UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO
DE FORMULACOES BUCAIS CONTENDO
QUERCETINA PARA PROFILAXIA DA DOENCA
PERIODONTAL CANINA

Taynara Monsores e Silva

2023



(A8 RURA( &

&
S ©

%

\\Q_RS'iDADg
&
Q
Y.
Wyr30 O

2 UFRR]

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA ]
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE FORMULACOES
BUCAIS CONTENDO QUERCETINA PARA PROFILAXIA DA
DOENCA PERIODONTAL CANINA

TAYNARA MONSORES E SILVA

Sob Orientagdo da Professora
Yara Peluso Cid

Dissertacao submetida como requisito

parcial para obten¢ao do grau de
Mestre em Ciéncias, no Programa de

P6s-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias.

Seropédica, RJ
Setembro de 2023



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Segéo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

s586ed

silva, Taynara Monsores e, 1996-

DESENVOLVIMENTO E CARACTERI ZAQ}NAO DE FORMULA(;@ES
BUCAIS CONTENDO QUERCETINA PARA PROFILAXIA DA DOENCA
PERIODONTAL CANINA / Taynara Monscres e Silva. -
Seropédica, 2023,

101, £.8 3L

Orientadora: Yara Peluso Cid.
Dissertac¢do (Mestrado). —— Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Programa de P6s Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias, 2023.

1. Doenga Periodontal Canina. 2. Flavonodides. 3.
Desenvolvimento de Formulacgdo. 4. Farmacotécnica. 5.
Quercetina. I. Cid, Yara Peluso, 1982-, orient. II
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Programa de P6s Graduacgdo em Ciéncias Veterindrias III.
Titulo.




. . (7 ¥ UFRR]
MINISTERIO DA EDUCACAO LA rare e
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO N
PROGRAMA DE POS-GRADUA(;AO EM CIENCIAS VETERINARIAS
UFRRJ

ATA N° 3882/2023 - PPGCV (12.28.01.00.00.00.00.50)

N° do Protocolo: 23083.064287/2023-23
Seropédica-RJ, 22 de setembro de 2023.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA '
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TAYNARA MONSORES E SILVA

Dissertacao submetida como requisito parcial para a obtencao do grau de Mestre(a) em
Ciéncias, no Programa de Pos- Graduagio em Ciéncias Veterinarias.

DISSERTAGCAO APROVADA EM 22/09/2023

(Assinado digitalmente em 22/09/2023 16:09) (Assinado digitalmente em 22/09/2023 20:26)
SHANA DE MATTOS DE OLIVEIRA COELHO YARA PELUSO CID
COORDENADOR PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
CORIN (12.28.01.49) DCFar (12.28.01.00.00.00.47)
Matricula: #5224%6 Matricula: #200437

(Assinade digitalmente em 25/09/2023 17:09)
MARIA BERNADETE RIEMMA PIERRE
ASSINANTE EXTERNG

CPF: #5855 428-#

Visualize o documento original em https://sipac.ufrrj.br/public/documentos/index.jsp informando seu mimero: 3882, ano: 2023,
tipo: ATA, data de emissdo: 22/09/2023 e o cédigo de verificagdo: 9fd7bd8e16




DEDICATORIA

A quem sempre estendeu os bragos ao me ver chegar,
e nunca deixou de se preocupar nas horas em que eu precisava voltar.
A Marcio Goulart (in memoriam). Se eu pudesse te tirava do céu.

Te amo pra sempre!



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Julio Cesar e Maria Rita, por terem me apoiado, incentivado e terem
acreditado na minha capacidade quando nem eu acreditava mais. Obrigada por lutarem para
que eu tivesse tudo que vocés ndo puderam ter. Sem vocés eu ndo sou metade! Aos meus avos,
tios e primos que orgulhosamente falam sobre mim e anseiam os dias em que podemos estar
juntos.

Agradeco imensamente a Ariane, minha companheira ¢ melhor amiga. Nao consigo imaginar
como seria a vida sem vocé. Obrigada por embarcar nos meus sonhos e comemorar minhas
conquistas como se fossem suas. Vocé ¢ o meu ponto de equilibrio!

Aos meus amigos, Liniquer Sant’Anna, Miriam Euzébio, Thais Santos e Tamires Andrade,
que acompanham minha rotina de longe. E maravilhoso vé-los se orgulhando das minhas
realizacdes, obrigada por compreenderem os momentos em que me fiz ausente.
Agradecimento mais que especial aos professores do Colégio Estadual Maria Zulmira Torres.
Minhas conquistas sdo fruto da dedicacdo de cada um de vocés. Obrigada por nunca terem
desistido do ensino publico.

Ao Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), que
me acolheu em 2019 e desde entdo me tem aberto portas. Agradego a cada colaborador, que
tornou a rotina um refligio para os dias de exaustao.

Agradeco muito a minha orientadora pelo apoio, orientacdo, carinho e paciéncia durante o
percurso. Cada desafio proposto me tornou mais confiante e admirada quanto ao que fazemos.
Prof* Yara Cid, a admiro muito!

A Viviane Magalhdes por ter moldado meu modo de trabalho durante a iniciagdo cientifica,
sua contribui¢do foi essencial para que eu me tornasse a profissional que sou hoje.

A Paloma Mathias e Thais Paes. Ter a amizade de vocés no ambiente de trabalho, me
proporcionou uma caminhada mais tranquila. Obrigada pela troca de conhecimento,
descontragdo e por terem me estimulado a todo momento. A presenga de vocés irradia a
farmaco e nossa sintonia clareia a minha vida.

Agradecimento mais que especial a toda a equipe da farmacometria: Alice Ortega, Camyla
Nunes, Giovanna do Valle, Ingrid Lins, Karen Kuhfuss, Matheus Eduardo, Mathias Pittizer,
Melina Alves e Pedro Reculiano pela colaboragao durante todo o processo de experimentagao
e escrita. Obrigada pelo encorajamento, apoio € comemoragdes acerca de qualquer minimo
resultado. Sou feliz por compartilhar o dia a dia com vocés.

Aos médicos veterinarios, Anna Julia Bessa, Fernando Miranda e Isabelle Vilela, pela
colaboragdo e espirito de equipe, fazer parte de uma equipe multidisciplinar ao lado de vocés
¢ sindnimo de sorte. Obrigada pelas discussdes sobre esse tema que tanto me encantou.

Aos professores Douglas Chaves e Shana de Mattos, que me receberam de bragos abertos em
seus laboratérios para que esse projeto pudesse ser concluido. As suas alunas, Bianca Augusto,
Mayara Gomes e Carol Aratjo, que auxiliaram incansavelmente durante esse tempo.
Obrigada por vibrarem comigo a cada resultado alcangado. A professora Renata Fonseca, pela
paciéncia, carinho e disposi¢ao, sua colaborac¢ao foi muito importante.

Por fim, a todos que torceram pela finalizagdo dessa etapa que tanto idealizei em minha vida.
O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001, agrade¢o o
financiamento desta pesquisa.



RESUMO

A doenca periodontal (DP) advém da formacdao de biofilme bacteriano na superficie dos
dentes e em seus tecidos adjacentes. E caracterizada como a condi¢do oral mais prevalente em
humanos e animais, estando presente em cerca de 70% dos cdes adultos. Na medicina
veterindria, sua profilaxia e tratamento ¢ dificultado, uma vez que estabelecer uma rotina de
higienizacdo ndo ¢ simples e a permanéncia das formulagdes convencionais na cavidade oral ¢
prejudicada pela agdo saliva e da atividade mecanica da boca. Assim, inova¢do nesse campo ¢é
essencial, principalmente diante da resisténcia bacteriana que pode estar envolvida nos
diferentes estagios da doenca. Nesse contexto, a utilizacdo de produtos advindo de fontes
naturais se torna uma alternativa aos produtos convencionais. Como € o caso dos flavonoides,
que se destacam devido as suas propriedades antimicrobianas, além de possuirem agao
regeneradoras dos tecidos moles e duros, os mesmos que compde a mucosa oral. Entre seus
derivados ha a quercetina (QRC) e a rutina (RTN), que ja possuem relatos evidenciando sua
atividade antimicrobiana frente a cepas sensiveis e resistentes. Deste modo, este estudo
buscou-se a obtencdo das concentra¢des inibitdria e bacteriostatica minimas destes dois
flavonoides frente a nove cepas, sensiveis e resistentes, de importancia para a DP. Os ensaios
demonstraram que as concentracdes efetivas de QRC eram menores, sendo esta selecionada
como molécula ativa para os ensaios de desenvolvimento farmacéutico. Foram desenvolvidos:
um hidrogel (HG) e um filme a base de carboximetil celulose sédica (CMC-Na) e um HG a
base de quitosano (QTS). Como resultado, as formulacdes mantiveram pH na faixa de 6,5 a
7,5, assegurando a seguran¢a durante a aplicacdo, salvo o HG de QTS que apresentou um pH
ligeiramente abaixo do ideal. O teor dos ativos no HG de CMC-Na, HG de QTS e no filme a
base de CMC-Na, foram de 98,2%, 95,0% e 97%, respectivamente. As formulagdes
demonstraram tempos de residéncia prolongados, estando acima de 5h. Quanto a liberacdo in
vitro, 0 HG de CMC-Na apresentou cinética de ordem zero e taxa de liberacao de 32,1% em
24 h, enquanto o HG de QTS e o filme polimérico (FP), exibiram cinética de pseudoprimeira
ordem com taxas de liberagdo de 18,6% e 26% em 24 h, respectivamente. Andlises
morfoldgicas do FP a base de CMC-Na revelaram poros nas formulagdes contendo QRC e
maior compactacao no filme placebo. As andlises estruturais demonstraram que a presenca de
QRC nao altera a estrutura dos componentes presentes no filme, apenas reflete em um
estiramento C=C mais intenso. A associagdo de todos os resultados indicou que as
formulacdes desenvolvidas apresentam potencial inovador para prevenir e tratar a DP canina.

Palavras-chave: Doenca periodontal canina. Quercetina. Desenvolvimento farmacéutico.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) arises from the formation of bacterial biofilm on the surface of teeth
and their adjacent tissues. It is characterized as the most prevalent oral condition in humans
and animals, being present in approximately 70% of adult dogs. In veterinary medicine, its
prevention and treatment are complicated since establishing a hygiene routine is not
straightforward, and the persistence of conventional formulations in the oral cavity is hindered
by the action of saliva and the mechanical activity of the mouth. Therefore, innovation in this
field is essential, especially in the face of bacterial resistance that may be involved in different
stages of the disease. In this context, the use of products derived from natural sources
becomes an alternative to conventional products, such as flavonoids, which stand out due to
their antimicrobial properties and their regenerative action on both soft and hard tissues,
which make up the oral mucosa. Among its derivatives are quercetin (QRC) and rutin (RTN),
which have already been reported to have antimicrobial activity against sensitive and resistant
strains. Thus, this study aimed to obtain the minimum inhibitory and bacteriostatic
concentrations of these two flavonoids against nine strains, both sensitive and resistant, of
importance for PD. The assays showed that the effective concentrations of QRC were lower,
and it was selected as the active molecule for pharmaceutical development assays. Hydrogels
(HG) and sodium carboxymethyl cellulose-based films (CMC-Na) and a chitosan (QTS)
based HG were developed. As a result, the formulations maintained a pH in the range of 6.5
to 7.5, ensuring safety during application, except for the QTS-based HG, which had a slightly
lower pH. The active ingredient content in CMC-Na-based HG, QTS-based HG, and CMC-
Na-based film was 98.2%, 95.0%, and 97%, respectively. The formulations demonstrated
extended residence times, exceeding 5 hours. As for in vitro release, the CMC-Na-based HG
showed zero-order kinetics and a release rate of 32.1% in 24 hours, while the QTS-based HG
and the polymeric film (FP) exhibited pseudofirst-order kinetics with release rates of 18.6%
and 26% in 24 hours, respectively. Morphological analyses of the CMC-Na-based FP
revealed pores in the formulations containing QRC and greater compactness in the placebo
film. Structural analyses showed that the presence of QRC does not alter the structure of the
components present in the film, only resulting in a more intense C=C stretching. The
combination of all results indicated that the developed formulations have innovative potential
for preventing and treating canine PD.

