (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

2.2.3 Aplicages terapéuticas da Psidium guajava L. no tratamento da doenga
periodontal
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Conforme exposto, o biofilme oral é o fator inicial da DP, pois os efeitos patologicos
dos microrganismos presentes nele liberam mediadores inflamatorios gerando destruicdo
tecidual e do 0sso. O estresse oxidativo também é considerado fator chave, visto que espécies
reativas de oxigénio sdo componentes chave para a inflamacao na periodontite, ativando fatores
nucleares que induzem transcrigdo génica dos principais mediadores pré-inflamatorios, além
disso, a osteoclastogénese. Assim, a DP é composta por uma origem multifatorial e, devido a
sua magnitude, estratégias para controle do biofilme s&o necessarias para prevenir ou moderar
a adesao bacteriana (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

As aplicagOes terapéuticas do derivado vegetal estudado no tratamento da DP s&o
diversificadas, sendo a acéo antiplaca de grande importancia em virtude de o biofilme ser o
fator de desenvolvimento inicial da doenca.

Os flavondides sao os responsaveis pela acao antimicrobiana. S&o eles a guaijaverina e
quercetina. Os mecanismos de a¢do da quercetina sdo provavelmente oriundos do rompimento
e a formacdo de complexos, inativando proteinas na membrana celular bacteriana. Sobre a
guaijaverina, é relatado sua propriedade bacteriostética, inibindo o crescimento de S. mutans e
S. aureus e sua capacidade de diminuir a hidrofobicidade, por se ligar as proteinas de superficie
celular, resultando numa menor adesdo a superficie dental. Além disso, os extratos da goiaba
demonstram acdo antiplaca in vitro ao inibir o crescimento, a aderéncia e a coagregacdo de
bactérias. Sendo assim, se apresenta como um 6timo agente antiplaca e antibacteriano para ser
usado no tratamento convencional da DP (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

Acerca das acOes anti-inflamatorias, o extrato é capaz de inibir a prostaglandina, cinina
e histamina; como demonstrado na literatura, é capaz de neutralizar completamente a resposta
citolitica e pro-inflamatdria dos leucécitos humanos, inibindo a 6xido nitrico sintase induzivel,
prevenindo a liberacdo de interleucina e diminuindo os niveis de proteina C reativa, modulando,
dessa forma, a resposta inflamatoria (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

O desequilibrio causado pelo estresse oxidativo é também afrontado pelo extrato da

goiaba. Pacientes com DP tendem a possuir capacidade de tamponamento de glutationa
reduzida que pode ser protegida na ingestdo geral de micronutrientes antioxidantes, como a
vitamina C, importantes para limitar os danos oxidativos, teciduais e também para prevenir o
avanco da doenca. Sendo assim, 0 extrato da goiaba possui acao antioxidante e é uma excelente
fonte de vitamina C, no qual esses fitoquimicos antioxidantes eliminam peroxido de hidrogénio
livre, superdxido e inibem a hidroxila. Os compostos fitoquimicos associados a acédo
antioxidante sdo: quercetina, carotendides, vitamina C e polifendis. Portanto, um étimo agente
antioxidante para ser usado no tratamento convencional da DP (RAVI; DIVYASHREE, 2014).

Além disso, para acelerar o processo de cicatriza¢do tecidual, a vitamina C modula a
expressao do gene procolageno, levando a formacéo do colageno. Além, auxilia na manutencédo
das funcdes imunoldgicas, integridade estrutural e funcional dos tecidos epiteliais. Sendo assim,
um Otimo agente cicatrizante no uso referente ao tratamento convencional da DP (RAVI,;
DIVYASHREE, 2014).

2.3 Formulag6es Farmacéuticas Para Tratamento Da Doenga Periodontal

A terapia periodontal é influenciada essencialmente pela selecdo de um agente
antimicrobiano, pela escolha da via de administracéo e, além disso, a escolha correta da forma
farmacéutica como fator importante que impactard em um tratamento bem-sucedido. Para 0s
tratamentos antimicrobianos, por exemplo, a terapia sistémica exige doses que sejam suficientes
para atingir dose terapéutica do farmaco na bolsa periodontal. Portanto, para pacientes com DP
moderada, a administracdo local de medicamentos é considerada um método que acarretara
menos efeitos colaterais. O uso indevido e/ou indiscriminado dos tratamentos sistémicos, além
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da falha de atingir o alvo terapéutico e insuficiente penetracdo nos tecidos, foram fatores
associados a resisténcia antimicrobiana e, portanto, hoje em dia s&o utilizados somente em casos
graves ou generalizados (H.R. et al., 2019).

Com o advento da tecnologia, novos sistemas de liberacdo de farmacos vém sendo
desenvolvidos para atender as necessidades de inovacgdes e, além disso, nota-se crescente
avango nos conhecimentos acerca dos antimicrobianos (H.R. et al., 2019). No sistema de
liberacdo de farmacos tém-se o objetivo de modular a liberacdo do farmaco na faixa terapéutica
por tempo prolongado, utilizando-se dosagem unica. Sendo assim, as estratégias para este
sistema sdo os polimeros que controlardo a liberacéo do ativo apresentando vantagens como (i)
evitar doses toxicas e subterapéuticas (ii) controlar os niveis de farmaco no sitio de aplicacao
(iii) obter concentracGes maiores de farmaco no local de acdo e, consequentemente, direcionar
0 principio ativo (PA) a alvos especificos. Além disso, um sistema de liberacdo controlada
diminui a frequéncia de dosagem e com isso reduz os efeitos colaterais (BIZERRA e SILVA,
2016; DUSANE et al., 2016).

Também se encontra vantagens como aplicacdo minimamente invasiva, personalizada
e direta; prevencdo de problemas gastrointestinais e metabolismo de primeira passagem;
administracdo de agentes inadequados para administracdo sistémica, melhora da eficacia
terapéutica e a adesdo do paciente (H.R. et al., 2019; DUSANE et al., 2016).

Sobre as desvantagens, é relatado como uma via de administracdo inviavel para PA
irritantes, quando, no local, ha presenca de eritema, coceira ou arritmia local, a dose é limitada
devido a pequena area, em alguns casos o custo pode ser levado em consideracdo. Além, pode
ocorrer metabolismo pré-sistémico por enzimas, devido a peptidase, sendo assim nao viavel
para entregar peptideos, e, por ultimo, ha dificuldade em chegar em concentracdes terapéuticas
nas partes mais profundas das bolsas e les6es periodontais (DUSANE et al., 2016).

Um sistema de liberacdo oral para tratamento da PD deve ser de facil administracao,
liberar de forma controlada, manter a concentracdo da droga por um periodo, além de ser
biodegradavel, biocompativel e ndo causar qualquer irritacdo aos tecidos. Estes sistemas
especificos estdo disponiveis na forma de sistemas de irrigacdo, fibras, geis, tiras, filmes,
microparticulas e nanoparticulas (H.R. et al., 2019).

2.3.1 Filmes orais

Filmes orais, filme soltvel oral, filmes orais de rapida dissolucao, filmes mucoadesivos
ou filmes orodispersiveis, sdo nomenclaturas que descrevem o mesmo sistema de liberacdo.
Séo formas farmacéuticas (FF) sélidas estruturadas por polimeros que formam uma matriz onde
se aloja 0 PA que seré liberado de forma sustentada utilizando absorc¢éo oral, bucal, sublingual,
palatal ou gastrointestinal. Quando administrado na cavidade oral para tratamento e profilaxia
da DP, terd intuito de atingir espagos periodontais e adjacentes (H.R. et al., 2019; EKPA,;
ALOZIE; UWAH, 2019; HAJU et al., 2021)

Estes sistemas de liberagdo revolucionarios séo alternativa para superar desafios na
pratica clinica humana. Desafios estes para pacientes com dificuldade de engolir, acamados,
com vomitos repetidos, enjoo de movimento ou com transtornos mentais (EKPA; ALOZIE;
UWAH, 2019).

Noguchi et al. (1984) demonstraram pela primeira vez a aplicagéo e metodologia desses
sistemas. Entre os metodos de preparo dessas FF, estdo a fundicdo, a impressao, a pulverizacao,
a extrusao e a rolagem. Um método mais simples e mais utilizado, no entanto, dentre os demais,
é a solvent casting (evaporacdo e moldagem), que pertence a técnica de fundi¢cdo. O método
consiste em fundir o polimero obtendo-se uma solucdo e, posteriormente, adicioné-la a PA e
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excipientes. Entdo, remove-se 0 solvente por evaporacéo e os filmes sdo cortados conforme
desejado (H.R. et al., 2019; EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).

Para compor essas FF, utiliza-se basicamente o PA e o polimero formador de filme.
Além disso, excipientes e adjuvantes, como plastificantes, surfactantes, corantes, agentes
estimulantes de saliva e agentes aromatizantes serdo incluidos de acordo com as necessidades
de cada FF, de cada PA e da adeséo ao paciente (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).