Keywords: Canine periodontal disease. Quercetin. Pharmaceutical development.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

%: Porcentagem

°C: Graus Celsius

LLg: micrograma

uL: Microlitro

um: Micrometro

BHI: Brain Heart Infusion Broth
CBM.: concentragao Bactericida Minima
CIM: concentragao inibitoria minima
CMC-Na: carboximetilcelulose sodica
DMSO: dimetilsulfoxido

DP: doenga periodontal

EVA: Etileno de Vinila

FP: Filme polimérico

HG: Hidrogéis/Hidrogel

IFTR: espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
MeOH: alcool metilico

mg: miligrama

MH: Mueller Hinton

Min: minutos

mL: mililitro

PPG: propilenoglicol

QRC: quercetina

RTN: rutina

SDS: dodecil sulfato de sodio

T:: Tempo de retencdo



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 . Anatomia do dente incisivo lateral Canino. ..........ccccceevveriiereerierieseereesee e seeseeseeeeeas 3
Figura 2 . Componentes superiores da anatomia bucal canina............ccccceeeeveeveenienienceneeneenenn 4
Figura 3 . Sintese dos flavonOides........c.cccvevierierieiieiie e ciesteste e seestesresreseressaesraesraessnessnensnas 8
Figura 4 . Estrutura molecular da qUETCEING. ..........c.ecevveviieiiieciieiicreere e e ereesre e 9
Figura 5 . Estrutura molecular da rutina. ............cocoeiiieiiiiiiiie et 10
Figura 6 . Estrutura molecular da carboximetilcelulose. ...........coceerieiiiiiiiiiiieieceeeeee e 13
Figura 7 . Estrutura molecular do qUItOSAN0. .........cceceeriierierierierie e seeseereeseeeseeseeeseeeseeeseeesenes 13
Figura 8 . Organizacdo polimérica ap6s o processo de reticulagao. .......cevvereereeneereenieercvervennen. 14
Figura 9 . Esquema de preparo do ensaio de microdilui¢ao em caldo para determinagdo da
concentracao iNIbitOria MINIMA. ..........ceeeivieeiuieeeieeete et et e eeteeeeteeeeteeeeeeeeeeeereeeereeeereeeeaeeas 20

Figura 10 . Esquema utilizado no ensaio de determinagdo de concentragdo bactericida minima..21
Figura 11 . Procedimento adotado para obteng@o do hidrogel de carboximetilcelulose sodica

CONLENAO QUETCETINA. ...eeuviitietieiieiiete et et et ettt e e este e be e beebe e bt enteeateenseeaseenseenseensesnsesasenns 23
Figura 12 . Procedimento utilizado para obtengdo do hidrogel de quitosano contendo quercetina. 23
Figura 13 . Procedimento utilizado para obtencdo de filme polimérico a base de

carboximetilcelulose-sddica contendo qUETrCEtiNa. ..........ceecveeiierieeiiieiieeie e 25
Figura 14 . Mucosa bucal canina utilizada para o ensaio ex vivo de tempo de residéncia............. 32
Figura 15 . Formulagdes contendo quercetina aderidas ao aparato para inicio do ensaio de tempo

A€ TESIACIICIA ....eentieteetieet ettt ettt ettt et e et e et et enbe e e enteeabeenbeenteenseensesnseenseeas 33

Figura 16 . Tubos controle e com a formulac¢ao expostos ao ensaio de efetividade antimicrobiana.34
Figura 17 . Esquema utilizado para analise da efetividade bactericida da formulacdo no ensaio de

SEMEAAUIA €N PLACE .....ouiiiiiieiiieiiee ettt ettt st e st e st b e bee b e naeens 34
Figura 18 . Teste de difusdo em disco solubilizado com diferentes diluentes.. ...........c.ccceveeueenee. 35
Figura 19 . Placas do ensaio de microdiluigdo em caldo para determinacdo da concentracdo

TNIDTEOTIA TNINIINIA. . .eeeeiiiieeceee ettt et ettt be et e e et e st et e ae s et eneententesaeeneans 36
Figura 20 . Ensaio de semeadura em placa para obtencao da concentracao inibitéria minima de

quercetina frente as diferentes CEPAS. ...cvevvierverierieriereere ettt et ere e esbeebeesbeesseesseesseesseens 37
Figura 21 . Ensaio de semeadura em placa para obtencdo da concentracdo inibitéria minima de

rutina frente as difereNteS CEPAS. ...cveruiriiriirie ettt ettt sate st e s aeesaeesaeesaeas 38
Figura 22 . Espectro de varredura por UV comparativo entre quercetina e os placebos das

formulac¢des em saliva artificial € em Metanol. .............ccooeeeiiiiiiiiiiiiceeeee e 39
Figura 23 . Curva padrao de qUETCELING. ......c.cccvievierieiieiieieereereereeresreesaeeseesseesseessesssesssessseans 40
Figura 24 . Hidrogeis ODtIAOS. . ...eeiuieiiiiiiieitieieee ettt ettt st sae e 41
Figura 25 . Representacdo grafica da influéncia do tempo sobre o pH dos HG a base de

carboximetilcelulose e quitosano incorporados COmM qUErCEtiNg. .......c..ccvevververeverververenenenn 42
Figura 26 . Perfil de espalhabilidade comparativo entre o placebo do hidrogel de carboximetil

celulose sodica e o hidrogel incorporado cOm qUETCEtiNg. .........cecueeveerieriieeiieeieeieeieeie e 42
Figura 27 . Perfil de espalhabilidade comparativo entre o placebo do hidrogel de quitosano ¢ o

hidrogel incorporado COM QUETCETING..........cevueerieriieriieiiereerie et ettt et et seeeseeeseeens 43
Figura 28 . Perfil de espalhabilidade comparativo entre os hidrogéis de carboximetilcelulose

sodica e quitosano incorporados com QRC ........c.cccuiviiiiiiiiiiiiie e 43

Figura 29 . Hidrogéis incorporados com quercetina apds centrifugacdo de 3800 rpm por 5 horas. .44
Figura 30 . Variag@o do pH do hidrogéis incorporados com quercetina durante os ciclos de

congelamento € aqUECIMENTO.. ......c.eeruieriieiieieeie ettt ettt et e bt e bt e bt e bt e bt e sbeesbeesbeesaeenseas 46
Figura 31 . Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de carboximetilcelulose sodica com
quercetina durante trés ciclos de 24h de aquecimento. ...........eevevierierienienieneeeeeeeeee e 47
Figura 32 . Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de carboximetilcelulose sodica
incorporado com quercetina durante trés ciclos de 24h de congelamento. ..........c.cceeveennnnn. 47
Figura 33 . Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de quitosano incorporado com quercetina
durante trés ciclos de 24h de aqUeCIMENTO. ..........cecueeiiriiriieieee et 48
Figura 34 . Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de quitosano incorporado com quercetina
durante trés ciclos de 24h de congelamento. ...........ccoceerieriirierieniereeeeee e 49

Figura 35 . Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sédica selecionado. ........................ 51



Figura 36 . Filme submerso em saliva artificial para ensaio de grau de intumescimento. ............. 51
Figura 37 . Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sodica apos ser submetido ao ensaio

de 1eSISENCIA @ AODTA. ....c.eiiiiiieieie ettt sttt et ne et 52
Figura 38 . Analise morfologica obtida através de microscopia eletronica de varredura dos filmes
a base de caboximetilcelulose SOAICA........ccueriiriiieiiieiiiie e 53

Figura 39 . Sobreposicdo dos espectros de FTIR obtidas através de analise estrutural utilizando
metodologia de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier do filme

incorporado com quercetina € SeU Placebo. .........cociiiiiiiiiiiinii s 54
Figura 40 . Liberagdo in vitro comparativa entre filme polimérico de carboximetilcelulose sodica,
hidrogel de carboximetilcelulose sddica e hidrogel de quitosano. ..........ccecveeeveeveereeveennenne. 57
Figura 41 . Aparato antes e apds do ensaio de tempo de residéncia. .........cceeceeveeveerieneeneeneennen. 59
Figura 42 . Tubos apds 24h do ensaio de efetividade antimicrobiana das formulagdes................ 60

Figura 43 . Placa resultante do ensaio de efetividade bactericida do hidrogel a base de
carboximetilcelulose sddica contendo quercetina frente a cepa sensivel de E. coli. ............ 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 . Caracteristicas fisico-quimicas da qUEICEtING..........ccevvereereeriieriiereerrereeseeeresreserenenes 9
Tabela 2 . Caracteristicas fisico-quimicas da TUtina ..........cccceereerierierieneene e 10
Tabela 3 . Microorganismos sensiveis € resistentes utilizados. .........cceeeveevveevieecieeceecenieeie e, 17
Tabela 4 . Solventes utilizados no ensaio de difusdo em diSCO........ceervererireerieninieieeeeeee 18
Tabela 5 . Concentragdes de quercetina e rutina utilizadas no ensaio de difusdo em disco........... 18

Tabela 6 . Concentragdes de quercetina e rutina utilizadas no ensaio de microdilui¢do em caldo 19
Tabela 7 . Componentes utilizados para o desenvolvimento de hidrogéis a base de

carboximetilcelulose-sddica e quitosano contendo qUErCEting. ..........ccveecveevercverrenvesreaenennns 22
Tabela 8 . Componentes utilizados para o desenvolvimento do filme polimérico a base de

carboximetilcelulose sodica contendo QUETCELING. .......c.cccveeveriiriieieiieere e ere e eaeeene e 24
Tabela 9 . Constituintes empregados no preparo da saliva artificial. .........cccceeveevverienieneeneennenn, 28

Tabela 10 . Concentragdo inibitdria minima e concentragdo bacteriostatica minima de quercetina
e rutina obtidas através dos ensaios de microdiluicdo em caldo e semeadura em placa,

FESPECTIVAITICIILE. ..evveivviiereieresiresteetearesreseresseessaesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssnssees 37
Tabela 11 . Caracteristicas observadas nos hidrogéis a base de carboximetilcelulose sddica e a
base de qUItOSAN0 APOS O PIEPATO. ...eeuviruiireiiriieeiieeteeteeiteeiteettesetestesatesstesaeesatesaeesseesaeesneesaeas 41
Tabela 12 . Caracteristicas dos hidrogéis antes ¢ ap6s 72h de exposigado ao ciclo de congelamento
€ AQUECTITIENTO. .veevveeureerreesreesreeteesseeseesseesseesseesseesseesseesseesseesseesseessessseessessseessessseessenssesssesssennes 45
Tabela 13 . Espalhabilidade dos hidrogéis contendo quercetina antes e ap6s 72h de exposi¢do ao
ciclo de congelamento € aqUECIMENTO. .......cc.eeruieruierieerieerieesteeieerieeie et e e esteesae e b ebeeeeeeeenee 49
Tabela 14 . Teor da quercetina nos hidrogéis a base de carboximetilcelulose sddica e quitosano
nas diferentes condigdes de SOIUbIliZACA0. ........cevuvieiiiiiiieciie e 50
Tabela 15 . Grau de intumescimento dos filmes poliméricos a base de carboximetil celulose
sodica contendo quercetina em saliva artificial pH 8.........ccoovvevieviiiiieciciee e, 52

Tabela 16 . Comprimentos de onda e grupos funcionais em comum entre o placebo e o filme
incorporado com quercetina obtidas através de andlise estrutural utilizando metodologia de

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. ........c.ccccovevvvivencienciencieniennnnns 54
Tabela 17 . Teor do filme polimérico sob as diferentes condigdes de solubilizagao. .................... 55
Tabela 18 . Influéncia de diferentes concentragdes do surfactante na solubilidade da quercetina

em Saliva artifiCial. ........ooiiiiiiiiie ettt 56
Tabela 19 . Determinago do fluxo (J) e cinética de liberagdo (n=3) das formulac¢des poliméricas

CONEENAO QUETCETINA. ..eevvievieiieiieieesteesteesteesteeteeseesseesseesseesseasseesseesseasseessessseessessseessesssesssenns 58

Tabela 20 . Nivel de turvacgao do caldo ap6s 24h do indculo em contato com as formulacdes
ESENVOIVIAAS. ...ttt ettt ettt b et se ettt eees 61



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 1

2. REVISAO DE LITERATURA ....coocuiiiiiiiintineieiieses st 3

2.1. Anatomia Dentaria Canina...........cc.eeeeueeeeiiieeeiiieesiieeeieeesreeesreeeteeeereeesreeesaseeessseeennns 3

2.2. Etiologia da Doenga Periodontal..............cccocuiiriieiiieiieniieiiecie et 3

2.3. Bactérias Associadas a Doenga Periodontal ...............cocouvieiiiiiiiiiiiiiiic e, 6

2.4. Produtos a base de Compostos Naturais 1S0lados ..........c.ceccvereiierieniiienieeiieiecieeiens 7

2.5. Tratamento da Doenca Periodontal e 0 Mercado Veterinario..........cc..ccoeeveeeeennnen... 10

2.6. Desenvolvimento Farmacéutico de Formulagdes Bucais.............ccoceeeeveeecieecnieennenn. 11

2.7. Polimeros Utilizados na Elaboracao de Formulagdes Bucais para a Saude Oral........ 12

3. MATERIAL E METODOS .....coooieeeeeeeeeeeeeteeeeeee s 16

R LY £ 0§ £ 3 PR PPRRPRPR 16

3.1.1. Matérias primas e reagentes utilizados ..........ccceevveeviierieeiiienienieeree e 16

3.1.2. Equipamentos UtiliZadOS ........ccueeeiuiieeiiiieeiieeciee et 16

3. 1.3, MICTOTZANISINIOS ..euvvieurieereeniieeireeieesteeseessseeseessseesseessseenseessseeseessseeseesssesnns 177

3.1.4. BOCheCha CaniNa.........cccueieiuiiieiiieciieecee et eree e e eereeesaneeens 17

3.2, IMELOAOS ...ttt ettt ettt et s e ettt bt e s e e e e eabeesbeeesbeentaeenbeenbeensaeensaens 17

3.2.1. Ensaios de avaliacaoantimiCrobiana................ccecuieeeeeiiieeeeiiiieeeeeeieeeeeeieee e 17

3.2.1.1. DifuSA0 €M ISCO....uviitiiriiieiieeiieite ettt e ete et e eteebeesebeebeessbe e saesaseesseessseenseessseenseensns 18

3.2.1.2. Determinacdo da concentragao inibitdria Minima...............coeeueeeeeeiiereeeeiieeeeeeieeeeenns 18

3.2.1.3. Determinagdo da concentragdo bactericida minima............ccceeeeveeeeveeeiieeeineeeeneeenne. 20

3.3. Método Analitico para Analise de QUETCEetiNa ........c.ceevvieerieeerieeeiee e 21

3.3.1. SCICtIVIAAAR. ... eeeiieiieeiiieiiecie ettt ettt et e st e et e stbeebaeenbeenbeeenaeennaens 21
3.3.2. LINCAridade. ......ccuviieiiieeiiiecie e e e e e e s aa e e rae e e 21

3.4. Desenvolvimento das FOrmulagOes .........cueeevuiieeiuiiiiiieeeiie e 22

341, HIATOZEIS 1.ttt et et ettt et e 22

3.4.2. Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sodica ..........cccceevreerereennnnn. 24

3.5. Caracterizagao das FOrmulagOes .........cccuveeiuiiiiiiieeciie et 25

3.5.1. Hidroggéis de carboximetilcelulose sodica e de quitosano.............cceeeveeeenennne. 25

T B B N o 1<t o SRS 25

3.5.1.2. Od0T,,,551055555553559555993559955993559355993559335993559355993559335953599+ ¢ +++4 4+ s+ 22522 ssssessessssesssserssserseesssenssens 26

3.5.1.3. Determinag@o de PH......ccoouiiiiiiieeiie ettt et 26

3.5.1.4. Espalhabilidade..........ccccuiiiiiiiiiiiiiiieciecie e 26

3.5.1.5. Ensaios de estabilidade preliminar.............ccceeeviiiiiiiieiiieeciee et 27

3.5.1.6. Determinagdo de teor de quercetina nos hidro@eéis .........ccceeeeeveeneeriienieenieeieeeenene, 27

3.5.1.7. ANALISE EStatiStICA.....uviiiiiiieiiieciie ettt ettt e e e er e e e ta e e eaae e e aaeeens aas 27

3.5.2. Filme polimérico de carboximetilcelulose sodica..........ccoeurevriervienireniieneenen. 27

3.5.2.1. Uniformidade de PESO.......c.eeruiieiieiieeiieiie ettt ettt 27

3.5.2.2. Determinacao do pH superficial...........ccccoveeiiiiriiiiiiieiiecieeieeee e 27

3.5.2.3. Capacidade de INtUMESCIMENLO. ........ueeerurreeiieeeiieeeieeeereeesireeesreeesereeesseeesseeesseeensseeas 28

3.5.2.4. ReSIStENCIA @ AODIA.....c..iiiiiiiiiiiiciiecee ettt ettt ebeebeeenseenneas 29

3.5.2.5. Analise MOTTOIOZICA.......cccuviieiiieeiiee ettt e e e e tae e e ta e e e reeesareeenes 29

3.5.2.6. ANALISE ESIIULUTAL.......oeiiiiiieiieeciie ettt e e e s e e e erae e earee s oes 29

3.5.2.7. Determinacdo de teor de quercetina no filme polimérico a base de

carboXimetilceIUlOSE SOUICA. ......c.uvieiiiieciiieciie ettt e e e e e eeaneas 29

3.6. Ensaios de LIDEIaCA0 171 VITFO ......c...cccveeeeiieeciieecieeee e et 30

3.6.1. Ensaio de solubilidade............cccuieiiiiiiiiieiieccec e 30

3.6.2. Liberagao in vitro das formulagdes desenvolvidas............ccoeeeeieeecniiennnnn, 300

3.6.3. Cinética de liberagao 31



3.7. Tempo de ReSIAENCIA €X VIVO ....cueieeviiiiieiiiiiieiieeie ettt 31

3.7.1. DeSSeCaCA0 da IMUCOSA.....c.vveeiiiieeiieeeiieeettee et e eeteeeeeteeeeeteeeeteeeeaseeeeaseeeetseeeesseeereeeeaseeas 32
3.7.2. Preparo do aparato Para tESLC.......cccueeerveeerreeeiiieeeiieeeiteeesteeesaeeessreeessseeesaeessaeesseeennnes 32
3.7.3. EXCCUGAO dO CNSAI0.....cuviiiiuriieiiiieeiiee et e eeteeeeteeeeteeeeteeeeateeeeaseeeetaeeeaseeeaseeeaseeesaseeennnes 32
3.8. Atividade Antimicrobiana das Formulagoes ...........ccccoeeeeiviiiieiiiiiiieiiiee e 33
3.8.1. Atividade INIDILOTIA. .....eeiuiieiieeiieeieeeie ettt ettt e seee e esteeetbeeteeesbe e teessseesseessseenseens 33
3.8.2. Atividade DacteriCida........cueeeiuiieeiiieciie e 34
4. RESULTADOS......o ottt ettt et te et seveebeessseesaessseenseessseensaesaneens 1359993599359935 3D
4.1. Ensaios de avaliacao antimicroDIaNa...........uieeeeiiuiieeeeeiiiee e e e et e e e e eeeaena e 35
4.1.1. Ensaio de difus@0 €M diSCO.......cccuiiiiiieeiiieeiiie ettt ettt e ve e e eaeeeraeeeraeeeenee s 35
4.1.2. Ensaios para determinacao das concentragdes inibitdrias e bactericidas minimas......... 35
4.2. Método Analitico para Analise de QUEICEtina...........cccveeriuieeririreriieeeciie e eereeeevee e 38
4.2.1. SClEtiVIAAC. ... eeeeeiieiieeiie ettt ettt et e e et e et e et b e ebaeenaeebeeeneas 38
4.2.2. LINCATTAAAC. ......eeeieiieiiiie ettt et e et e et e e st e e e sabeeesaeeeaaeeesaeeesbeeessseeessbeeennneeans 39
4.3. Caracterizagao Fisico-Quimica das Formulagdes Obtidas...........ccceeeevieeiiieeiiieeiieeeieens 40
43,1 HIATO@EIS. ...ttt ettt et ettt et e et et e st e e ebeeen eenbeesateebeeeneas 40
e T N R ) = OO OO USRS U PO PRRPUUPPRRPON 41
4.3.1.2. Espalhabilidade............ccoouiiiiiiiiiie et 42
4.3.1.3. Ensaios de estabilidade preliminar.............cccveecvieriiiiiienieeieeie e 44
4.3.2. FIIMES POIIMETICOS. ..c.uviiiiriieiiieeeiiieeetee ettt e e eve e e ete e e abeeesaaeeesaeesssaeessseeessseeensseeans 49
4.3.2.1. Grau de INtUMESCIMENTO. ......ccueeriierrieriieriieeieerieeeteeteesreessaessseeseessseesaessseeseessseensees 50
4.3.2.2. PH A€ SUPETTICIC...eeieuiiiieiieeciie e ciee ettt et e e sre e e s e e e sabeeesnseeesnseeenneas 51
4.3.2.3. ReSIStENCIA @ AODTA......eeiiiieiiieiiieiieeie ettt ettt s e b e sebeeteesnseenseesnnas 52
4.3.2.4. Caracterizacao MOTTOLOZICA. ........eeiuiiriiiiieeiieie ettt ettt 52
4.3.2.5. ANALISE EStIUIUTAL.......oiiiiiiiiieiiecie ettt e s e e beesaaeesbeesanes sees 52
4.3.2.6. Determinacao de teor de qUETCELINA........eeeevieeeiieeriieeiieeere e eree e e e eeveeeereas 53
4.4, LIDCTAGAQ 170 VIFO...uveeeeuveeeeieeeeeeeeeee et e e et e e et e e et e e e aaeeeetaeeeeaseesaseeebeeesreeesseeens 54
4.4.1. Estudo de solubilidade............coeeiiiiiiiiieiie ettt e 55
4.4.2. LADEIAGAO 171 VITFO.....c.uveeeeeeeeeeeeee e e eete et e e et e etae e et eeeaae e seaseeetaeesaaeesseeens 55
4.4.3. CInética de IIDEraGAO. ... ..eeiiiiuiiieieciiie ettt e et e e e et e e e eeaaaeeeeaes 56
4.5. Tempo de ReSIAENCIA €X VIVO.......cccuieviieiiieiieiiecit ettt ettt e seesave s e enae e 57
4.6. Atividade Antimicrobiana das FOrmulagoes..........cccueeeieiiuiiiieiiiiecieiiiie e 58
4.6.1. Efetividade 1IDItOTIA. .....cc.ieiiiiiiieiiecie ettt ettt eae e e sereeseesaseesseenenas 59
4.6.2. Efetividade DacteriCida...........ooeviiieiiiieiie et 61
5. DISCUSSAOQ ...ttt 62
6. CONCLUSOES ..ottt 69
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coovuiieiiiieiieeiee s 70

ANEXOS ettt ettt ettt reesaneeas 844



1. INTRODUCAO

A doenca periodontal ¢ uma condi¢ao oral prevalente tanto em seres humanos quanto
em animais. Essa enfermidade advém da formacdo de biofilme bacteriano na superficie dos
dentes, resultando em inflamagdo gengival, perda dssea e, em casos mais avangados, em perda
dentaria. Em caes, a condi¢do afeta aproximadamente 70% dos animais adultos, destacando
sua relevancia clinica e a necessidade de abordagens inovadoras para preven¢ao e tratamento.

A busca por alternativas terapéuticas sustentaveis tem levado a exploragcdo de
compostos naturais. Neste contexto, os flavonoides, substancias encontradas em diversas
plantas, ganham destaque devido as suas propriedades medicinais. A quercetina e a rutina, por
exemplo, sdo amplamente presentes em alimentos de origem vegetal, e tem se mostrado
promissoras devido as suas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias. A
utilizagao de compostos naturais, como estes flavonoides, apresenta-se como uma alternativa
para a inovacgao frente ao tratamento e profilaxia da doenga periodontal canina.

Além da via de administracdo oral ser a mais usual, a cavidade bucal demonstra alta
capacidade de retencdo, tornando-se uma opc¢do vantajosa para a aplicacdo local de
medicamentos, o que proporciona uma redu¢do significativa em efeitos colaterais sistémicos.
Considerando os desafios associados a implementagdo de uma higiene rotineira canina - bem
como as dificuldades decorrentes da remocao pela saliva e atividade mecanica da boca - a
busca por uma formulagdo que mantenha um contato prolongado com a area afetada se mostra
crucial.

Diante das necessidades ¢ demandas do desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas orais que requerem interacdo prolongada, os excipientes poliméricos como
quitosano e a carboximetilcelulose sodica, sobressaem-se devido a suas capacidades de
mucoadesao. Este atributo, quando aplicado ao contexto da doenca periodontal em animais,
revela um potencial significativo, visto a minimizacdo da necessidade de reaplicagdes,
culminando na melhoria da saude bucal, e consequentemente, contribuindo para o bem-estar
geral.

Neste estudo estima-se as concentracdes inibitorias e bactericidas minimas de dois
flavonoides, a quercetina e a rutina. Posteriormente, seleciona-se quercetina para o
desenvolvimento de formulagdes, uma vez as cepas bacterianas testadas foram mais
suscetiveis a ela. As formulagdes obtidas foram submetidas a ensaios de caracterizagao fisico-
quimica, avaliacdo do tempo de residéncia ex vivo, perfil e cinética de liberacao in vitro e
eficdcia antibacteriana.

Foram obtidas trés formulagdes distintas: um hidrogel e um filme polimérico a base de
carboximetil celulose sddica, e um hidrogel a base de quitosano.

A obtencdo dos hidrogéis ocorreu através da hidratacdo do polimero escolhido,
enquanto a produc¢do do filme ocorre por meio da técnica de solvent casting. Neste processo, a
solugcdo contendo o polimero ¢ transformada em um hidrogel e entdo depositada em uma
superficie plana, permitindo que o solvente evapore sob controle de temperatura. Apos a
solubilizacdo e integracdo de todos os componentes, o principio ativo € incorporado as
formulacdes resultantes.

A caracterizacdo dos hidrogéis envolve a realizacdo de ensaios fisico-quimicos
abrangendo aspecto, potencial de hidrogénio (pH), espalhabilidade, analise de teor e
estabilidade preliminar mediante centrifugacdo, exposi¢do a radiacdo luminosa, ciclos de
congelamento e aquecimento. Enquanto, a caracterizagdo do filme polimérico inclui
avaliagdes de uniformidade de peso, espessura, grau de intumescimento, pH superficial,
resisténcia a dobra, andlise de teor do ativo incorporado, além de ensaios morfoldgicos e
estruturais.

O trabalho aborda a doenca periodontal em caes, com énfase na suscetibilidade



bacteriana em relagdo aos flavonoides. Além disso, sdo apresentadas analises detalhadas das
caracteristicas especificas de cada formulagdo, bem como as influéncias que elas sofrem
durante a exposi¢ado a diferentes condigoes.



3. REVISAO DE LITERATURA

A procura pela cura e tratamento de enfermidades sempre esteve presente nas mais
diversas civilizagdes. No Antigo Egito, o interesse em busca de tratamentos dentdrios foi
demonstrado ndo apenas pelas pinturas rupestres, mas confirmado pelo documento médico
mais antigo do mundo, o Papiro Ebers, elaborado hd mais de 1550 a.C. (DA SILVA, 2009;
DE ALMEIDA, 2020). Porém foi por volta de 600 a.C. que o assunto foi associado pela
primeira vez a medicina veterindria, no livro Zuo Zhuan (o livros dos animais) (LLORENS e¢
al., 1998).

3.1. Anatomia Dentaria Canina

E na mandibula e no maxilar, mais precisamente nos alvéolos dentarios, que os
dentes estdo localizados. Sua anatomia esta dividida em trés estruturas: raiz, periodonto e
coroa (Figura 1). A coroa ¢ composta por esmalte, dentina e polpa, ela € a por¢do exposta do
dente, enquanto a raiz ¢ a por¢ao que se insere no alvéolo dentario, composta por
nervos ¢ vasos. Entre as duas estruturas estd o periodonto, que ¢ o conjunto estrutural
composto por gengiva, que possui a funcdo de proteger o dente, cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar que oferecem suporte ao mesmo (ROZA, 2004). A arcada
dentaria permanente de um cao possui doze incisivos, quatro caninos, dezesseis pré-
molares e dez molares (ROZA, 2004; SAIDLA, 2014; SIMOES, 2016).

\.

\ /1 Esmalte
c \ A
orod /£ _|pentina
_~ Polpa
1 _~ Gengiva
|\ — Cemento

— Periodonto
e__|Ligamento __ |
Periodontal

_— Osso Alveolar-

Raiz

Figura 1. Anatomia do dente incisivo lateral canino. (Fonte: MADEIRA, 2017)

Além de estar diretamente relacionado ao bem estar, o cuidado oral impede nao
somente doencas na boca, mas também desordens em outros sistemas além do trato
gastrointestinal (SHARMA et al., 2011).