Os polimeros formadores de filme comp&em a maior parte dos filmes orais. S&o eles
que fazem possivel a fabricacdo destes. Estes polimeros sdo comumente biodegradaveis, como
0 &cido polilatico, o &cido poliglicolico, a poli-caprolactona e o &cido poli-hidroxilbutirico, ou
polimeros nédo biodegradaveis, como a etilcelulose, o acetato de celulose e o metacrilato de etila
(H.R. etal., 2019; EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019; HAJU et al., 2021).

Para classificar os filmes orais, sdo observados trés pontos: liberacdo, solubilidade do
PA e o local de administragdo. Pelo tempo de liberacdo, englobam-se trés tipos: a liberagédo
imediata, quando o PA é liberado segundos ap6s a administracdo, sendo esse filme geralmente
de uma sé camada; a liberacdo em derretimento, quando se desintegra em minutos e possuem
capacidade de mucoadesdo, podendo ser de uma ou mais camadas; e a liberacdo sustentada
mucoadesiva, dissolvendo-se entre 8 a 10 horas buscando efeito local ou sistémico, podendo
ter varias camadas. Os PA sdo incorporados na FF por dissolucdo ou dispersdo. Filmes
possuindo PA sollveis sdo chamados de filmes de dissolugdo oral, enquanto filmes possuindo
PA dispersos (ndo soltveis) sdo denominados filmes dispersiveis orais. Quanto ao local ou via
de administracdo, estes podem ser denominados palatinos (quando administrados no palato),
filmes sublinguais (administrados sob a lingua), filmes gengivais (aderidos a gengiva) ou filmes
bucais (aderidos a bochecha interna). O objetivo das classificacdes é para obter clareza sobre
as formulacdes, além de ter um registro de maneira correta, garantindo, dessa forma, a precisao
das informac6es (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).

A absorc¢do € o caminho que o PA iré percorrer desde a administracdo até ser absorvido
pelo organismo, pelas camadas da pele e mucosas. A mucosa oral possui locais distintos no
quesito da absorcdo de acordo com a permeabilidade do local e suprimento sanguineo. Sendo
entdo, a taxa e extensdo de absorcdo segue a ordem: sublingual> bucal> gengival> palatal. Além
disso, como jéa citado, a aplicacao de formula¢6es na mucosa oral é uma estratégia para prevenir
da absorcdo sistémica, escapar do metabolismo hepatico e melhorar a biodisponibilidade
(EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019; HAJU et al., 2021).

Para o controle de qualidade, os filmes orais sdo avaliados quanto & caracteristicas
organolépticas, incluindo a palatabilidade, aparéncia fisica e morfologia da superficie;
propriedades mecéanicas, incluindo a aderéncia, resisténcia a tracdo, alongamento, forca de
rasgo, resisténcia de dobramento, absorcdo de umidade, grau de inchamento e pH;
compatibilidade de excipiente e o PA, utilizando infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e/ou calorimetria de varredura diferencial (DSC); estudo de estabilidade, avaliando por
periodo de 45 dias, 3 meses ou 6 meses, verificando alteracdo fisica e de conteudo; teste de
desintegracdo, indicando as caracteristicas de dissolucdo; estudo de dissolucdo in vitro,
indicando o perfil de liberacdo; e estudo de permeacéo, utilizando célula de Franz (EKPA,;
ALOZIE; UWAH, 2019; HAJU et al., 2021). A liberacdo do PA é dependente do polimero e
dos agentes de reticulacao utilizados, agentes que promovem ligacdes entre moléeculas lineares
produzindo polimeros tridimensionais com alta massa molar e tornando a estrutura mais rigida.
No geral, a liberacdo dependerd da propriedade de biodegradacdo do polimero onde serad
liberado por difuséo e/ou dissolugéo ou erosdo da matriz. A liberacdo de drogas a partir de
filmes feitos com polimeros ndo degradaveis ocorre apenas pelo processo de difusdo, enquanto
aqueles feitos com polimeros biodegradaveis liberam a droga por difusdo ou erosdo (H.R. et
al., 2019; HAJU et al., 2021).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

No preparo dos ensaios foram utilizados os seguintes reagentes de grau analitico e
pureza:

Agar Brain Heart Infusion (BHI), Merck®, 399940;
Agar Muller-Hinton (MH), HiMedia®, 425227,

Agua deionizada, Gehaka, OS 10 LZ;

Acido acético;

Acido galico;

Butanol;

Caldo Brain Heart Infusion, Merck®, 90715204;
Caldo Muller-Hinton, HiMedia®, 20660;

Cloreto de célcio (CaCl.), Vetec, 0607442;

DPPH, Sigma-Aldrich;

Carbonato de sddio (Na2COs);

Folin-Ciocalteau, Sigma-Aldrich;

Cloreto de potéssio (KCI), Proquimica, lote 16/0164;
Fosfato monopotéssio (KH2PO.), Vetec, lote 0501002;
Cloreto de magnésio (MgClz), Proquimica, lote 19/0141;
Cloreto de sddio (NaCl), Vetec, lote 88525;
Difenilborato de aminoetano (NP);

Polietilenoglicol (PEG);

Sorbitol, Vetec, lote 1100435.

3.1.2 Matérias-primas

No preparo das formulacBes foram empregadas as seguintes matérias-primas, com
pureza de grau farmacéutico:

e Carboximetilcelulose sbédica (CMC-Na) (90,000 Mw), Sigma Aldrich, lote
MKBQ6723V;

e Poli alcool vinilico (PVA) (85,000-124,000 Mw, grau de hidrolise 99,0 %), Sigma
Aldrich, MKCK4857;

e Metilparabeno, Synth, lote 217678;

Propilparabeno, Vetec, lote 1108888;

e Propilenoglicol (PG), Synth, lote 198262.

3.1.4 Equipamentos e acessorios

No preparo das formulagdes e ensaios foram empregadas os seguintes equipamentos e
acessorios devidamente qualificados:

e Balanga analitica Tecnal, modelo 210;
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Cromatoplacas silica Gel, 60 F254;

Estufa de circulacédo e renovacéo de ar, Solab, SL-102/1152;
Espectrometro de infravermelho FTIR, Vertex, 70;
Geladeira, Electrolux, DC51;

Incubadora Shaker Digital, Cienlab, CE-720;

Lampada de ultravioleta (254 e 365 nm), Boiton;
Liofilizador, Liobras, K105;

Moinho de facas, IKA-11 basic;

Pipeta automatica 1000uL 5L, Control Lab. CAL 0214;
Placa de agitacao e aquecimento, Warmnest, 78HW-1;
Placa de Petri em poliestireno;

Peagametro, Quimis, Q400MT;

TermOmetro, Incoterm, 002/15;

Ultrapurificador de 4gua acoplado a osmose reversa, Gehaka, OS 10 LZ.

3.1.5 Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Staphylococcus pseudintermedius, além da cepa Streptococcus beta-hemolitico coletado da
microbiota oral de céo que foi atendido no hospital veterinario da UFRRJ. Os microrganismos
foram provenientes da bacterioteca do Labac (Laboratorio de Bacteriologia) do Instituto de
Veterinaria da UFRRJ, e sdo descritas na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Descricdo das cepas dos microrganismos utilizados.

Microrganismos Caodigo Perfil de resisténcia
Escherichia coli (ESBL) CMY-2 Resistente a betalactamicos
Escherichia coli ATCC 25922 Sensivel
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Resistente a Oxacilina/Meticilina
(MRSA)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensivel
Staphylococcus B19 Resistente a Sulfametoxazol-
pseudintermedius trimetoprim
Stapf_]yIOCOCCL_JS B20 Sensivel
pseudintermedius
Streptococcus beta- .
- Sensivel

hemolitico

Legenda: ESBL: Beta-Lactamase de Espectro Estendido; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.

3.2 Obtencao da Espécie Vegetal
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As folhas de goiabeira foram obtidas no campo experimental da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Km 07 da BR 465, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil) e a
espécie foi classificada e depositada no Jardim Boténico da propria universidade.

3.3 Obtencéo do Extrato

O extrato foi preparado utilizando as folhas da goiabeira. Apds a obtencdo das folhas, o
material vegetal foi seco a 40 °C durante 72 horas em estufa com circulacdo e renovacao de ar.
As folhas secas de goiaba foram trituradas utilizando moinho de facas e, posteriormente, o
material pulverizado foi extraido por decoccdo em agua a 80 °C a 10 % p/v (10 g gramas em
100 mL), a partir de 100 g de folha. Em seguida, o material foi filtrado com algodéo,
concentrado em chapa de aquecimento e liofilizado, a -90 °C e vacuo de 50 mmHg, visando
obter o rendimento final. O fluxograma de preparo do extrato aquoso das folhas de goiabeira
esta descrito na Figura 5.

Folhas de goiabeira
(P. guajava L.) — 100g

|

Secagem em estufa
(40 °C/72 horas)

|

Trituracdao em moinho de
facas

}

Decocgao em H,O
(10% p/v) - 80 °C
|

Filtragem e
Concentragao

}

Liofilizagao
(-90 °C/vacuo 50 mmHg)

Figura 5. Fluxograma de preparagdo do extrato aquoso das folhas de goiabeira.

3.4 Caracterizacao Qualitativa do Extrato
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3.4.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada visando a identificacdo dos
taninos galicos e/ou condensados, na qual uma amostra do extrato foi ressuspensa em etanol e
aplicada sobre a placa cromatografica. O eluente, fase movel, foi constituido de butanol, acido
acético e agua, na concentracdo de 60 %, 20 % e 20 %, respectivamente. Para identificagdo dos
compostos, foram utilizados o revelador fisico, lanterna de UV em 254 nm e 365 nm e 0
revelador quimico NP-PEG (difenilboriloxietilamina 1 % em metanol, seguida de solucéo de
polietilenoglicol 4000 5 % em etanol).

3.5 Caracterizacao Quantitativa do Extrato
3.5.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada pelo ensaio do radical livre de DPPH,
que € capturado pelo antioxidante produzindo decréscimo da absorbancia (utilizando
espectrofotdmetro UV). A estabilizacdo do radical livre citado é vista na mudanca da cor
violeta-escura para violeta-clara (RUFINO et al., 2007). Foram preparadas, previamente,
solugdes aquosas de metanol 50 % e acetona 70 %, solucdo metandlica de DPPH 0,06 mM
(protegidas contra a luz) e diluicdes metandlicas do extrato (amostra) (1,2, 5, 7 e 10 pg.mL™).
A mistura de reacédo consistiu na adi¢do de 0,1 mL de amostra com 3,9 mL de solu¢cdo de DPPH
0,06 mM. A leitura da absorbancia foi medida a 515 nm, em pentaplicata; a curva de calibracéo
de DPPH (1, 2, 3, 4 ¢ 5 uM) utilizando metanol como branco, para criar a primeira equagao da
reta. No mesmo comprimento de onda a leitura foi feita depois de 55 minutos de reacdo e a
curva do ECso (amostra e DPPH), em triplicata, para criar a segunda equacéo da reta.

O valor da atividade de eliminacdo, ECsp, expressa a quantidade de extrato necessaria
para diminuir a absorbancia do DPPH em 50 %, foi determinada graficamente ao plotar a
regressao linear da absorbancia contra a concentracdo de extrato. Este experimento seguiu a
metodologia descrita por Rufino et al. (2007) e De Menezes Epifanio et al. (2020).

3.5.3 Fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (FC)
utilizando curva de calibragdo de solucéo alcodlica de &cido galico em concentraces diferentes
(1,35, 7,9 pug.mL™?). Nessas diluicdes da curva de calibragio foram adicionados agua e o
reagente FC (0,10 % v/v). A partir de uma solugdo metandlica do extrato (1 mg.mL™?), foi
retirada uma aliquota de 0,5 mL, adicionada a frasco ambar com tampa e acrescida de 2,5 mL
de solucdo de FC (10 % v/v) agitados rapidamente e deixados em repouso por 5 minutos. Uma
aliquota de 2,0 mL da solugdo de carbonato de sédio (4 % m/v) foi adicionada para neutralizar
0 meio, entdo homogeneizada e deixada em repouso por 2 horas protegido da luz. A densidade
Optica foi medida no espectrofotometro no A 765 nm, contra um branco, em triplicata. A partir
dos resultados obtidos, foi construida a curva de calibragéo analitica e o teor de fendlicos totais
foi expresso em equivalente de acido tanico, em miligramas por g de extrato seco. Este
experimento seguiu a metodologia descrita por De Menezes Epifanio et al. (2020).

3.6 Avaliacdo Antimicrobiana do Extrato

Para a avaliacdo antimicrobiana, diluicdes do extrato foram colocadas frente as cepas
descritas no item 3.1.5, utilizando dois méetodos, sendo eles a difusdo em disco e a microdiluigdo
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em caldo. Inicialmente o ensaio de difusdo em disco determinou a partir de qual concentragédo
houve a formacéo de halos de inibicdo. Posteriormente, através do método microdilui¢cdo em
caldo, foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM). Esta segunda através do método de semeadura.

3.6.2 Teste de difusdo em disco

O ensaio foi feito utilizando discos de filtro de papel (0,38 cm?) impregnados com
diferentes concentragdes do extrato (1200, 2400, 3600, 4800 e 6000 pg/cm?) dispostos em
placas de &gar Mueller-Hinton (MH) inoculadas com as cepas, descritas no item 3.6.1, e
incubadas por 24 horas. O resultado € observado visualmente na forma de halos de inibicao dos
quais foram medidos seus didmetros. Os indculos utilizados nesses testes foram obtidos a partir
de culturas incubadas por 24 horas em agar Brain Heart Infusion (BHI) a 35°C e ajustados a
escala 0,5 de McFarland (CLSI, 2020).

A Figura 6 demonstra o0 esquema da técnica da difusdo em disco realizado no presente
estudo. Os testes foram realizados em triplicatas e, a partir dos resultados, os halos de inibi¢éo
foram obtidos pela interacdo extrato e microrganismo e realizada a projecdo para 0 proximo
ensaio.

/'Y PR
Figura 6. Procedimento de difusdo em disco.
3.6.3 Teste de microdiluicdo em caldo

Em placa de microtitulacdo de 96 pogos foram distribuidas o caldo contendo as cepas e
as duas diluices do extrato, definidas na analise preliminar de difusdo em disco, sendo elas
3600 e 6000 pg/cm?, convertidas para 8,84 e 11,40 mg.mL™. As cepas utilizadas foram
previamente inoculadas em caldo MH a 35 °C e utilizadas ap6s 24 horas. Para os controles
foram utilizadas: s as cepas para 0 controle positivo, cepas e antibiotico (Imipenem) para o
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controle negativo e as diluicdes do extrato com caldo MH puro, para o branco. Esse esquema é
demonstrado na Figura 7. Para aferi¢do da turvacdo produzida, utilizou-se espectroscopia UV
no A 655 nm (RAKMALI et al. 2018), e a CIM foi determinada pela concentracdo de extrato na
amostra que ndo apresentou turvacdo quando comparada ao branco (CLSI, 2020).

A CBM foi determinada a partir de uma aliquota dos po¢os da amostra (cepa e extrato),
onde se observou auséncia de turvagao, inoculada por semeadura em meio de cultura BHI a 36
°C e, ap0ds 24 horas, foi definida a CBM como a menor concentracdo do extrato capaz de causar
inviabilidade de crescimento (morte) do indculo (CLSI, 2020).

\

/A 23‘5678910111?\‘!
" / P
Bl ) \r\\ /\ \ Controles
:) O W/ C O O O O O O 7: cepa V=190 uL
00030000000 ,
:cepa V= 1L e disco de
D D O C O C O O O O O O Imipeglem l
eQO00OROOOODOD —
FPDOOOOQOVOOOOO0 (fmeverowr
DO OO OO Extratov=10L
HODOOQOQQO 12,3¢9:884mgmL ,
\ ¥ 4 7. 4,5,6€10: 11,40 mg/mL /
Cepas1as
A- S.aureus R )
B- S.aureus S ‘V: 190 pL
C- S.pseudintermedius R 40,5 escala de
McFarland

D- S.pseudintermedius S
E- Streptococcus beta

Figura 7. Esquematizagéo do teste de microdilui¢cdo em caldo.
3.6.4 Anélise estatistica

Na analise estatistica dos ensaios antimicrobianos, os numeros medios de halos e a
turbidez foram submetidos a anélise estatistica para comparacdo dos valores das médias.
Inicialmente os dados foram avaliados quanto a normalidade de distribuicdo através de Shapiro
Wilk. Os resultados que apresentaram distribuicdo normal (paramétricos) foram avaliados
atraves da andlise de variancia ANOVA (teste de Tukey). Os resultados que ndo apresentaram
distribuicdo normal (ndo paramétricos) foram avaliados atraves do teste de Kruskal-Wallis. O
nivel de significancia considerado em todos os testes foi de 95 % (p < 0,05). As andlises
estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).