3.2. Etiologia da Doenca Periodontal

A doenga periodontal (DP) ¢ o resultado da resposta inflamatoria que afeta o
periodonto. Ela ¢ causada pela formagao de placa bacteriana (biofilme dental) sob a superficie
oral, dentes e tecidos moles adjacentes (GORREL, 2010; CARDOSO, 2012; HA, 2013). Esse
biofilme é composto por matriz bacteriana predominantemente gram-positiva e aerobia
associada a actimulo de residuos alimentares, substidncias organicas e inorganicas e pode
atingir as trés estruturas do periodonto. (ROZA, 2004; ADEPU et al., 2018).

O acumulo de biofilme na superficie do dente, posteriormente, se mineraliza formando
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o calculo dentario, sendo entdo um dos muitos fatores que levam a perpetuacdo da doenga,
pois se tornam um ambiente de protecdo para as bactérias que colonizam aquela superficie,
provocando assim, inflamacdo gengival, destruicio do ligamento periodontal e do osso
alveolar, o que leva a perda dental (ROZA, 2004; BAIA et al, 2017, GORREL, 2010;
SIMOES, 2016; NIEMIEC, 2008).

A DP ¢ separada em duas condig¢des: gengivite e periodontite (HARVEY, 2019;
NIEMIEC, 2012). A gengivite (Quadro 1, estagio DP1) é um processo inflamatério que afeta
apenas o tecido mole (gengiva), ndo estando associada a perda 6ssea. A gengivite ¢ reversivel
caso o biofilme seja removido. Na periodontite (Quadro 1, estagios DP2, DP3 e DP4), os
tecidos que sustentam o dente ficam inflamados, resultando em perda de inser¢do devido a
destruicdo do ligamento periodontal, cemento e osso alveolar. A periodontite € irreversivel,
mas geralmente controlavel (WALLIS et al., 2020).

A lingua dos cdes ¢ curta e larga, limitando sua capacidade de alcangar os dentes pré-
molares e molares (Figura 2), sendo estes mais propensos a desenvolver a doenga
(HOLMSTROM et al., 2013; HARVEY et al., 2019; GIOSO et al., 2007; DUPONT et al.,
2016).

Incisivos

Figura 2. Componentes superiores da anatomia bucal canina. (Fonte: Adaptado de
DREAMSTIME, 2021)

E segundo a American Veterinary Dental College (AVDC, 2021), o grau de gravidade
da DP esta relacionado a diversos fatores, como a propor¢ao de perda Ossea, recessao
gengival e sangramentos, o que torna importante a avaliagdo geral da boca (Quadro 1).



Quadro 1. Classifica¢do da gravidade da doenc¢a periodontal em cdes quanto aos seus quatro estagios de desenvolvimento.

Estagio Definicao Ilustracio
. .. . N ) u Inflamagao

Estéagio 1 Gengivite apenas sem perda de inser¢do; a altura e a arquitetura da margem
(DP1) alveolar s3o normais. Nao ha periodontite.

Célculo . Perda 6ssea

Estagio 2 Periodontite precoce; menos de 25% de perda de insergéo. subgengival | leve
(DP2)

Estagio 3 Periodontite moderada; 25-50% de perda de inserca Aumento da
stagio eriodontite moderada; 25-50% de perda de inser¢ao. perda 6ssea
(DP3)

4 Perda de

Estagio 4 Periodontite avangada; mais de 50% da perda de insercéo. 1NSergao

avangada
(DP4)

Fonte: Adaptado de AVDC, 2021 e Janssen Veterinary Clinic, 2021




Os estudos de prevaléncia de DP em caes mostram que mais de 70% dos caes
adultos dispde do problema (MILKEN et al, 2003; VENTURINI et al, 2007;
FERNANDES et al., 2015), sendo assim uma adversidade a ser combatida, visto que
pode conduzir a quadros agudos ou cronicos de cdries e inflamagdo gengival.

3.3. Bactérias Associadas a Doenca Periodontal

As bactérias sdo organismos unicelulares microscopicos que estdo presentes
em uma variedade de ambientes, incluindo o trato oral tanto de humanos quanto de
animais. No caso dos cdes, a mucosa oral ¢ um ecossistema complexo que abriga
diversos microorganismos que interagem entre si. Essa interagdo desempenha um
papel crucial na manutencdo da homeostase oral e na prevencao de doencas orais. No
entanto, em determinadas circunstancias, essas bactérias podem se tornar oportunistas
e causar doengas (CURTIS et al., 2020; MARSH et al., 1994).

Ainda hoje, a determinagdo da predominancia de cepas bacterianas na mucosa
oral canina apresenta um desafio. A dificuldade de estabelecer uma padronizagao
linear em relagdo a prevaléncia dessas cepas pode ser influenciada por caracteristicas
genéticas do animal, habitos alimentares e de vida, presenga de outros animais no
mesmo ambiente ¢ até mesmo pela proximidade com seres humanos (ELLIOT et al.,
2005; DI BELLO et al., 2014).

A mucosa oral canina possui bactérias em sua microbiota natural, sejam elas
prevalentes na saliva saudavel como Actinomyces, Streptococcus, Granulicatella e
Bacteroides heparinolyticus, como aquelas presentes na placa como Porphyromonas,
Actinomyces, Pasteurella dagmatis, Neisseria Pseudomonas sp., Porphyromonas
cangingivalis e Desulfomicrobium orale (ELLIOT et al., 2005; RIGGIO et al., 2011).
No entanto, quando ocorre um desequilibrio na comunidade microbiana, como
consequéncia de um aciimulo excessivo de placa bacteriana, pode ocorrer a disbiose,
que ¢ caracterizada por um aumento de bactérias patogénicas e uma diminui¢do de
bactérias, gram-negativas bem como gram-positivas, benéficas (GASNER et al., 2022;
KACIROVA et al., 2019). A presenga de placa bacteriana nos dentes e mucosa oral
de caes ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de doengas orais, como gengivite
e periodontite (HOLANKOVA et l,2020). Embora a DP seja normalmente
associada a bactérias anaerobicas, algumas bactérias aerdbicas também podem estar
envolvidas no seu desenvolvimento e progressdo. Entre essas bactérias, destacam-se
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus
pseudintermedius (S. pseudintermedius) (RUPARELIA et al., 2013; ARWEILER et
al., 2016).

S. aureus ¢ uma bactéria gram-positiva frequentemente encontrada na pele e
nas mucosas de animais. Neste contexto, ¢ capaz de produzir enzimas e toxinas que
podem causar danos ao tecido periodontal, levando ao desenvolvimento de
inflamacdo.de caes com DP (AWOYOMI et al., 2014).

E. coli ¢ uma bactéria gram-negativa que faz parte da microbiota intestinal dos
animais. Embora menos comum do que outras bactérias na DP, sua presenca em
bolsas periodontais pode produzir fatores de viruléncia que contribuem para a
inflamacao e degradacao do tecido periodontal. (RUPARELIA et al., 2013).

S. Pseudintermedius ¢ uma bactéria gram-positiva comumente encontrada na
pele e nas mucosas dos cdes, sendo uma das principais causas de infecc¢oes
bacterianas na pele e tecidos moles dos animais. Seu deposito na cavidade oral pode
causar efeitos similares a E. coli ¢ S. aureus (ARWEILER et al., 2016).

Determinadas bactérias podem apresentar resisténcia a varios tipos de



antibidticos comumente utilizados na pratica clinica (CUNHA et al., 2022; LERNER
et al., 2019). A resisténcia antimicrobiana pode ser descrita como a capacidade de um
microorganismo em resistir a a¢io de antimicrobianos (ORGANIZACAO PAN-
AMERICA DE SAUDE, 2023). O nivel de resisténcia de uma cepa mutante pode
variar amplamente dependendo do mecanismo de resisténcia, resultando em sua
evolucdo, seja por disseminacdo entre cepas semelhantes ou distintas. (HUGHES,
2017; OLIVEIRA, 2017).

A limitagdo desta eficacia torna o tratamento mais desafiador e prolongado.
Além disso, o uso indiscriminado e inadequado de antibidticos pode contribuir para o
desenvolvimento e disseminagdo de resisténcia bacteriana, agravando ainda mais o
problema (ARWEILER et al, 2016). Em decorréncia a isto, os beneficios gerados
pela era dos antibidticos estimularam o surgimento de modificagdes genéticas que
contribuiram para burlar o mecanismo de acdo dos farmacos (LIMA, 2017). Assim
sendo, a ampliacdo de cepas resistentes resulta em prejuizos a saude publica, uma vez
que conduz a quadros infecciosos que originam um tratamento dificultado (HUGHES,
2017).

3.4. Produtos a base de Compostos Naturais Isolados

Os medicamentos fitoterdpicos sdo apenas aqueles obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais. Assim, todo e qualquer medicamento
que inclua em sua composi¢cdo substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, ¢
ainda as associacdes dessas com extratos vegetais, ndo podem ser igualmente
denominados (ANVISA, 2023).

Os produtos que empregam componentes naturais isolados sdo aqueles que
fazem uso de substancias derivadas de fontes vegetais de maneira isolada, deste modo,
visa a potencializag¢do de sua atividade a partir da utilizacdo de produtos majoritarios
de extratos de plantas, como os alcaloides, terpendides e compostos fenolicos. Estes
compostos sdo substancias que possuem um ou mais substituintes hidroxilicos com
um anel aromatico, incluindo seus grupos funcionais. Eles s3o considerados
antioxidantes primarios nas plantas, em consideracao que ha uma relacao direta entre
o conteudo total de fendlicos e as propriedades antioxidantes de uma determinada
espécie de vegetal. (SHYLAJA et al., 2004).

Sua sintese tem inicio com o &cido chiquimico, que ¢ responsavel por produzir
a fenilalanina, a qual atua como o precursor inicial para a formagao desses compostos.
A fenilalanina passa por um processo de desaminagdo, mediado pela enzima
fenilalanina-amonia-liase (PAL), resultando na formacdo do acido cinamico. Em
etapas subsequentes da via biossintética, o acido cinamico ¢ convertido em acido p-
cumarico, por meio da agdo da enzima 4-hidroxilase cinamato. A partir desse ponto,
ocorre a adi¢do da CoA, catalisada pela enzima p-cumarato/CoA liase, o que origina a
p-cumaroil-CoA. A p-cumaroil-CoA, ao reagir com trés moléculas de malonil-CoA,
conduz a formagdo da calcona, uma reagdo que ¢ catalisada pela enzima calcona
sintetase. Por fim, a ciclizagdo do anel da calcona ¢ realizada pela acdo da enzima
calcona isomerase, resultando na formagdo da flavanona, que apresenta o nucleo
basico compartilhado por todos os flavonoides (Figura 3) (FORMICA & REGELSON,
1995; ANDERSEN & MARKHAM, 2006; DIXON & PASINETTI, 2010). Em
seguida, outras enzimas especificas convertem a espinha dorsal em diferentes classes
de flavonoides, como flavonas, flavonois, flavononas, antocianinas e outros. A



regulacdo desta biossintese ¢ influenciada por fatores ambientais, como luz e estresse,
bem como fatores genéticos. (WINKEL, 2001).
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Figura 3. Sintese dos flavonoides (Fonte: ANDERSEN & MARKHAM, 2006)

Além de suas propriedades antioxidantes (SHYLAJA et al, 2004), os
flavonoides e seus derivados proporcionam agdo antimicrobiana, exibindo também
atividade regenerativa dos tecidos moles e duros, os mesmos que constituem a
mucosa oral (FARHADI et al., 2018; XIE et al. 2015; EVERETTE et al., 2010).
Neste sentido, destacam-se a quercetina (QRC) e a rutina (RTN).

A 3, 3, 4', 5, 7-pentahidroxiflavona, mais conhecida com QRC, se apresenta
como um po cristalino de coloragdo amarela-esverdeada, sendo pouco soluvel em
agua (tabela 1) e apresentando solubilidade em solventes orgéanicos, como etanol e
acetona.



Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da quercetina

Propriedade fisico-

;. Valor Referéncias
quimica
pKa I, temperatura 7,88 Xie, Y. et al., 2019
25°C
pKa 2, temperatura 9,83 Liu, Y. et al.,, 2014
25°C
Solubilidade em dgua, ¢ oy Chen, L. et al., 2018
25°C
Log P (coeficiente de 2,31 Liu, Y. et al., 2013
parti¢do octanol/agua)
Massa molar 302,24 g/mol
Ponto de ebuligio 666,1°C National Center for
Biotechnology Information,
Ponto de fusao 313-315°C 2023
Densidade 1,459 g/cm?

E considerada um polifenol natural pertencente ao grupo das flavonas. Possui
estrutura molecular caracterizada pela presenca de 5 grupos hidroxila nas posicdes 3,
3", 4" 5 e 7 (BUKHARI, 2009), como demonstrado pela figura 4.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Figura 4. Estrutura molecular da quercetina.

Suas atividades farmacologicas j& foram evidenciadas, como atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (ABARIKWU et al, 2012; BOOTS et al.,2008;
HWANG et al, 2009) e antimicrobiana frente a cepas bacterianas sensiveis e
resistentes (PAL et al, 2019; ANGELLOTTI et al., 2020; AMIN et al. 2015;
WOENICKA et al., 2013).

A 3, 30, 40, 5, 7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglicosideo, popularmente
denominada RTN (Figura 5) ¢ um componente nutricional vital dos alimentos
(HARBORNE, 1986).
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Figura 5. Estrutura molecular da rutina.