3.7 Desenvolvimento dos Filmes Orais
3.7.1 Preparo das formulagdes candidatas
Os filmes orais foram obtidos pela técnica de solvent casting, onde o polimero foi

dissolvido em agua, formando um hidrogél, por agitagdo mecanica e calor (até 80 °C). Os filmes
foram desenvolvidos utilizando os polimeros formadores de filme carboximetilcelulose sédica
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(CMC-Na) e poliélcool vinilico (PVA). Além dos polimeros fundidos, foram somados o0s
excipientes farmacotécnicos, como a solucdo de parabenos e o propilenoglicol, conservante e
plastificante, respectivamente. Esta composicao foi feita em diferentes concentracdes a fim de
avaliar as diferentes propriedades fisico-quimicas (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).
Os conservantes foram adicionados na formulacdo na forma de uma solugédo de
parabenos preparada de acordo com o formulério da farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2012).
O suporte para as formulacdes foram placas de Petri descartaveis (90 mm de diametro)
que foram usadas para a secagem da mistura dos componentes. Estes foram secos em estufa de
circulacdo de ar a 50 °C por tempo de 36 a 48 horas, ou até que o peso da formulacao fosse
mantido estavel. Na Tabela 4 estdo descritas as formulac6es candidatas ao filme aquoso.

Tabela 4. Formulacdes candidatas do filme oral polimérico aguoso.

Formulagdes/ Metilparabeno/

Componentes CMC-Na PVA Propilenoglicol Propilparabeno
F1 5
F2 0,2 15
F3 25
F4 5
F5 4,0 0,4 15 0,18/0,02
F6 25
F7 5
F8 0,6 15
F9 25
Funcéo: Polimeros (%) Plastificante (%)  Conservante (%)

CMC-Na - Carboximetilcelulose sédica; PVA — Poli alcool vinilico.

Posteriormente ao desenvolvimento das formulag¢des candidatas foi realizado o controle
de qualidade e, entdo, escolheu-se a formulacdo eleita que obteve o melhor desempenho.

3.7.1 Preparo da formulagéo eleita
A partir das formulacBes candidatas desenvolvidas e seus resultados de controle de

qualidade, nos quais incluem analise subjetiva aparente e analises fisico-quimicas, foi escolhida
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a formulacéo eleita com as melhores caracteristicas para prosseguir o desenvolvimento e, entao,
ser incorporado o extrato. A concentracdo do extrato foi definida a partir dos resultados do
estudo in vitro de atividade antimicrobiana. A insercdo do extrato na formulacdo deu-se por
agitacdo na formulacéo liquida final e em temperatura ambiente. Juntamente com a formulagéo
contendo o principio ativo (extrato de P. guajava) foi feita a formulacéo controle (sem extrato)
que, apds a secagem, passou novamente pelos testes de controle de qualidade.

3.8 Analise Subjetiva Aparente

Os filmes foram avaliados através de andlises subjetivas baseadas nos critérios de
umidade aparente, transparéncia, homogeneidade, maleabilidade e aderéncia ao molde. A
avaliacéo seguiu um score de 1 a 3, atribuindo valores as caracteristicas analisadas, onde 1 esta
mais proximo do ideal (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019; HAJU et al., 2021).

3.9 Propriedades Fisico-Quimica dos Filmes
3.9.1 Uniformidade de peso

Para a uniformidade de peso 10, pedacos de filmes de 1 cm?2 foram cortados de diferentes
locais de uma mesma formulagdo. Em seguida, calculou-se a média e desvio padrdo da massa
de cada pedaco, que foram pesados em balanca analitica digital. Metodologia adaptada de
Samal et al. (2017).

Na analise estatistica dos ensaios fisico-quimicos, os resultados, que se aplicaram, foram
submetidos a anélise estatistica para comparacao de seus valores de acordo com o item 3.6.4.

3.9.2 Potencial de hidrogénio

O valor do potencial de hidrogénio (pH) foi determinado dissolvendo uma amostra
(pedaco de 1 cm?2) do filme em 10 mL de agua destilada e aferindo por meio de medidor de
potencial hidrogenibnico. E necessario que os filmes orais tenham valor de pH préximo ao pH
bucal (5,5 a 7) para ndo irritar a mucosa oral ou ser toxico (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).

3.9.3 Grau de inchamento

O grau de inchamento (GI) dos filmes foi conduzido em fluido salivar simulado no pH
6,6 (CID, 2009). Amostras de filme (1 cm?) foram pesadas e submersa em 15 mL de saliva
artificial disposta em um bécher. Em intervalos de tempo definidos, foi aferido o peso
removendo o excesso de umidade cuidadosamente ao toca-lo com um papel toalha. O aumento
no peso do filme foi determinado em cada intervalo de tempo até que um peso constante fosse
observado. Este foi utilizado para calcular o grau de inchamento.

O Gl foi calculado usando a seguinte férmula: Gl % = (Pf - Pi) / Pi x 100

Gl é a porcentagem de inchamento, Pf é o peso do filme inchado e Pi € o peso inicial do
filme, antes da adicdo da saliva artificial. A metodologia foi adaptada de Samal et al. (2017).

3.9.4 Tempo de desintegracédo
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Para avaliar o tempo de desintegracdo (TD), amostras dos filmes (2 cm?) foram levadas
a desintegracdo colocando-as em 25 mL de saliva artificial, j& mencionado no item 3.9.3, em
erlenmeyer a 100 rpm e temperatura de 39 °C. Utilizando um cronémetro para a afericédo, o
tempo em que a forma farmacéutica comeca a quebrar ou se desintegrar é anotado como sendo
o tempo de desintegracdo. A metodologia foi adaptada de Sharma et al. (2018).

3.9.5 Espectroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier

A espectroscopia no infravermelho com transformada Fourier (FTIR) é considerada
uma das técnicas experimentais mais importantes para a caracterizacéo de polimeros, em termos
de identificacdo estruturais e grupos funcionais da formulacdo. Estudos espectrais de FTIR
foram realizados para o extrato puro, polimeros e filmes, para verificar a compatibilidade,
utilizando equipamento espectrometro de infravermelho FTIR. O espectro foi registrado na
faixa de 4000 a 500 cm™. A interacdo entre os componentes, se houve, foi indicada pela
producdo de picos adicionais ou auséncia de pico caracteristico correspondente ao extrato e ao
transportador (SAMAL, 2017).

3.10 Teste de Esterilidade

Para confirmar a esterilidade dos filmes produzidos, uma amostra do filme, na forma de
disco de 0,38 cm?, foi colocada em 1 mL caldo BHI, que por ser um meio ndo seletivo
apresentaria turvacdao caso houvesse qualquer crescimento microbiano. Apds 24 horas uma
alcada desse caldo foi, entdo, semeada em uma placa com o mesmo agar por 24 horas e, para
confirmar esterilidade, ndo deve apresentar crescimento de coldnias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deposito da Espécie Vegetal e Rendimento do Extrato

A espécie vegetal foi obtida no campo experimental da UFRRJ e depositada no Jardim
Botanico da prépria universidade, sendo seu codigo de depdsito RBRv00000047.

A partir de 100 g de folhas de goiabeira, obteve-se um rendimento de 1,20 g de extrato
aquoso através do método de decoccdo seguido de liofilizacdo (Figura 8), sendo entdo um
rendimento de 1,2 % da extracao.

Figura 8. Aspecto do extrato liofilizado da folha da goiabeira.

4.2 Anélise Qualitativa do Extrato
4.2.1 Cromatografia em camada delgada

Na analise da CCD foi possivel identificar dois componentes majoritarios
qualitativamente, revelados fisicamente nas lampadas 254 e 365 nm. E, ao revelar com NP-
PEG especifico para flavonoides (WAGNER e BLADT, 1996), demonstrou reacdo positiva.
Corroborando, dessa forma, com os resultados de fendlicos totais descritos por Raj et al. (2020),
Araujo et al. (2014), lha et al. (2008) e Sanches et al. (2005). As substancias reveladas
obtiveram fatores de retencédo Unicos de 0,59 e 0,74. As Figuras 9 demonstra de maneira clara
a cromatoplaca revelada e as Figuras de 10 a 13 parte do processo da cromatografia em camada
delgada.
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Figura 9. Cromatoplaca de CCD revelada.

Figura 10. Eluicdo da fase mével na cromatoplaca.
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Figura 11. Eluicdo da fase mdvel na cromatoplaca.

Figura 12. Leitura da cromatoplaca.
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Figura 13. Leitura da cromatoplaca.
4.3 Analise Quantitativa do Extrato
4.3.1 Atividade antioxidante

O ensaio DPPH mede a capacidade do extrato capturar seu radical, resultando no
clareamento da solugdo de DPPH. A figura 14 e 15 representam as curvas de calibragdo de
DPPH (equacdo da curva de calibracdo y = 0,1415x - 0,005; r= 0,9988) e da amostra extrato
aquoso (equacéo da curva de calibracdo y = -0,044x + 0,7214; r = 0,9921), respectivamente.
Em conseguinte, foi possivel calcular a atividade antioxidante total e 0 ECsqo.

abs

y =0,1415x - 0,005
r=10,9988

0 ! 2 3 4 5 6 7
DDPH (pg/mL)

Figura 14. Curva de calibracdo de DPPH.
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Figura 15. Curva de calibracdo da amostra.

O extrato aquoso das folhas de goiabeira apresentou uma excelente capacidade
antioxidante com valor de ECso = 140 pug.mL™, corroborando com os resultados descritos por
Iha et al. (2008) ( ECso = 150 pg.mL™?), Qian e Nihorimbere (2004) (ECso de 130 mg/g DPPH)
e Camarrena-Tello et al. (2018) (ECso = 269,78 pug.mL™1).

Como descrito na literatura, a geracdo excessiva de radicais livres pode ser estimulada
por bactérias associadas a doenca periodontal e este desequilibrio pode levar aos danos
teciduais. Para a protecdo oxidativa, pode ser empregado a ingestdo de micronutrientes
antioxidantes em geral, como por exemplo a vitamina C, inibindo assim a progressao da DP
(RAVI; DIVYASHREE, 2014). A espécie em estudo, P. guajava L., exibiu boa capacidade
antioxidante in vitro e pode, portanto, ser uma fonte potencial de antioxidantes naturais para o
tratamento e profilaxia da DP.

4.3.2 Fenolicos totais
A quantificacdo de fendlicos totais foi avaliada pelo método de Folin-Ciocalteu (FC)

utilizando uma curva de calibracdo de &cido galico (equacéo da curva de calibracdo y = 0,1401x
+0,0047; r =0,9971), demonstrada na figura 16.
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Figura 16. Curva de calibracio de Acido Galico.

Sendo assim, obtivemos resultado de 17,02 mg + 6,87 equivalente de &cido galico
(EAG) por g de extrato seco.

O ensaio de Araujo et al. (2014) encontrou 5,07 pg por equivalente de pirogalol por g
de extrato, analise feita através do extrato aquoso das folhas de P. guajava. J& o ensaio de
Nantitanon et al. (2010), encontrou resultados de 80,28 mg + 1,58 a 136,02 mg £ 5,55 EAG por
g de extrato em diferentes tipos de preparo, em um estudo que investigou a influéncia de fatores
sobre o rendimento, atividade antioxidante e fendlicos totais do extrato da folha de goiabeira.
O resultado do presente estudo foi superior e inferior respectivamente a estes descritos na
literatura.

A metodologia do presente estudo para ensaio de fendlicos totais foi baseada em de
Menezes et al., 2020, que encontraram para o extrato aquoso de salsa 15,05 mg + 2,20 de
fenolicos totais, equivalente a quercetina.

Utilizada na metodologia do presente estudo, o estudo de De Menezes Epifanio et al.
(2020), o mesmo ensaio de fendlicos totais para o extrato aquoso de salsa encontrou resultado
de 15,05 mg + 2,20 equivalente de quercetina, de fenolicos totais.

A espécie em questdo, P. guajava L., exibiu quantidade excelente de fendlicos totais e
pode, portanto, ser uma fonte potencial de antioxidantes naturais para o tratamento e profilaxia
da DP.

4.4 Avaliagdo Antimicrobiana do Extrato
4.4.1 Teste de difusdo em disco

Nos ensaios de difusdo em disco foram encontrados resultados de halos de inibig&o, em
milimetros, frente a interacdo das cepas bacterianas citadas e as diluicdes do extrato aquoso da
goiabeira, demonstrados nas Figuras 17 a 23 e Tabelas de 5 a 9. Nestas, sdo exibidos os valores
de halos, média, dp e DPR, além da analise estatistica demonstrando a significancia dos
resultados.

Os ensaios foram realizados em triplicata e o volume de impregnacdo foi de 6 pL,
utilizando 4gua e metanol a 10 % como branco.
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Tabela 5. Resultados dos halos de inibicdo (mm) do teste de difusdo em disco
(média £ dp e significancia) frente diferentes concentracdes do extrato das folhas da

goiabeira e a cepa Staphylococcus aureus (resistente) (n=3).

ikt 12 2.4 3,6 48
Placa 1 (halo) 16 18 18 20
Placa 2 (halo) 14 14 16 16
Placa 3 (halo) 12 14 16 16

6,0

22

16

16

Média+dp 140+2,00% 153+231% 16,7+1,15% 173+231% 18,0+3,46°

DPR (%) 14,29 15,06 6,93 13,32

19,25

*Letras iguais ndo diferem significativamente entre as concentragdes - p > 0,05;
**|_etras diferentes diferem significativamente entre as concentragdes - p < 0,05.

Figura 17. Teste de difusdo em disco Staphylococcus aureus (resistente).
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Tabela 6. Resultados dos halos de inibi¢cdo (mm) do teste de difusdo em disco (meédia + dp
e significancia) frente diferentes concentragdes do extrato das folhas da goiabeira e a cepa
Staphylococcus aureus (sensivel) (n=3).

ikt 12 2.4 3,6 48 6,0
Placa 1 (halo) 10 12 14 14 16
Placa 2 (halo) 10 12 14 16 16
Placa 3 (halo) 8 10 14 14 16

Média + dp 93+115% 11,3+1,15% 140+000° 147+1,15° 16,0+0,00°

DPR (%) 12,37 10,19 0,00 7,87 0,00

*Letras iguais ndo diferem significativamente entre as concentragdes - p > 0,05;
**Letras diferentes diferem significativamente entre as concentraces - p < 0,05.

Figura 18. Teste de difusdo em disco Staphylococcus aureus (sensivel).
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Tabela 7. Resultados dos halos de inibicdo (mm) do teste de difusdo em disco
(média £ dp e significancia) frente diferentes concentracdes do extrato das folhas da
goiabeira e a cepa Staphylococcus pseudintermedius (resistente) (n=3).

ikt 12 2.4 3,6 48 6,0
Placa 1 (halo) 10 16 16 16 16
Placa 2 (halo) 10 16 18 18 18
Placa 3 (halo) 10 14 16 16 18

Média+dp  13,3+1,15% 153+1,15° 153+1,15° 16,0+0,00° 18,0+0,00°

DPR (%) 0,00 7,53 6,93 6,93 6,66

*Letras iguais ndo diferem significativamente entre as concentracdes - p > 0,05;
**|etras diferentes diferem significativamente entre as concentracdes - p < 0,05.

Figura 19. Teste de difusdo em disco Staphylococcus pseudintermedius (resistente).
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Tabela 8. Resultados dos halos de inibicdo (mm) do teste de difusdo em disco
(média £ dp e significancia) frente diferentes concentracdes do extrato das folhas da

goiabeira e a cepa Staphylococcus pseudintermedius (sensivel) (n=3).

riioriete o 12 2,4 3,6 4,8 6,0
Placa 1 (halo) 12 16 16 16 18
Placa 2 (halo) 14 14 14 16 18
Placa 3 (halo) 14 16 16 16 18

Média £ dp 13,3+1,15% 153+1,15° 15,3+1,15° 16+0° 18+0°

DPR (%) 0,00 7,53 6,93 6,93 6,66

*Letras iguais ndo diferem significativamente entre as concentracdes - p > 0,05;
**Letras diferentes diferem significativamente entre as concentraces - p < 0,05.

Figura 20. Teste de difusdo em disco Staphylococcus pseudintermedius (sensivel).
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Tabela 9. Resultados dos halos de inibi¢cdo (mm) do teste de difusdo em disco (meédia + dp
e significancia) frente diferentes concentragcdes do extrato das folhas da goiabeira e a cepa
Streptococcus beta-hemolitico (resistente) (n=3).

Concentragéo 19 24 36 48 6.0
(mg/cm?) ' ' ! ' '
Placa 1 (halo) 14 20 14 16 21
Placa 2 (halo) 16 17 22 22 23
Placa 3 (halo) 14 19 18 20 19

Média + dp 14,7+1,15* 187+153% 180%+4,0% 193+3,06%® 21,0+20°%

DPR (%) 7,87 8,18 22,22 15,80 9,52

*Letras iguais ndo diferem significativamente entre as concentracdes - p > 0,05;
**|etras diferentes diferem significativamente entre as concentracdes - p < 0,05.

etada garganta de cachorro

Figura 21. Teste de difusdo em disco Streptococcus beta-hemolitico (sensivel).
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CYM - E. coli (resistente)

Figura 23. Teste de difusdo em disco Escherichia coli (resistente).

O resultado do experimento foi satisfatorio, onde foram encontrados halos de inibi¢éo
nas bactérias gram-positivas testadas; entretanto nas gram-negativas ndo houve inibicéo (Figura
22 e 23). Este resultado ja foi relatado na literatura, onde bactérias gram-negativas séo
geralmente mais resistentes aos antimicrobianos de origem vegetal em comparagdo com as
gram-positivas, que sdo mais sensiveis. Questdo esta que se atribui ao fato de as bactérias gram-
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negativas apresentarem uma membrana externa adicional que pode protege-las dos compostos
antimicrobianos (SEHGAL; KHANNA; YADAYV, 2021; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER,
2010).