Se destacando por suas atividades terapéuticas antioxidantes, citoprotetoras,
vasoprotetoras, anticancerigenas, neuroprotetoras e antimicrobianas (GUL et al., 2018
CUSHNIE et al., 2005; YANG et al.,, 2008; YOU et al, 1999; YU et al., 2015;
NEGAHDARI et al., 2020; AMIN et al., 2015). Seu aspecto visual se caracteriza por
um po cristalino de coloragdo amarela-clara, e apresenta baixa solubilidade em agua,

sendo mais soluvel em solventes orginicos como metanol e etanol (tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas da rutina

%’l.'oprled'ad.e Valor Referéncias
Fisico-Quimica
pKa 7.7 PubChem, 2023
Ponto de ebuli¢ao 825,91 °C DrugBank, 2023
Solubilidade em agua 85 mg/L a 20°C
Log P (octanol/agua) 1,42
Massa molar 338,27 g/mol PubChem. 2023
Ponto de fusdo 176-182 °C
Ponto de ebulicao 825,91 °C
Densidade 1,57 g/em?® a 20°C

3.5. Tratamento da Doenca Periodontal e o Mercado Veterinario

3

O objetivo na prevencdo e no tratamento da DP ¢ manter a gengiva

clinicamente saudavel, evitando o acumulo de placa na superficie do dente e,

consequentemente, prevenindo a inflamag¢do. Uma vez formado, o calculo s6 pode ser

removido através da realizagdo de uma limpeza dentaria profissional sob anestesia.

No entanto, cerca de alguns minutos a horas ap6s a limpeza completa dos dentes, uma

camada de glicoproteinas salivares comeca a se formar na superficie do dente que ¢



subsequentemente colonizada por bactérias para formar a placa dentaria, ou seja, €
preciso manutencdo da satide bucal do animal ap6s a limpeza dentaria através de
estratégias de prevencao da formagao do biofilme (WALLIS ef al., 2020).

A chave para uma boa saude bucal ¢ através de cuidados domiciliares
regulares e acompanhamento veterinario. Apesar de ser a doencga oral mais comum
que afeta humanos e animais (LOESCHE et al. 2001), o tratamento para o animal ¢é
prejudicado pelas formulagdes disponiveis no mercado, devido sua ineficiéncia
adesdao (ESCUDERO-CASTANO et. al, 2008).

Seu tratamento envolve acgdes profilaticas como limpeza mecanica da placa
bacteriana, polimento dental e limpeza com solu¢des antimicrobianas, de forma que a
deposicao de biofilme seja evitada (FERNANDES et. al, 2018; GIOSO et al., 2004).

No mercado atual, existes formas farmacéuticas diversas que prometem
reduzir a incidéncia do problema, seja areducdo da microbiota bacteriana ou na
propria formacdo do biofilme, sdo elas: creme dental (C.E.T Virbac®), gel dental
(Orozyme® InoVet, PerioVet® Vetnil), espuma bucal (Ibasa®), solucao oral (Ibasa®,
Care Dental Splash®, Aquadent Virbac®), spray bucal (Periovet®, Pet Clean®, Pro
Canine®), lenco bucal (Ibasa®), pasta (Defengy OC®), palitos (Organnact Caes
Fitodent®), comprimido palataveis (Cooldent Virbac®) e pd (Plaque Off ProDen®).

A necessidade de inovacdo em servigos e produtos veterinarios tem se tornado
uma realidade (ABINPET, 2023). Com o passar dos anos, 0os animais assumiram
muito mais do que a posi¢do de pet, se tornando também um membro da familia.
Com a evolugdo dessas relacdes, hd cada vez mais preocupacdo em garantir o
bem-estar dos mesmos, buscando produtos que causem menos desconforto, muita das
vezes optando por formulacdes naturais (SINDAN, 2023).

3.6. Desenvolvimento Farmacéutico de Formulacdes Bucais

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas € um processo que envolve
a selecdo de componentes ativos e excipientes adequados, além de escolhas de
técnicas de fabricagdo e testes para garantir que sua aplicabilidade seja de qualidade,
possuindo seguranca e eficacia do produto final (ZHAO et al., 2019).

Neste contexto, a inovagdo de formulacdes bucais é extremamente relevante
devido a alta capacidade de reten¢do na cavidade oral (ZHANG ef al, 2002). Além
disso, a administragdo local de medicamentos apresenta uma vantagem significativa
na reducdo de efeitos colaterais sistémicos, ja& que a concentracdo do farmaco ¢
mantida no local de acdo, reduzindo a exposi¢do dos demais 6rgios e tecidos aos
componentes do medicamento. Essa estratégia permite um tratamento mais
direcionado e eficaz, minimizando os possiveis riscos associados ao uso de
medicamentos sistémicos (PEREIRA et al., 2020).

Apesar de apresentar beneficios, a elaboragdo de formulagdes destinadas a
cavidade oral enfrenta desafios decorrentes das proprias condi¢des bucais, os quais
frequentemente comprometem o sucesso do tratamento. Esses desafios estdo
associados a influéncia da saliva e as atividades mecanicas, que prontamente
removem o medicamento aplicado a superficie bucal (ESCUDERO-CASTANO et al.,
2008; FERRARINI et al., 2007).

Durante o delineamento, a escolha de excipientes deve ser cuidadosamente
avaliada, levando em consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas e farmacologicas
do ingrediente ativo, além de considera¢des de compatibilidade e estabilidade
(CHAUDHARI et al., 2019). Além disso, a selecdo de excipientes também pode
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influenciar a absorcao, a permeabilidade ¢ a solubilidade do farmaco (EL-MALAH et
al., 2018; KALASZ et al, 2006; PATIL, 2010; HASSAN et al, 2010). E
especificamente, no contexto de formulagdes bucais, ¢ crucial que o excipiente
apresente propriedades adesivas, a fim de promover a retencao no local de aplicagao,
potencializando assim a eficacia do tratamento (FERRARINI et al., 2007)

A solubilidade se refere a capacidade de uma substancia se dissolver em um
solvente, sendo um fator critico para a absor¢do de medicamentos e sua eficacia
terapéutica (LEUNER ef al,, 2018). Do mesmo modo, a solubilidade pode influenciar
a estabilidade do medicamento, uma vez que substancias insoluveis podem precipitar
e formar depdsitos no sistema de administragdo (PAUDWAL et al., 2019).

Ja a permeabilidade se refere a capacidade de uma substincia atravessar uma
barreira biologica, podendo ser influenciada por diversos fatores, incluindo tamanho
molecular, polaridade, carga elétrica e a presenca de grupos funcionais especificos
(PATEL et al., 2015; ZHAO et al.,, 2019). Além disso, a permeabilidade também
pode ser influenciada pela presenca de excipientes na formulacdo (DA SILVA et al.,
2021).

Uma estratégia que pode ser empregada no desenvolvimento de formulagoes,
¢ a adigcdo de excipientes solubilizantes para aumentar a solubilidade de um ativo,
enquanto o uso de técnicas de modificagdo de superficie pode melhorar a
permeabilidade (PATEL et al., 2015). Além disso, a selecdo cuidadosa de excipientes
e técnicas de formulagdo também podem influenciar a estabilidade e
biodisponibilidade do medicamento (PAUDWAL et al., 2019).

3.7. Polimeros Utilizados na Elaboracao de Formulacées Bucais para a Saude
Oral

Os polimeros sdo compostos por moléculas longas e ramificadas, formadas
pela repeti¢do de unidades estruturais chamadas mondmeros. Sendo estes, unidos por
meio de ligacdes covalentes, formando cadeias poliméricas que podem ter diferentes
configuragdes e propriedades (CARRAHER ef al, 2017). Possuindo diversas
aplicagdes na area farmacéutica, seja na fabricacdo de embalagens, auxiliando na
solubilidade e biodisponibilidade dos medicamentos, como no prolongamento do
tempo de liberagdo de farmacos (LIECHTY et al., 2010). Como exemplo destes
produtos temos a carboximetil celulose sddica (CMC- Na), Polialcoolvinilico (PVA),
Quitosano (QTS) e o Polietilenoglicol (PEG).

A CMC-Na ¢ um polimero derivado da celulose amplamente utilizado na
indistria farmacéutica como excipiente, agente de suspensdo, espessante,
estabilizador e agente de liberagdo controlada de medicamentos (Figura 6). Sua
utilizagdo vai de formulagdes orais como céapsulas, a topicas, como géis e cremes
(ROWE et al., 2009).
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Figura 6. Estrutura molecular da carboximetilcelulose.

O polimero demonstra alta viscosidade em solugdes aquosas devido a sua
capacidade de reter agua, formando uma camada gelatinosa. Essa caracteristica torna
a CMC-Na um material interessante para o desenvolvimento de hidrogéis e filmes
poliméricos. A obtencdo destes produtos depende ndo apenas da concentracdo da
CMC-Na, mas também de seu peso molecular, podendo ser obtido através de
diferentes técnicas, como congelamento e descongelamento, irradiacdo por feixe de
elétron e pelo método de fundi¢do de solvente (SUPPIAH ef al., 2019). O polimero
oferece um sistema de liberag@o interessante para os produtos, podendo ser utilizado
para promover a liberacao lenta e controlada de farmacos, visando produzir efeitos
terapéuticos graduais e prolongados (TOLEDO et al., 2019; GUGLIELMI, 2008).

O QTS ¢ um polimero natural derivado da quitina, seu uso na industria
farmacéutica estd envolvido com desenvolvimento de hidrogéis, microesferas e
nanoparticulas (Figura 7). Possui propriedades antibacterianas e pode ser utilizada
como um agente de libera¢ao controlada de farmacos (BHATTARAI et al., 2010).

OH

NH,
TO O HO T~
HO 80 O

OH

Figura 7. Estrutura molecular do quitosano.

Dentre suas caracteristicas notaveis, destaca-se a capacidade de formar
hidrogéis em solugdes acidas, o que o torna especialmente apropriado para o
desenvolvimento de sistemas de libera¢do controlada de medicamentos. A formacao
de hidrogéis ocorre por meio da solubilizagdo do polimero em solugdes acidas, que
permitem a incorporagdo de principios ativos de medicamentos no interior da
estrutura polimérica, possibilitando a liberacdo gradual dos fdrmacos ao longo do
tempo, melhorando a eficiéncia terapéutica e minimizando efeitos colaterais
indesejados (COSTA-JUNIOR et al., 2009). Outro aspecto importante do QTS ¢ sua
atividade antimicrobiana (RAAFAT et al., 2008; KONG et al, 2010), que em
combinagdo com a capacidade de formar hidrogéis, faz dele uma opg¢do duplamente
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promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de medicamentos
voltados ao tratamento da DP.

O PEG ¢ um polimero solivel em agua que ¢ utilizado como um excipiente
para melhorar a solubilidade e estabilidade de medicamentos. Também ¢ usado em
formulagdes de liberagdo controlada de medicamentos, como hidrogéis e lipossomas
(HUANG et al., 2003)

O PVA ¢ um polimero soluvel em agua e que tem sido utilizado na industria
farmacéutica como excipiente em diversas formulagdes. Podendo ser usado como
agente espessante em formulagdes liquidas, e como agente de revestimento em
comprimidos e cépsulas, ajudando a proteger o medicamento da umidade e
melhorando a estabilidade do produto (MUPPALANENI et al., 2013; NAGARKAR
etal., 1995).

Existem processos que alteram as propriedades dos materiais poliméricos de
modo que estes se adequem a sua aplicacgao e liberagdo do ativo (PARL et al., 2012;
WEISS et al., 1995). Sua utilizagdo pode ser realizada em combinagdo com outros da
mesma classe, sendo a mistura polimérica uma alternativa barata e de relevancia para
ajuste de propriedades fisicas de uma formulagao (SANTOS, 2006; CANEVAROLO,
2002).

Entre os processos de modificagio hd o “crosslinking”, que ¢ uma técnica
utilizada para melhorar as propriedades mecanicas e térmicas de materiais poliméricos,
tornando-os mais resistentes e duraveis (KUTZ et al., 2011). A técnica consiste na
formagdo de ligacdes covalentes (Figura 8) entre as cadeias poliméricas, denominada
de reticulagdo, o que aumenta sua estabilidade e rigidez, sendo possivel ser realizada a
partir de radiagdo ionizante, radiagao UV, tratamento térmico, entre outros (PAPPAS
et al.,, 2019). Este processo pode ocorrer através da submissao do material polimérico
a radiacdo ionizante, agentes de reticulagdo quimica ou tratamento térmico
(SUPPIAH et al., 2019; CHMIELEWSKI et al., 2005; MARK et al., 2007).

Polimero nao reticulado Polimero reticulado
—— —
..r---——-n—ﬁ-v-—-.-:’___,/\-—-x_-,.-—._
[
M —

Figura 8. Organizacdo polimérica apds o processo de reticulacdo. (Adaptado de
ROBERT, 2023.)

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e caracterizar formulagdes
poliméricas sob a forma de gel e filme a base de QRC e de RTN com caracteristicas
adequadas para aplicacdo bucal em cdes no tratamento e profilaxia da doenga
periodontal. Dentre os objetivos especificos estdo (a) a determina¢do da concentragdao
inibitoria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) de QRC e RTN
frente a cepas bacterianas sensiveis e resistentes a fim de estimar as concentragoes a
serem incorporadas nas formulagdes; (b) selecionar um dos ativos para o
desenvolvimento farmacotécnico; (c) desenvolver formulagdes sob a forma de
hidrogéis a base de CMC-Na e QTS e filme polimérico (FP) a base de CMC-Na; (d)
caracterizacdo dos hidrogéis através de ensaios fisico-quimicos de aspecto, potencial
de hidrogénio (pH), espalhabilidade, teor e ensaios de estabilidade preliminar de
centrifugacdo, exposi¢do a radiagdo luminosa e clico de congelamento e aquecimento;
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(e) caracterizagdao do filme polimérico através dos ensaios de uniformidade de peso,
espessura, grau de intumescimento, pH superficial, resisténcia a dobra, teor,
espectroscopia de infravermelho (FTIR) e ensaios morfologicos por miscroscopia
eletronica de varredura (MEV). (f) Além dos ensaios de caracterizagdo, analisar a
aderéncia das formulacdes através do ensaio de tempo de residéncia; (g) avaliar o
perfil de liberacao através de ensaios de liberagdo in vitro, e determinar suas
respectivas cinéticas de liberacdo; e (h) avaliar a efetividade antibacteriana de cada
formulacgao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais
4.1.1. Matérias primas e reagentes utilizados

Acido acético glacial, Synth, lote: 207526;

Agar Mueller Hinton, FirstLab, lote: 21370101;

Alcool Metilico, BioGrade, lote: 220006430

Brain Heart Infusion Broth, KASVI, lote: 211022;
Carboximetilcelulose sodica, 90,000 Mw, Sigma Aldrich, lote: MKBQ6723V;
Carboximetilcelulose sodica, Alta viscosidade, Proquimios, lote: 15/0471;
Chitosan, Sigma Aldrich, lote: STBF3507V;

Cloreto de Calcio, Synth, lote: 197642;

Cloreto de Magnésio, proquimios, lote: 19/0141;

Cloreto de Potassio, proquimios, lote: 21/0082;

Cloreto de so6dio, Anidrol, lote: 58.81001;

Dodecil sulfato de s6dio, Synth, lote: 202673;

Fosfato de S6dio Monobasico, Sigma Alderich, lote: DCBC2256;
Manitol, Vetec, lote: 1009079;

Metilparabeno, Synth, lote: 217678;

Metilparabeno, Synth, lote: 217678;

Poli alcool vinilico, 85,000-124,000 Mw, Sigma Aldrich, MKCK4857;
Propilenoglicol, Synth, lote 198262.3.1.4;

Propilparabeno, Vetec, lote: 1108888;

QRC Hidratada, Sigma Aldrich, lote: WXBD7412V;

RTN Hidratada, Sigma Aldrich, lote: BCCD4344;

Soro Fisioldgico 0,9%, Equiplex, lote: 2214216.