Foi, entdo, exposto os resultados dos halos de inibicdo (mm) para as cepas testadas, em
conjunto com as médias, desvio padrdo e analise estatistica, sendo que para a cepa Escherichia
coli, sensivel e resistente, ndo houve inibicdo e consequentemente a formacao de halo (Figura
15 e 16), o que corrobora com os resultados encontrados por Araujo et al. (2014), nos quais ndo
foram encontrados resultados de halos de inibig&o.

O resultado dos halos de maxima inibicdo sdo demonstrados para S. aureus resistente
como 18 mm =+ 3,46, para S. aureus sensivel, 16 mm * 0, para S. pseudintermedius resistente
17,3 mm % 1,15, para S. pseudintermedius sensivel 18 mm * 0 e para Streptococcus beta-
hemolitico sensivel 21 mm = 2,00.

No estudo de Raj et al. (2020), os halos de maxima inibic¢do para S. aureus deu-se a 10
mm £ 0,71, porém, somente na concentragdo de extrato aquoso a 50 mg.mL™. No presente
trabalho, a maxima concentracdo utilizada, 6000 mg/cm2, que correspondendo a 11,40 mg.mL"
1 concentragdo inferior ao estudo da literatura e, mesmo assim, o halo maximo de inibicéo foi
superior.

Os resultados corroboram para a pesquisa de Araudjo et al. (2014), onde S. aureus
resistente e sensivel apresentaram halos maximos de inibi¢do de 14,67 mm + 0.58 e 17,67 mm
+ 0,58, respectivamente. Entretanto, a concentracdo do extrato aquoso utilizada para este
experimento foi de 62,5 mg.mL™ e a do presente estudo de 11,40 mg.mL™, sendo assim, foi
encontrado resultado de halo méximo de inibicdo superior em menor concentracéo testada.
Pode-se sugerir que a menor atividade antimicrobiana demonstrada pelo autor pode estar
relacionada com os resultados, também inferiores, de fenodlicos totais, uma vez que 0s
compostos fendlicos desempenhardo atividade antibacteriana.

Para analisar os resultados, foi feita analise estatistica dos resultados de halos de inibi¢do
em diferentes concentracdes e cepas, demonstrando sua significancia nas Tabelas de 5 a 9.

Houve diferenca estatistica entre as concentracdes analisadas, sendo que, unicamente,
para S. pseudintermedius sensivel os halos de inibicdo foram diferentes estatisticamente na
maior concentracdo, 6 mg/cmz. Para S. aureus sensivel, a concentracdo de 3,6 mg/cmz2 e para S.
pseudintermedius resistente, a concentracdo de 2,4 mg/cm? foram, respectivamente, as
concentracdes onde houveram diferenca estatistica. Além disso, para Streptococcus e S. aureus
resistente, obteve-se diferenga estatistica na concentracéo de 1,2 mg/cmz.

Devido a isso, nesta analise preliminar de inibicdo bacteriana através da difusdo em
disco, as concentracdes de 3,6 mg/cm2 e 6 mg/cm? foram selecionadas para serem utilizadas
nos ensaios de microdiluicdo em caldo. As concentragcdes foram convertidas para a unidade de
mg/mL devido ao teste ser em meio liquido.

4.4.2 Teste de microdiluigdo em caldo

Nos ensaios de microdiluicdo em caldo, onde é demonstrada a placa de microdiluigcdo
na Figura 24, foram encontrados os resultados de turbidez frente a interacdo das cepas com as
diluicbes do extrato aquoso das folhas de goiabeira, demonstrados nas Tabela 10 e 11. A
turbidez do teste foi medida por espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 655 nm, em
relacdo ao branco (RAKMAI et al. 2018).
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Figura 24. Demonstracao do ensaio de microdiluicdo em caldo (microplaca de 96 pocgos).

Tabela 10. Resultados de turbidez da microdilui¢do em caldo utilizando extrato das folhas da

goiabeira a 8,8 mg.mL* frente s cepas bacterianas (n=3).

Cepas 8,8 mg.mL? Média dp DPR  Branco

S. aureus (resistente) 1,759 1,334 1,428 1507 0,22 14,8 1,628

S. aureus (sensivel) 1,518 1,450 1,880 1616 0,23 14,3 2,013

S.pseudintermedius ) o935 1567 1630 1663 003 19 1892
(resistente)

S.pseudintermedius  , hee 1960 2297 2002 013 63 2170
(sensivel)

Streptococcus beta- 4 g0 1676 1736 1786 014 7.9 1,950

hemolitico

dp= desvio padrdo, DPR= desvio padrdo relativo.
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Tabela 11. Resultados de turbidez da microdiluicdo em caldo utilizando extrato das
folhas da goiabeira a 11,4 mg.mL™* frente as cepas bacterianas (n=3).

Cepas 11,4 mg.mL™* Média dp DPR Branco

S. aureus (resistente) 1,946 1,753 1,784 1,828 0,10 57 2,130

S. aureus (sensivel) 1,925 2,030 2,329 2,095 0,21 10,0 2,186

S. pseudintermedius

. 2,396 2,145 2,271 2271 0,13 55 2,317
(resistente)

S. pseudintermedius

) 2,406 2,373 3,058 2612 0,39 148 2,304
(sensivel)

Streptococcus beta-

o 2,181 2,129 2,194 2,168 0,03 1,6 2,310
hemolitico

dp= desvio padrdo, DPR= desvio padrdo relativo.

Na Tabela 12 e na Figura 25 estdo demonstrados os resultados de turbidez do teste na
microdiluicdo em caldo, comparando turbidez das amostras e o branco para todas as cepas em
cada concentracdo. E, para uma segunda analise entre as cepas, foi feita andlise estatistica
comparando somente os resultados de turbidez das amostras entre si em cada concentragéo.

Tabela 12. Analises estatisticas dos resultados de turbidez (Média £ dp) da microdilui¢do em
caldo utilizando extrato da goiabeira em concentraces de 8,8 mg.mL™" e 11,4 mg.mL"? (n=3).

p- p-
valor valor

Cepas 8,8 mg/mL? Branco 11,4 mg/mL?*  Branco

S. aureus

. 1,507 £ 0,22 1,628 0,447 1,827+0,104 2,130 0,037
(resistente)

S. aureus

) 1,616 £ 0,23 2,013 0,097 2,094+0,210 2,186 0,529
(sensivel)

S.
pseudintermedius  1,663+0,032 1,892 0,006 2,270+0,126 2,317 0,588
(resistente)

S.
pseudintermedius 2,091 +0,133 2,170 0,414 2,612+0,386 2,304 0,301
(sensivel)

Streptococcus

. 1,786 + 0,142 1,950 0,183 2,168+0,034 2,310 0,019
beta-hemolitico

dp= desvio padrao; significativo para p < 0,05; Teste estatistico: One-way Anova (teste de multiplas
comparac@es de Tukey).
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Figura 25. Resultado de turbidez (média) e valor de p, da microdilui¢cdo em caldo utilizando
extrato das folhas da goiabeira, 8,8 e 11,4 mg.mL™, frente as cepas bacterianas.
Significativo para p < 0,05.

As analises demonstraram que ndo ha diferenca significativa entre os valores de turbidez
da amostra em relacdo ao branco (p > 0,05) e nem entre os resultados de turbidez entre si. Sendo
assim, ocorreu a inibicdo do crescimento microbiano em todas as cepas. No caso do S.
pseudintermedius (sensivel), na concentracdo 8,8 mg.mL™?, a amostra estava com menor
turvacgdo que o branco e, na concentragdo de 11,4 mg.mL, observou-se turvagdo maior que o
branco, portanto estima-se a ocorréncia de contaminacdo na maior concentragdo. Nos casos
onde ha significancia (p < 0,05), as médias de turbidez da amostra e branco séo diferentes,
porém significam, também, que ndo houve crescimento, afinal a turbidez da amostra é menor
que a do branco.

Sendo assim, a CIM foi de 8,8 mg.mL! para todas as cepas (Tabela 12). Estima-se que
houve contaminagdo na amostra contendo S. pseudintermedius (sensivel) e extrato a 11,4
mg.mL™, pois houve inibicdo na concentragdo menor, de 8,8 mg.mL™. Estes resultados
corroboram com de Araudjo et al. (2014), porém foram encontrados resultados de CIM menores,
como 0,625 mg.mL™ para S. aureus (sensivel e resistente).

A CBM para S. pseudintermedius (resistente) foi de 8,8 mg.mL™ e para as demais cepas
foi maior que 11,4 mg.mL™, pois no método de semeadura, apds o teste de microdiluicéo, houve
crescimento microbiano nas placas, demonstrados na Figura 26. O resultado indicou que
somente para S. pseudintermedius (resistente) (Figura 26-C) foi possivel, através da interacéo
extrato e microrganismo, inviabilizar o seu crescimento.
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Figura 26. Resultado da CBM no teste de semeadura. (A) S. aureus (resistente); (B) S. aureus
(sensivel); (C) S. pseudintermedius (resistente); (D) S. pseudintermedius (sensivel); (E) Streptococcus
beta-hemolitico.