4.1.2. Equipamentos utilizados

Ultrassom, Ultronique, Q 3.0/40;

Autoclave Vertical, phoenix, AV-18

Balanga analitica, Tecnal, modelo 210;

Centrifuga Cientec, CT-6000R;

Elétrodo de vidro Analyser, modelo: K38-1486;

Elétrodo para semissélidos Analyser, modelo 209E;
Espectrofotometro, Shimadzu UV 1800;

Espectrometro de infravermelho, ERTEX 70;

Estufa de circulacao e renovacao de ar, Solab, SL-102/1152;

Estufa Solidsteel, SSD-85L;

Geladeira, Electrolux, DC51;

Incubadora Shaker Digital Cienlab, modelo CE-720;

Leitor de microplacas Elisa, KASLIAKI, 282021006;

Microscopio Eletronico de Varredura, modelo TM3030 Plus, Hitachi; SCD 005;
Sputter BAL-TEC;

Pipeta automatica 10000uL, 5000uL, 1000uL, 200uL 100uL e 100uL;
Placa de agitacdo e aquecimento, Warmnest, 78HW-1;

Placa de Petri de vidro;

Potenciometro, Even, PHS3E;

Termdmetro, Incoterm, 002/15;

Ultrapurificador de 4gua acoplado a osmose reversa, Gehaka, OS 10 LZ.3.1.5
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e Vortex Go Mixer MX-5.
4.1.3. Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrio de referéncia e cepas provenientes da
bacterioteca do LaBac (Laboratério de Bacteriologia) do Instituto de Veterinaria da
UFRRIJ. Para todos os ensaios, preparo dos inoculos foi realizado a partir da
incubagdo das culturas descritas na tabela 3 por 24 horas em dgar Mueler Hinton a
37°C e ajustados a escala 0,5 de McFarland (CLSI, 2020).

Tabela 3. Microorganismos sensiveis e resistentes utilizados.

Cepa Padriao de

Microorganismos Codigo Perfil de Resisténcia
Referéncia
E.coli ATCC 25922 Sensivel Sim
E. coli (EBSL) CMY-2 Resistente a betalactamicos Nio
S. aureus ATCC 25923 Sensivel Sim
Resistente a )
S. aureus (MRSA) ATCC 43300 . o Sim
Oxacilina/Meticilina
S. pseudointermedius SP8 Sensivel Nao
S. pseudointermedius SP2 Resistente a Meticilina Nao
Pseudomonas
ATCC 200 Sensivel Sim
Aeruginosa
Pseudomonas Resistente a imipenem e
ATCC 111 Sim
Aerugionosa meropenem
Streptococcus - Sensivel Nao

4.1.4. Bochecha canina

O tecido bucal empregado neste estudo foi proveniente de um cdo adulto da
raca Beagle que foi a Obito. Sua aquisicdo foi autorizada pelo diretor responséavel do
biotério do Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
(LQEPYV). A documentagdo referente a utilizagdo do material bioldgico, esta disposta
nos anexos A, B e C.

4.2. Métodos
4.2.1. Ensaios de avaliacao antimicrobiana

A avaliacdo antimicrobiana foi realizada através de ensaios de difusdo em
disco, microdiluicao em caldo e de semeadura em placa, permitindo a estimativa da
suscetibilidade das cepas descritas em 3.1.3., frente a QRC e RTN, avaliando se a
atividade era de natureza inibitoria ou bactericida.
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4.2.1.1. Difusao em disco

Devido a natureza hidrofobica das moléculas QRC e RNT, procedeu-se a
avaliacao de varios solventes durante a execucdo do ensaio de difusdo em disco. Essa
abordagem visava assegurar a obtencdo de uma solubilizagdo completa das
substancias em estudo, além de investigar se os solventes eram inertes, a fim de evitar
possiveis interferéncias nos resultados obtidos. A relagdo dos solventes empregados
encontra-se delineada na tabela 4.

Tabela 4. Solventes utilizados no ensaio de difusdo em disco

Solvente Proporgao (%)

DMSO 100
ACETONA 100
DMSO: PBS 90:10
H>O: MeOH 90:10
PBS: MeOH 60:40
PBS: MeOH 50:50

DMSO: dimetilsulfoxido; PBS: tampao fosfato pH 8; H20: 4gua; MeOH: metanol

Os procedimentos experimentais compreenderam a utilizacdo de discos de
papel filtro de dimensdes 0,38 cm? impregnados com 6uL de cada solvente. Os discos
foram dispostos sobre placas contendo Agar Mueller-Hinton (MH), nas quais haviam
sido inoculadas as cepas previamente mencionadas em 3.1.3. Para o controle positivo
foi utilizado o antibidtico imipenem. Em seguida, as placas foram submetidas a
incubagdo de 24 horas a temperatura de 37°C, utilizando estufa Solidsteel. O
experimento foi conduzido em duplicata, garantindo a reprodutibilidade dos
resultados obtidos.

Apos a selecao do solvente foi realizado o preparo das solugdes de QRC e de
RTN para serem testadas frente a S. aureus sensivel. A faixa de concentracdo
utilizada (tabela 5) foi baseada nos trabalhos de Gutiérrez-Venegas et al., (2019),
COSTA et al., (2018), WOENICKA et al., (2013) e AMIN et al., (2015). O teste foi
realizado em duplicata.

Tabela 5. Concentragdes de quercetina e rutina utilizadas no ensaio de difusdo em
disco

Flavonoéide Concentracées (ug/mL)
QRC 500 400 300 200 100 200 150 100 75 50
RTN 2000 1750 1500 1000 750 500 400 300 200 100

3.2.1.2. Determinac¢ao da concentracio inibitéria minima

A sensibilidade das nove cepas bacterianas foi avaliada através da técnica de
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microdiluicdo em caldo frente a doze concentragdes de QRC e RTN como
demonstrado pela tabela 6. O ensaio foi realizado através da técnica de microdiluicao
em caldo.

As solucdes testadas foram preparadas a partir da pesagem dos flavondides e
sua solubilizacio em DMSO (dimetilsulféxido), para a solubilizagdo completa foi
necessario que apos seu preparo, as solucoes fossem submetidas a banho ultrassénico
por 10 minutos.

Tabela 6. Concentragdes de quercetina e rutina utilizadas no ensaio de microdiluigao
em caldo

Flavonéide Concentracoes (ug/mL)
QRC 500 250 187,5 100 62,5 50 31,25 30 20 15 10 5
RTN 3750 2500 1250 500 350 200 150 100 75 50 25 12,5

QRC: quercetina; RTN: rutina

As analises foram realizadas em duplicata em placa de 96 pogos, sendo entdo
utilizado 50 pL de solugdo preparada, 50 puL do indculo e 100 pL de caldo MH. Para
o poco de controle positivo, foi utilizado 50 pL de in6culo, 150 pL de MH e o disco
contendo imipenem. J4 para o controle negativo, utilizou-se 150 pL de MH e 50 pL
de indculo bacteriano.

A avaliagdo dos resultados ocorreu subsequentemente ao periodo de incubagao
das placas em estufa a 37°C, ao longo de 24 horas. As linhagens bacterianas que nao
requeriam um ambiente anaerdbico foram colocadas diretamente nas prateleiras da
estufa. Por outro lado, a cepa de Streptococcus (organismo anaerdbico) foi pré-
colocada em uma jarra propria para cultivo anaerdbico antes de ser transferida para a
estufa. Ainda nesta placa, DMSO e as solugdes contendo QRC foram adicionados em
pocos contendo caldo MH sem indculo, para serem utilizados como branco.
Inicialmente a analise foi realizada de forma visual observando turvacdo do meio.
Para confirmacdo dos resultados, utilizou-se o leitor de microplacas com
comprimento de onda (A) de 490 nm, visto que a coloragdo amarela dos flavonoides
pode influenciar na analise visual da turbidez. O esquema utilizado para o ensaio esta
disposto na figura 9.

19



@
0
XX
XX
§.¢
XX
XX
XX
&
ol

S. aureus sensivel

2
*

X
30
0
@
8
30
®
>

§. aureus resistente

Cepas

e
*

@
0
0
'®,
i)
X0
8
*

5. Pseudointermedius

c
D

sensivel _ E<
F
G
H

X
*

)
9
30
'@
8
%,
&
%

5. Pseudointermedius
resistente _

8
P
'8
e
&
<P
=
P
'®)
%,
&
<

Pseudomonas sensivel

0
)
X
30

6

Pseudomonas resistente

0
&9
X9
X
. o
*
o
X
. ©

Cepas

X
5
>
X3
<
(D
<P
(D
<
X
(D
<P

@
®
@
30
%
®
%
¢
e
@
S
€
®
5

3
5
i)
<>
X
)
25
(D
<5
()
3
(O
2
@,
5
X
X
L)

DMSO

8
'®
'S
8]
i
®
*
£)
¢
e
&
*
%
'8
&

s
5
)
0
30
2
£
8
>
£
2
&
S
1)
0
.

branco
g
T
$
)
B

®
'@,

®
000

0
®

Pogos contendo

O
0
OO

)
Yo

Figura 9. Esquema de preparo do ensaio de microdilui¢do em caldo para
determinag@o da concentracgdo inibitéria minima. (A) Cepas nao anaerobias (B) Cepa
anaerdbia e brancos. (Fonte: Arquivo pessoal)

3.2.1.3. Determinac¢ao da concentraciao bactericida minima

Apos a finalizagdo do ensaio de CIM, a placa de 96 pocos destinada a essa
fase foi direcionada para a realizagdo do ensaio de Concentragdo Bactericida Minima
(CBM). Nesse procedimento, um poco de cada concentragcdo anteriormente testada,
foi empregado para realizar a semeadura bacteriana, com swab estéril, nas placas de
petri contendo meio MH. Apds a conclusao dessa etapa, as placas foram dispostas em
uma estufa a temperatura de 37°C por 24 horas (Figura 10). O objetivo deste
experimento foi avaliar a sensibilidade bactericida das cepas bacterianas frente a
concentragdes de QRC e RTN. A avaliagdo do ensaio se deu pela identificagdo da
presenca ou auséncia de colonias visiveis nas placas de petri de vidro.
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372C por 24h
CIM CBM

Figura 10. Esquema utilizado no ensaio de determinagdo de concentra¢do bactericida
minima (Fonte: arquivo pessoal)

4.3. Método Analitico para Analise de Quercetina

Os ensaios microbioldgicos demonstraram que a QRC apresentava resultados
mais promissores. Portanto, um método analitico utilizando espectrofotometria-UV
foi aplicado para os ensaios de determinagdo do teor e da liberagdo in vitro das
formulagdes. A avaliacdo da linearidade e seletividade do método analitico foi
realizada preliminarmente.

3.3.1. Seletividade

Com o objetivo de assegurar a auséncia de interferéncia dos componentes
presentes nas formulagdes nos meios que seriam utilizados nas andlises de teor e
liberagdo in vitro, foram obtidos os espectros de varredura da QRC e das formulagdes
placebo em MeOH, bem como em saliva artificial, sendo estes os brancos de sua
respectiva analise. O procedimento da analise espectral foi realizada na faixa de 200 a
400 nm.

3.3.2. Linearidade

Uma curva analitica com concentra¢des na faixa de 5 pg/mL a 50 pg/mL foi
preparada utilizando QRC solubilizada em MeOH. Para sua andlise foi utilizada a
técnica de espectrofotometria UV com leitura em 368 nm, onde utilizou-se MeOH

como branco. Os valores de absorbancia foram empregados a equagdo da regressao
linear aplicada a lei de Lambert-Beer, como indicado abaixo:

y=a.x+tb
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Onde, y ¢ a absorvancia medida experimentalmente, a ¢ o coeficiente angular
da reta, x é a concentragdo da substancia ¢ b é o coeficiente linear da reta

3.4. Desenvolvimento das Formulac¢oes
3.4.1. Hidrogéis

Foram preparados dois hidrogéis, um utilizando como base o polimero CMC-
Na e outro a base de QTS, como demonstrado na tabela 7. O preparo de CMC-Na foi
baseado nos componentes existentes no filme desenvolvido por PEREIRA (2020),
enquanto o gel de QTS foi baseado no trabalho de ALVES et al., (2020).

Tabela 7. Componentes utilizados para o desenvolvimento de hidrogéis a base de
carboximetilcelulose-sddica e quitosano contendo quercetina.

CMC-Na QTS

Componentes Fungio
p Proporgﬁo (%) Farmacéutica
CMC-Na de alta viscosidade ) i
hidratada com dgua miliQ pH=7 Polimero formador de
QTS hidratado com acido gel
i - 3
acético 1%
PPG 20 - Agente plastificante
DMSO 20 10 Co-solvente
QRC 0,5 0,5 Principio Ativo
Agua MiliQ gsp S5¢g - Veiculo
Acido Acético 1% qsp - 5g Veiculo

CMC-Na: Carboximetilcelulose sodica; PPG: Propilenoglicol; DMSO: Dimetilsulfoxido;
QTS: Quitosano; QRC: Quercetina

A técnica para obtencdo do HG esta prevista na Farmacopéia Brasileira
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012), que refere-se a hidratagdo do polimero seguida
da incorporacdo do ativo. A técnica foi realizada como demonstrado pelas figuras 11 e
12, respectivamente para o HG de CMC-Na e QTS.
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Hidratagdo do polimero

CMC_Na Aglar miiQ Preparo da

solugdc do

flavonéide

I QRC em DMSO
/ / \\,
N/

A solugdo possul coleragio anarela

caracteristica do ativo. Para sua

solubilizago, submeter a banho de
ultrassom por 5 minutos.

Apés a completa solubilizagho
do polimera, adicicnar o
agente plastificante.

Solubilizagac do polimero
ocorre com temperatura
acima de 782C

®

Inceorporagao
do flavonéide

Com auxilio de uma espatula
deve-se armazenar o gel em

frascos de vidro.
A incorporacio deve ocorrer em

temperatura abaixoe de 5@2C.

Todas as etapas sdo realizadas sob agitacdo.

Figura 11. Procedimento adotado para obtencdo do hidrogel de carboximetilcelulose
sodica contendo quercetina. (Fonte: arquivo pessoal)
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A solugdo possui coloragdo amarela
caracteristica do ativo. Para sua
solubilizacdo, submeter a banho de
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acima de 602C

® ) ®

A |
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A incorporacdo deve ocorrer em
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Inceorporagao
do flavonéide

Com auxilio de uma espatula
deve-se armazenar o gel em
frascos de vidro.

Todas as etapas sdo realizadas sob agitacdo.

Figura 12. Procedimento utilizado para obtencdo do hidrogel de quitosano contendo
quercetina. (Fonte: arquivo pessoal)
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3.4.2. Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sodica

A obtencdo do filme polimérico foi baseada da metodologia descrita por
PEREIRA (2020), com modificagdes pautadas em FERREIRA (2010). Buscou-se
utilizar a menor concentragdo efetiva dos componentes, de modo que a fungdo
farmacéutica fosse preservada. Foram utilizados polimeros, plastificantes e
conservantes em diferentes propor¢des. A concentracdo de QRC foi estabelecida com
base na relagdo entre a concentragao obtida no ensaio de CIM e a quantidade
necessaria para garantir sua eficacia durante aplicagao bucal (tabela 8).

Tabela 8. Componentes utilizados para o desenvolvimento do filme polimérico a base
de carboximetilcelulose sodica contendo quercetina.

Proporcao (%) .
Funcio
Componentes Farmacéutica
F1 F2 F3 F4
PVA 0,6 0,6 0,6 0,6 Agente
reticulante
CMC-Na 4 4 4 4 Polimero
(90.000 Mw) formador de filme
Solugao 5 5 20 20 Solugado
de parabenos conservante
Agente
PPG > > > > plastificante
DMSO - 10 5 10 Co-solvente
Quercetina 1 1 1 1 Ativo
Agua MiliQ gsp 100 mL Veiculo

CMC-Na: Carboximetilcelulose sddica; PPG: Propilenoglicol; DMSO: Dimetilsulféxido

A técnica para obtengdo foi a de Solvente Casting, onde os polimeros (CMC-
Na e PVA) foram dissolvidos em 4gua com auxilio de calor e agitacio magnética,
formando deste modo, um hidrogel (HG). Além dos polimeros fundidos adicionou-se
excipientes farmacotécnicos, como a solugdo conservante de parabenos, preparada de
acordo com o formulario da farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2012), ¢ o
propilenoglicol que exerce fun¢do de plastificante (EKPA; ALOZIE; UWAH, 2019).
Em seguida foi realizada a etapa de incorporacdo do flavonoide e co-solvente, o
DMSO. O HG formado foi submetido a secagem em placas de vidro (90 mm de
diametro) cobertas com papel aluminio, em estufa de circulagdo de ar a 60 °C por 24
horas (Figura 13)
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,fPVA Agua o CMC-Na

Solugao
de Parabenos
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aspecto se torne translicido.

&) ©®

Preparo da

Incorporagdo

= solugdo do
e do flavonéide el

| flavontide em
DMSO

A soluglo possul coloracdo
amarela caracteristica do ativo A incorporacio deve ocorrer em
Para sua solubilizacdo, submeter a temperatura abaixs de 5@9C
barho de ultrassom por 5 minutos

Aplicar a QULIUCQD em c:aéa e A placa deve ser disposta em
petri de ‘“\j'f‘J_e cobri-la com estuda com circulacdo de ar
papel aluminio com furos. 4 8020 por 24h

Todas as etapas saoc realizadas sob agitagao.

Figura 13. Procedimento utilizado para obten¢do de filme polimérico a base de
carboximetilcelulose-sddica contendo quercetina. (Fonte: Arquivo pessoal)

3.5. Caracterizacio das Formulacoes

Para caracterizagdo das formulagdes foram necessarios ensaios especificos
para cada forma de apresentagdo farmacéutica. Para os hidrogéis (HG), foram
realizados os ensaios de aspecto, odor, pH, espalhabilidade e ensaios de estabilidade
preliminar de centrifugacdo, exposi¢do a radiacdo luminosa, ciclo de aquecimento e
congelamento e determinagdo de teor. Enquanto para o filme foram feitas analises de
uniformidade de peso, aspecto, espessura, pH superficial, capacidade de
intumescimento, resisténcia a dobra, ensaio morfoldgico e estrutural, e determinagao
de teor.

3.5.1. Hidrogéis de carboximetilcelulose sddica e de quitosano
3.5.1.1. Aspecto

Apds seu preparo, a amostra foi analisada comparativamente ao seu placebo.
Determinadas caracteristicas macroscopicas foram classificadas como sinais de
instabilidade, sendo elas a presenca de separacdo de fases e de precipitados.

3.5.1.2. Odor
O odor foi analisado comparativamente ao placebo, diretamente através do

olfato. Assim, os dois foram comparados ¢ classificados como: sem alteragao,
levemente alterado, moderadamente alterado, intensamente alterado, para mais ou
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para menos.
3.5.1.3. Determinacio de pH

O pH da formulacdo foi medido em triplicata determinado utilizando um
elétrodo especifico para amostras semi-solidas. Com o objetivo de monitorar
possiveis alteragdes no pH ao longo do tempo, o ensaio foi conduzido durante um
periodo continuo de quinze dias. Posteriormente, foram realizadas medigdes semanais
até¢ atingir um més de avaliagdo. Apos esse periodo, as medigdes passaram a ser
executadas quinzenalmente por mais um més. Apds completar um total de trés meses,
uma ultima medicao foi realizada, permitindo a observagdo abrangente das variagdes
no pH ao longo do periodo de estudo, conforme delineado por Gioso et al., (2007).
Durante todo o tempo de andlise, a formulagao testada foi mantida em geladeira (5 +
2,2 °C)

3.5.1.4. Espalhabilidade

Para a realizagdo do teste, cerca de 1g dos HG, placebo e incorporado, foram
utilizados para o ensaio. As amostras mantidas previamente em temperatura ambiente,
foram dispostas no centro de uma superficie plana de vidro e a cada 3 minutos, foram
adicionados pesos de, em média, 250g, 500g, 750g, 1000g, 1250g, 1500g sobre a
amostra. O diametro de espalhamento foi medido em milimetros, apds cada adi¢do de
peso. A medicdo foi realizada em triplicata com auxilio de uma régua, que foi
alinhada com a borda externa do gel.

3.5.1.5. Ensaios de estabilidade preliminar
Centrifugacdo

O teste visou provocar estresse na amostra, promovendo aumento na forca da
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como: precipitagdo, separacdo de fases e formagdo de sedimento
compacto (AULTON, 2001). Para isto, uma aliquota da 1g da amostra do HG foi
colocada em um micro tubo e submetido a rotagdo, em centrifuga, a 3000 rotacao por
minuto (rpm) por 30 minutos. Posteriormente, a amostra que nao apresentou
separagdo de fases, foi submetida a 3800 rpm por 5 horas.

Exposicado a radia¢do luminosa

Em frasco de vidro transparente e em frasco de vidro ambar, cerca de 2g de
amostra foram submetidas a condi¢des de incidéncia luminosa constante e direta por
quinze dias. Diariamente foi observada a ocorréncia de separacao de fases e alteragdo
da coloragdo, que indicariam a instabilidade da formulagao frente a esta condigdo. As
alteracdes foram classificadas como levemente alterada, moderadamente alterada ou
intensamente alterada, para mais ou para menos.

Ciclo congelamento e Aquecimento

Amostras dos HG de CMC-Na e de QTS (n=3) foram submetidas a trés ciclos
de congelamento e trés de aquecimento por 24h, totalizando trés dias de ensaio. A
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exposi¢ao a temperaturas extremas, buscou observar a influéncia que as temperaturas
de 45 °C e -20 °C sobre as amostras. Durante este ensaio foi avaliado o aspecto, odor,
pH e a espalhabilidade, como demonstrado em 3.5.1.1; 3.5.1.2; 3.5.1.3. ¢ 3.5.1.4. As
amostras foram comparadas as caracteristicas do HG pré-exposto.

3.5.1.6. Determinacio de teor de quercetina nos hidrogéis

Para determinacao da QRC, utilizou-se o método espectrofotométrico descrito
em 3.3. O teor foi avaliado em quatro solventes distintos: saliva artificial pH 8§,
metanol, metanol: saliva (95:10) e metanol: saliva (75:25). Para tal, cerca de 0,2g dos
HG de CMC-Na e QTS contendo 0,5 % de QRC foram pesados. Em seguida, cada
amostra (n=3) foi solubilizada em seu respectivo solvente, exposta a agitacdo intensa
em vortex por 1 minuto e, em seguida, em banho de ultrassom por 30 minutos.

Apds completa desintegragdo da matriz polimérica, as amostras foram
analisadas em espectrofotometro-UV em 368 nm, e posteriormente, partir da lei de
Lambert-Beer, foi possivel estabelecer a concentragdo presente. A selegao do método
de recuperagdo mais adequado baseou-se nas diretrizes estabelecidas na RDC 166 de
2017. De acordo com essa regulamentacdo, a faixa recomendada para o teor situa-se
entre 80% e 120%.

3.5.1.7. Analise Estatistica

Foram realizadas anélises estatisticas dos resultados provenientes dos ensaios
de pH dos HG, como estresse térmico e estabilidade ao longo do tempo, assim como
para o ensaio de espalhabilidade. Em ambos os casos, amostras pré-expostas foram
avaliadas comparativamente a amostras apOs exposicdo. A analise estatistica foi
realizada através do teste One-way Anova (teste de multiplas comparagdes de Tukey)
pelo software Biostat LE® com intervalo de confianca de 95%.

3.5.2. Filme polimérico a base carboximetilcelulose sodica

Os ensaios preliminares de caraterizacdo contaram com a analise visual, a qual
buscou-se identificar a presenga ou auséncia de cristais, a colora¢ao do filme, se ha
turbidez, além de medir sua espessura com auxilio de um paquimetro.

3.5.2.1. Uniformidade de peso

Os dados do ensaio de uniformidade de peso foram determinados pelo corte do
filme em tamanhos iguais de 1cm? para pesagem em balanga analitica. Seu objetivo
foi determinar a massa presente nas diferentes fracdes, calculando o desvio padrdo
entre elas para identificar se haveria padronizagdo do peso, logo, da dose em cada
porcao (ANROQRP et al., 2013). As andlises foram feitas em triplicata.

3.5.2.2. Determinac¢ao do pH superficial

Para a realizagdo desta andlise, o filme em estudo foi imerso em agua (pH=7),
sendo mantido nessa condi¢ao por um periodo de 2 horas, a temperatura ambiente,
conforme descrito por BOTTENBERG ef al.(1991). Posteriormente, o pH da solucao
resultante foi mensurado em triplicata, utilizando um medidor de pH equipado com
um eletrodo especialmente projetado para avaliagdo de liquidos.
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3.5.2.3. Capacidade de intumescimento

O intumescimento visou a identificagdo a absorcdo de dgua da formulagao.
Esse ensaio prevé a capacidade de mucoadesao do filme, além de auxiliar na liberagao
do farmaco que ocorre essencialmente por dois mecanismos, difusdo e erosdo
(ANROOP et al., 2013). O ensaio foi realizado através da submersdo do filme em
saliva artificial por 5 minutos.

A composicdo da saliva artificial foi adaptada de CID (2009). e esta
apresentada na Tabela 9. Seu preparo envolveu agitacdo continua e temperatura
constante de 40 °C até que todos os componentes tenham se solubilizado
completamente. Seu pH foi corrigido com trietilamina até alcancar pH de valor 8, pH
médio da boca do cdo de acordo com GIOSO (2007) E PAIVA (2007).

Tabela 9. Constituintes empregados no preparo da saliva artificial.