4.5 Desenvolvimento das Formulag¢Ges Candidatas
4.5.1 Anélise subjetiva aparente

Os filmes foram avaliados subjetivamente quanto aos aspectos fisicos seguindo 0s
critérios descritos na Tabela 13. A avaliacdo seguiu um score de 1 a 3 de acordo com as
caracteristicas analisadas, quanto mais préximo de 1, mais préximo ao ideal proposto.

Foram obtidos filmes que apresentaram aspecto liso, sendo a maioria transparente,
homogénea, descolados facilmente do molde e resistentes ao rasgo. Aparentemente eram secos,
com excec¢do de F3, F6 e F9, que ap6s secagem apresentaram aspecto Umido.

A formulagdo F1, F4 e F7 apresentaram pouca opacidade. F1 e F9 apresentaram poucos
grénulos transparentes em sua extensao.

As formulagdes F1, F4 e F9 foram pouco maledveis; F2, F5 e F8 apresentaram forma
maleéavel; e muito maleaveis responderam as formulacdes F3, F6 e F9. Ficaram mais aderidas
ao molde as formulagdes F2, F3, F5, F6, F8 e F9.

Nas figuras de 27 a 30 é demonstrado o processo de obtencdo do filme pelo método de
solvent casting e o processo de secagem do filme desenvolvido, respectivamente. Na Figura 23
é exibido a formulacgdo filme candidata F7.

A umidade excessiva pode ter sido proveniente da concentracdo do agente plastificante
(Propilenoglicol) em excesso, pois ocorreu um acréscimo de 5 % deste agente em todas as
formulacBes candidatas. A presenga de granulos se deu em formulagfes com concentragdes
diferentes de PVA (0,1 e 0,6 %). Portanto, o erro ndo seria justificavel pela alta concentracdo
do mesmo. Sendo assim, estima-se que o erro foi devido a falta de solubilizagdo, apresentando,
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entdo, poucos granulos visiveis. A maleabilidade e a aderéncia foram diretamente proporcionais
a concentracao do agente plastificante o que é esperado.

Figura 27. Formacao do hidrogél por agitacdo mecanica.

Figura 28. Processo de secagem.
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Figura 30. Formulacéo filme candidata F7.
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Tabela 13. Resultado da analise dos aspectos fisicos das formulacdes candidatas.

Formulacdes/

.. Umidade Transparéncia Homogeneidade Maleabilidade Aderéncia
Aspectos Fisicos

F1 1 2 2 2 1
F2 1 1 1 1 2
F3 2 1 1 3 2
F4 1 2 1 2 1
F5 1 1 1 1 2
F6 2 1 1 3 2
F7 1 2 1 2 1
F8 1 1 1 1 2
F9 2 1 2 3 2

Sendo assim, a escolha de uma formulacéo mais préxima do ideal no quesito aspecto se

da inicialmente pelas formulacdes F2, F5 e F8, seguindo as formulacdes F4 e F7.
4.5.2 Avaliacdo fisico-quimica

4.6.2.1 Analise de pH, grau de inchamento e tempo de desintegracédo

Os resultados referentes as analises de pH, grau de inchamento (GI) e tempo de

desintegracédo estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14. Resultados de pH, grau de inchamento (GI) e tempo de desintegracdo (TD) das
formulacdes candidatas.

Formulacbes/

Parametros pH Gl (%)  TD (min)
F1 7,22 275,8 8
F2 7,59 96,7 6
F3 7,32 65,7 7
F4 7,20 477,4 10
F5 7,27 101,3 7
F6 7,38 87,2 6
F7 7,13 271,3 40
F8 7,30 195,2 28
F9 7,53 61,8 17

O pH em solucdo dos filmes candidatos desenvolvidos variou de 7,13 a 7,59, sendo,
entdo, adequados para entrar em contato com a mucosa oral sem causar danos.

Com relacdo ao grau de inchamento, as formulac6es candidatas F1, F4 e F7 foram as
que obtiveram maior valor, 275,8, 477,4 e 271,3 %, respectivamente. Sendo assim, sugere-se
que estas formulacGes foram as que absorveram maior quantidade do meio liquido.

Para o tempo de desintegracédo, as formulagdes F7, F8 e F9 apresentaram 0s maiores
tempos: 40, 28, 17 min, respectivamente.

O resultado obtido por Sharma et al. (2018), que desenvolveram filme de dissolucao
rapida, indicou o pH da formulagdo também na faixa de 6 a 7. Ja o grau de inchamento, entre
18 e 26, foram bem inferiores ao do presente estudo. Para o tempo de desintegragcdo encontrou-
se 2219 minutos + 0,11.

Foram encontradas correlacbes entre 0os componentes e suas concentragdes. Por
exemplo os valores de pH e TD aumentam conforme o aumento da concentragcdo de
plastificante, enquanto os valores de Gl diminuem conforme essa mesma adicdo de
plastificante. Estes efeitos de variavel independente precisam ser analisados por grafico de cubo
usados para mostrar as relacGes entre os fatores.

Apés a avaliagdo destes parametros fisico-quimicos, a formulacdo F7 foi eleita devido
adequacdo aos critérios avaliados para a incorporacdo do extrato aquoso das folhas de P.
guajava L. devido a seu alto tempo de desintegracdo e seu grau de inchamento. O objetivo €
obter uma formulacéo que libere lentamente o ativo e que se inche aderindo & mucosa.
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4.6 Desenvolvimento da Formulacgéo Eleita

A formulacao eleita foi desenvolvida com e sem o extrato, seguindo a metodologia
usada, para que as caracterizagdes e avaliacOes citadas fossem realizadas.

4.6.1 Andlise subjetiva aparente

O filme contendo extrato, como demonstra na Figura 31, apresentou aspecto seco, pouco
opaco, homogéneo, pouco maleavel e ndo aderiu as placas de Petri durante o processo de
secagem. Foi possivel observar que a adicdo do extrato proporcionou maior rigidez aparente ao
filme, em relacdo a formulacdo sem o extrato. O aspecto da formulacdo sem extrato seguiu
como ja descrito no desenvolvimento das candidatas. Nas Figuras de 32 e33 sdo demonstradas
as formulacdes em triplicata.

Figura 31. Formulagdo do filme eleito contendo o extrato.
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Figura 33. Formulagdo do filme eleito contendo o extrato.

4.6.2 Avaliacdo fisico-quimica
4.6.2.1 Andlise de uniformidade de peso

A andlise de uniformidade de peso da formulacdo eleita foi realizada a partir de uma
triplicata de filmes idénticos, do tipo com e sem extrato (6,0 mg/cm?). Para a analise foram
cortados pedagos (n = 10) de 1 cm? (demonstrado na Figura 34), de 10 diferentes locais, dos
filmes desenvolvidos. Os resultados obtidos nesta analise estdo descritos na Tabela 15 e 0
procedimento é demonstrado na Figura 35.
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Figura 34. Método de pesagem na uniformidade de peso.

Figura 35. Método de pesagem na uniformidade de peso.
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Tabela 15. Resultados e analise estatistica da uniformidade de peso (mg) (Média * dp) das
formulages filmes eleitos no tipo extrato (E) e sem extrato (P) (n=10).

E7(1) E7(2) E7(3) P7(1) P7(2) P7(3)
1 33,7 25,0 41,9 23,1 23,1 24,8
2 441 37,6 24,7 32,8 26,5 34,7
3 30,3 44,7 34,3 22,1 27,2 15,2
4 35,7 26,2 32,7 38,4 26,8 17,5
5 24,8 30,0 39,2 25,4 37,0 25,4
6 29,6 20,9 30,0 38,6 36,1 19,2
7 40,5 28,8 28,8 135 238 20,4
8 26,9 27,9 32,4 14,1 26,8 25,9
9 29,8 30,1 23,8 29,1 23,3 20,8
10 28,2 41,0 23,2 24,0 23,1 20,7

Media+dp 32,366,142 31,22+7,51* 31,10 +6,32% 26,11 +8,78% 27,37 +5122 22,46 +552°

DPR (%) 18,98 24,06 20,33 33,63 18,71 24,55

dp: desvio padrdo; DPR (%): desvio padréo relativo; Letras iguais ndo diferem significativamente entre si - p >
0,05; Letras diferentes diferem significativamente entre si - p < 0,05.

No resultado da uniformidade de peso das amostras das formulacgdes eleitas, no tipo com
e sem extrato, foi encontrada uma variacdo de peso de 31,10 mg + 6,32 até 32,36 mg + 6,14,
nos filmes com extrato. Nos filmes sem extrato foi encontrada uma variacdo de peso de 22,46
mg * 552 até 27,37 mg + 5,12, ja era esperado um menor peso. Observou-se uma
homogeneidade de peso, uma vez que as méedias ndo apresentaram diferenca significativa (p >
0,05) entre si, apesar do DPR relativamente alto.

4.6.2.2 Anélise de pH, grau de inchamento e tempo de desintegragdo

Os resultados referentes as andlises de pH, grau de inchamento (GI) e tempo de
desintegracdo (TD) estdo descritos na Tabela 16.
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Tabela 16. Resultados de pH e grau de inchamento (GI) (Média £ dp) (n=3), e tempo de
desintegracdo (TD) (n=1) das formulacdes filmes eleitos no tipo extrato (E) e sem extrato (P).

Formulagdo/Parametros pH Gl (%) TD (min)
E7(1) 6,35+ 0,07 327,0 £ 62,8 4> 20
E7(2) 6,45+0,18 362,5 + 40,1 410>
E7(3) 6,44 £ 0,13 369,8 + 28,0 48
P7(1) 746 0,21 369,8 + 16,9 3748
P7(2) 7,28+ 0,09 4372+ 73,0 427
P7(3) 7,56 £ 0,22 440,1 £ 107,5 4’507

(’ = minuto; >’ = segundos)

O pH em solucdo das formulacbes sem extrato variou entre 7,28 e 7,56 e das
formulacbes extrato entre 6,35 e 6,45, sendo entdo observado um decréscimo no pH nas
formulacbes que contiveram o extrato (E71, E72 e E73). Sendo assim para as formulagdes
eleitas nenhuma irritacdo a mucosa oral é esperada.

Os dados de GI demonstram uma relagdo com os ensaios das formulagdes candidatas,
sendo os maiores Gl em 369,8 % + 28,0 nas formulacdes com extrato, e 440,1 % + 107,5 nas
formulagbes sem extrato. Nota-se que nas formulagdes contendo o extrato houve um ligeiro
decréscimo no Gl, sendo entéo atribuido a adi¢édo deste.

Sobre o TD, foi observado que houve uma precisdo maior no ensaio e, devido a isso,
valores mais reais de desintegracdo foram observados. O estudo de Sharma et al. (2018),
utilizado neste trabalho desenvolveu filme de rapida dissolugdo, logo seu tempo de
desintegracdo do filme que mais se assemelhava ao presente foi 22,19 segundos + 0,11.

Foi possivel, entdo, o desenvolvimento de uma formulacdo de filme polimérico de
dissolucdo bucal, classificacdo segundo Ekpa, Alozie e Uwah (2019).

4.6.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier
Foram selecionados para a analise de infravermelho os seguintes componentes: CMC,
PVA, extrato bruto, filme sem extrato e filme com extrato. Foram realizadas as correlacGes

entre as bandas principais observadas na faixa de 4000 - 500 cm?, descritas na Figura 25. Todas
as analises foram realizadas com auxilio do Spectra Database for Ogranic Compounds (SDBS).
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Figura 25. Resultado do espectro infravermelho das amostras estudadas.

As bandas de absorcao caracteristicas encontradas para CMC sdo demonstradas como
bandas de ligacdo de hidrogénio OH (alongamento) em 3402,13 cm™, bandas de ligagdo C-H
(alongamento) em 2965,11 cm™ e 2918,60 cm™, bandas do grupo carboxila COO-
(alongamento) em 1574,61 cm™ um pico acentuado (este pico muda caso ocorre complexos).
Além disso, bandas de ligagdo C-O em 1033,91 cm™ (alongamento), caracteristicas em
esqueletos de polissacarideos (ROZALI; AHMAD; MOHAMAD ISA, 2015).

Para o PVA foram encontradas as bandas caracteristicas OH (alongamento) em 3229,65
cm?, banda C-H: (alongamento) em 2918,60 cm™, bandas devido a absorcdo de agua em
1631,78 cm™, banda OH em 1332,36 cm™, banda C-O (alongamento) em 1137,59 cm™, banda
C-O (alongamento) e O-H (flexdo) em 1079,45 cm™, banda CH2 em 907,94 cm, banda C-C
(alongamento) em 849,80 cm™ (JIPA et al., 2012).

No espectro resultante da analise do extrato também foram encontradas bandas que séo
caracteristicas na literatura, sendo elas banda de liga¢6es hidrogénio OH (alongamento) do
grupo polifendlico em 3263,56 cm™, bandas fortes caracteristica de compostos heterociclicos,
tais como flavonoides e polifenois, em 1343,99 cm™ e 1033,91 cm™ (WANG et al., 2018).
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Observando a formulacdo sem extrato € possivel identificar banda OH, que
correspondem a CMC e PVA, em 3218,02 cm™, banda C-H,, correspondente ao PVA, em
2912,35 cm™ e banda COO, correspondente ao CMC, em 1583,95 cm™. Ja na formulagio
extrato é possivel identificar bandas OH, correspondentes aos trés componentes principais
(CMC, PVA e extrato), em 3310,07 cm™*; banda C-H, correspondente ao CMC, em 2967,66
cmt; banda C-Ha, correspondente ao PVA, em 2892,03 cm™ e, por fim, banda correspondendo
corn1 compostos heterociclicos, tais como flavondides e polifenois, em 1102,71 cm™ e 613,44
cm™.

Sendo assim, os dados espectrais das formulagdes sem extrato e extrato apresentam
semelhanca entre picos comparando os constituintes das mesmas, CMC, PVA e extrato. Devido
a isso ndo foram observadas alteracGes dos espectros que nos mostrassem novos picos ou
desaparecimento deles, elucidando que ndo houve interacdo entre 0s constituintes e a
formulagdo desenvolvida, inclusive na versdo da formulacdo que contém o principio ativo
extrato.

4.6.2.3 Teste de esterilidade

Foi encontrada auséncia de crescimento microbiano nas amostras (n = 3) de filmes
testadas, sendo assim o filme apresentou esterilidade apds seu preparo.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, foram analisados aspectos quantitativos e qualitativos das
propriedades quimicas, antioxidantes e antibacterianas do extrato aquoso das folhas de
goiabeira, P. guajava L.;

Foi possivel revelar qualitativamente, através da CCD, a presenca de flavonoides,
avaliar quantitativamente a atividade antioxidante pelo método de DPPH e fendlicos totais pelo
método de Folin-Ciocalteu, os quais apresentaram boa capacidade antioxidante e de fendlicos;

A partir dos ensaios de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, foi possivel avaliar
a atividade antibacteriana do extrato frente bactérias gram-positivas e gram-negativas. Pelo
método de difusdo em disco, foram encontrados resultados satisfatorios para Staphylococcus
aureus, Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus beta-hemolitico, com médias entre
16 a 21 mm de raio de inibicdo, sendo a média de inibicdo a concentragdo de 3,6 mg/cm?. No
método da microdiluicdo em caldo, a CIM para todas as cepas foi de 8,8 mg.mL?; e a CBM
para S. pseudintermedius foi de 8,8 mg.mL™; para as demais foi maior que 11,4 mg.mL?;

Foi desenvolvido um grupo de formulacdes filmes candidatas que foram caracterizadas
e avaliadas conforme seu aspecto e suas caracteristicas fisico-quimicas, buscando melhor
desempenho e qualidade para prosseguir com a adi¢do do extrato. Sendo o filme mais adequado
a formulacédo F7;

O filme eleito foi caracterizado e avaliado, onde incorporou-se o extrato aquoso das
folhas da goiabeira, apresentando homogeneidade, maleabilidade, pH compativel com o oral,
bons niveis de grau de inchamento e tempo de desintegracdo. Ndo houve interacao entre 0s
constituintes e a formulagdo e, por fim, esta apresentou esterilidade apds seu preparo;

Sendo assim, se obteve uma forma farmacéutica filme polimérico de dissolucdo oral
para o tratamento e profilaxia da doenca periodontal em cées.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

E necessario que ensaios e estudos sejam feitos a fim de concluir e somar informagdes,
além de novos resultados para integrarem as publicacdes cientificas que estdo por vir. Sendo
assim, vé-se necessario o desenvolvimento dos ensaios fisicos, como os ensaio de espessura, a
resisténcia a tracdo, a resisténcia a dobra, a analise térmica e a difracdo de raio-x; além de estudo
de estabilidade, que valide a forma farmacéutica desenvolvida. Para além, a uniformidade de
conteudo (teor), estudo de liberacdo e mucoadesdo. Por outro lado, pensando em integridade do
filme, 0 armazenamento adequado deve ser feito para que proteja este da umidade, calor e luz.

Estes ensaios e estudos sdo necessarios para que o desenvolvimento do filme seja
contemplado da melhor maneira e gere um resultado capaz de torna-lo uma forma farmacéutica
alternativa, que seja de fabricacdo simples em local adequado, com o seu principio ativo de
facil acesso e obtencéo, e que, principalmente, seja uma formulagdo utilizada no tratamento e
profilaxia da doenca periodontal em cées e posteriormente em humanos.
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