Constituintes Pro([;;:)l;(;ﬁo

Cmc-Na (90,000 Mw) 0,83
Metil Parabeno 0,100
Manitol 2,500
de Sédi)ols/fifobésico 0,025
Cloreto de Soédio 0,069
Cloreto de Calcio 0,012
Cloreto de magnésio 0,004
Cloreto de potassio 0,100

Agua destilada - qsp 100 mL

Cmc-Na: Carboximetilcelulose sddica; gsp: quantidade suficiente para
Em seguida, foi calculada a porcentagem de umidade absorvida a partir da

variagdo de peso (AP) da formulacdo em TO e TS5, conforme indicado na equagdo
abaixo:

Grau de intumenscimento = (AP) x 100%
TO

Sendo AP = Prs - Pro
Onde Prs representa a massa da amostra no tempo de 5 minutos, e Pro a massa

inicial da amostra antes da absor¢ao de umidade. (RISBUD, 2000). A analise foi
realizada em triplicata.
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3.5.2.4. Resisténcia a dobra

A flexibilidade dos adesivos bucais ¢ uma caracteristica fisica que facilita a
sua aplica¢do na cavidade oral. O ensaio para avalia-la é realizada quantitativamente.
Foram realizadss repetidas dobragens do filme (n=3) em um angulo de 180°, no
mesmo plano, até que ocorreu a sua quebra ou até que seja dobrado 300 vezes sem
quebrar. O valor obtido a partir do niimero de dobragens sem quebra ¢ utilizado para
determinar sua resisténcia a dobra (NAFEE et al.,, 2003).

3.5.2.5. Analise morfologica

A metodologia utilizada para a avaliagdo da morfologia das amostras consistiu
na utiliza¢do do microscopio eletronico de varredura modelo Tm3030Plus Hitachi. O
equipamento foi operado sob alto vacuo a uma tensdo de aceleragdo de 15kV.

Uma amostra do filme polimérico incorporado com QRC e de seu placebo
foram previamente revestidas com prata para melhorar a condutividade elétrica e a
qualidade das imagens obtidas. Esse revestimento foi realizado utilizando o
equipamento SCD 005 Sputter BAL-TEC, localizado no CETEM/UFRJ.

3.5.2.6. Analise estrutural

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) ¢
uma técnica experimental de extrema importancia na caracterizagdo de polimeros,
permitindo a identificacdo precisa de suas estruturas moleculares e dos grupos
funcionais presentes em suas composigoes. Neste estudo especifico, foram
examinados os espectros de filmes poliméricos que continham o composto de
interesse, QRC, em comparacao com os espectros do placebo. Essas analises foram
conduzidas na faixa de frequéncia de 400 a 4000 cm-1, em temperatura ambiente e
com uma resolu¢do de 300x, empregando o modo de Reflectancia Total Atenuada
(ATR). O equipamento utilizado para a realizagdo dessas analises foi o VERTEX 70,
localizado no Laboratério de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.5.2.7. Determinacido de teor de quercetina no filme polimérico a base de
carboximetil celulose sédica

O teor de QRC no FP foi avaliado em quatro solventes distintos: saliva
artificial pH 8, MeOH, MeOH: saliva (95:10) e MeOH: saliva (75:25).

Para isto, cortou-se 1cm? de um FP de CMC-Na contendo 1% de QRC. Cada
amostra foi solubilizada em seu respectivo solvente e exposta a agitagdo intensa em
vortex por 1 minuto. Em seguida, a solugdo foi submetida a banho-maria com agua
aquecida a 40°C por 10 minutos. E posteriormente em banho de ultrassom por 30
minutos.

Apds completa desintegragdo da matriz polimérica, as amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro-UV em 368 nm e as concentra¢des foram calculadas
com base na lei de Lambert-Beer. A selecio do método de recuperagdo mais
adequado baseou-se nas diretrizes estabelecidas na RDC 166 de 2017, a faixa
recomendada para o teor de recuperacao situa-se entre 80% e 120%.
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3.6. Ensaios de Liberacao in vitro
3.6.1. Ensaio de solubilidade

Pela QRC apresentar comportamento praticamente hidrofobico, sua
solubilidade foi avaliada em meios com e sem tensoativo. O estudo de solubilidade foi
realizado seguindo os parametros recomendados pela Nota Técnica 003/2013 da
ANVISA.

A metodologia de shake-flask, que tem como objetivo determinar a
solubilidade do farmaco no meio de dissolugdo. Esta determinacdo seleciona o meio
de dissolugdo ideal para os ensaios de liberagdo in vitro, a fim de garantir a condigdo
sink, ou seja, que o volume de meio utilizado seja trés vezes maior do que o
necessario para que se obtenha uma solugdo saturada do igrediente ativo.

A solubilidade da QRC foi investigada em saliva artificial com pH 8,00, de
modo que mimetizasse o pH da cavidade bucal de caes. O ensaio foi realizado em
duas condigdes: na auséncia ¢ na presen¢a de diferentes concentracdes (1,0%, 2,5% e
5,0%) de dodecil sulfato de sédio. Para conducao do experimento, cerca de 30mg de
flavonoide foram dispostos em erlenmeyers contendo 100 mL de meio. A vidrarias
foram vedadas com tampa ¢ uma camada de papel aluminio foi aplicada em sua
superficie. O obejtivo foi reduzir a evaporagdo e evitar a exposicao direta a luz,
garantindo a preservagdo do volume original do meio e a integridade do analito. A
analise foi realizada em triplicata em espectrofotometro UV a 368 nm, e utilizou-se
como branco o meio respectivo de cada amostra.

3.6.2. Liberacao in vitro das formulacdes desenvolvidas

Para a conducdao do ensaio utilizando os HG de CMC-Na ¢ QTS, uma
quantidade correspondente a 0,5 g foi utilizada. No contexto do teste envolvendo o FP,
utilizou-se uma por¢ao com area total de 1,0 cm?.

As formulagdes (n=3) foram dispostas em um Erlenmeyer contendo 125 mL
da solucdo receptora (125 mL de saliva artificial com um pH ajustado para 8 contendo
5 % de dodecilsulfato de sddio (SDS) para garantir a condi¢do sink, conforme
preconizado por GIOSO et al.(2007) e PAIVA et al. (2007).

As vidrarias contendo as amostras foram vedadas com tampa e sua superficie
coberta com papel aluminio. Essas medidas foram adotadas para minimizar a
evaporacao e prevenir a exposicao direta a luz, preservando tanto o volume inicial da
saliva quanto a integridade do analito.

Subsequentemente, os frascos foram submetidos a uma agitacdo constante
com velocidade de 120 rpm, como delineado anteriormente por FERREIRA (2018), e
mantidas sob temperatura controlada de 38,3 °C, em conformidade com as diretrizes
estabelecidas por SMALL ANIMAL CLINICAL TECHNIQUES. Essas condi¢des
experimentais foram mantidas por meio de uma incubadora do tipo shaker.

Durante o experimento, aliquotas de 5 mL das amostras foram coletadas em
intervalos de tempo predefinidos: 5, 10, 15, 30 ¢ 45 min, ¢ 1, 2, 4, 6, 10 ¢ 24 horas. A
cada coleta, houve a reposi¢do do mesmo volume de meio. A quantificacdo das
amostras foi executada em triplicata, tendo como branco a solugdo receptora, onde
utilizou-se um espectrofotometro-UV com comprimento de onda a 368 nm.
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A quantidade de QRC liberada nos diferentes tempos foram calculadas de
acordo com a seguinte equagao:

Q real = (C mensurada, t x Vr) + Vax ) n-1 Ca

Onde:

Q = quantidade permeada acumulada;

Qreal = o valor real no tempo t;

Cmensurada t.= concentragao mensurada da coleta no tempo t,
Vr= volume da solugdo receptora,

Ca= concentra¢do da amostra removida,

Va = volume da amostra removida.

A quantidade de QRC liberada foi expressa em porcentagem (% £DP) dos x
experimentos (n=3) para cada grupo e os resultados foram plotados em fun¢do do
tempo (minutos).

3.6.3. Cinética de liberacao

Foi realizada a determinacdo da cinética de liberagdo através da analise de
regressao linear dos dados de liberagdo para trés modelos diferentes:

- Modelo de Ordem Zero: A quantidade liberada (em pg/mL) foi plotada em fungao
do tempo (em minutos) (em pg/mL)

- Modelo de Higuchi (Pseudo primeira ordem): A quantidade liberada foi plotada (em
pg/mL) em funcdo da raiz quadrada do tempo (em minutos)

- Modelo de Primeira Ordem: O logaritmo da quantidade liberada (em pg/mL) foi
plotado em funcao do tempo (em minutos).

Para cada modelo, foi obtido o coeficiente linear (r) da reta de regressdo,
representando a correlagdo entre as variaveis e indicando a o quao bem os dados se
ajustam ao modelo.

A cinética de liberagao foi determinada escolhendo o modelo que apresentou o
maior valor do coeficiente de correlagio linear (R?), o que indica que esse modelo
melhor se ajusta aos dados experimentais. O fluxo de liberacdo (pg/min) (J) foi
calculado em triplicata (n=3) e expresso como a média + desvio padrao para aumentar
a precisao dos resultados. Esse valor representa a taxa de liberagdo da substancia ao
longo do tempo. O modelo que apresentou valor de correlagao linear mais proximo de
1 foi escolhido como o modelo cinético dominante do estudo, ou seja, aquele que
melhor descreveu o processo de liberagdo para cada formulagdo testada. O valor de
fluxo corresponde a inclinacdo (a) da equacdo de regressdo linear obtida para cada
modelo cinético aplicado.

3.7. Tempo de Residéncia ex vivo

Para determinar a aderéncia das formulagdes desenvolvidas, a técnica utilizada
foi a de tempo de residéncia. O método ¢ caracterizado pela medi¢dao do tempo que a
formulacao se mantém aderida a uma superficie de vidro ao invés de medir a forca
necessaria para conduzir seu desprendimento (ANROOP et al, 2013). Para a
execugdo do teste, uma modificacdo da metodologia foi realizada, sendo esta, a
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utilizacdo da mucosa bucal canina (ABRUZZO et al., 2020).

3.7.1. Dessecacio da mucosa

Iniciou-se a lavagem da bochecha canina com solugdo fisioloégica 0,9%, em
seguida foi realizada a separagdo de camadas teciduais com auxilio de tesouras,
pingas e bisturis (Figura 14). Apos a retirada dos tecidos musculares adjacentes, o
material foi novamente lavado com solugao fisiologica 0,9% e armazenado em freezer
a -20 °C até o momento da realizagdo do ensaio propriamente dito.

Figura 14. Mucosa bucal canina utilizada para o ensaio ex vivo de tempo de
residéncia. (A) Bochecha retirada do cdo para a dessecacdo da mucosa. (B) Mucosa
dessecada - parte externa. (C) Mucosa dessecada - parte interna.

3.7.2. Preparo do aparato para teste

Recortou-se uma folha de acetato de vinila (EVA) no tamanho de 4,0cm x
2,5cm, e nele a mucosa foi costurada usando fio de nylon 2,0. A passagem da agulha e
do fio foi realizada no sentido do EVA para a mucosa, criando uma sutura firme para
segurar a amostra no lugar. Em seguida, o EVA com a mucosa costurada foi colado
na lateral do béquer com cola da marca Tekbond.

3.7.3. Execuc¢ao do ensaio

Apds a montagem do aparato, a mucosa bucal foi previamente umedecida
com saliva artificial e as formulacdes (n=3) contendo QRC foram afixadas sobre ela.
No caso do filme polimérico, uma area de 2,25 cm? foi empregada, enquanto os HG,
aproximadamente 0,2 g de material foi distribuido sobre a mucosa.

Subsequentemente, a por¢ao interna do béquer, composta pelo conjunto EVA,
mucosa e gel, foi imersa em 100 mL de saliva artificial, recriando assim as condi¢des
do ambiente bucal (Figura 15). O procedimento foi conduzido por um periodo de 24
horas, mantendo uma temperatura de 38,3 °C e uma taxa de agitacdo de 120 rpm, com
a finalidade de simular as condigdes fisiologicas do cdo.

O intervalo de tempo durante o qual as formulagdes permaneceram aderidas a
mucosa foi registrado a partir do inicio da agitagdo até o ponto em que quaisquer
indicios de desprendimento, deslocamento ou desintegracdo das formulagdes fossem
observados. O ensaio foi repetido em duas ocasides e os resultados foram obtidos em
triplicata.
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Figura 15. Formulagdes contendo quercetina aderidas ao aparato para inicio do
ensaio de tempo de residéncia. (A) Filme polimérico (B) Hidrogel a base de
carboximetilcelulose (C) Hidrogel a base de quitosano.

3.8. Atividade Antimicrobiana das Formula¢oes

O objetivo do experimento foi avaliar qualitativamente a eficacia das
formulacdes, de modo que a seguranga e efetividade das formulacdes desenvolvidas
fossem garantidas. Para isto, foram realizados ensaios microdilui¢do em caldo e de
semeadura em placa, para determinar as atividades inibitdria e bactericida das
formulagdes frente as bactérias-alvo descritas no topico 3.1.3. Os ensaios utilizados
foram uma adaptacdo do método descrito por Ahuja, (2003).

3.8.1. Atividade inibitoria

Para avaliagdo da capacidade inibitoria das formulagdes foi utilizada a
metodologia de macrodiluicdo em caldo. Quanto ao seu desenvolvimento, foi
necessario a utilizagdo de um tubo contendo 5 mL de uma solugdo de 500 pL de
inoculo bacteriano e 4,5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI), onde
posteriormente adicionou-se a formulagdo. Além desta, foram preparados controles
positivos e negativos, contendo meio BHI e Imipenem, ¢ BHI associado ao in6culo
bacteriano, respectivamente (Figura 16). As solug¢des foram incubadas a 37 ° C por 24
h. Para as formulagdes foram utilizados cerca de 0,2g dos HG ¢ lcm? do filme.
Posteriormente, o crescimento bacteriano foi analisado visualmente através da
turbidez.
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Figura 16. Tubos controle e com a formulag@o expostos ao ensaio de efetividade
antimicrobiana. (A) Hidrogel (B) Filme polimérico.

3.8.2. Atividade bactericida

Para avaliagdo do efeito bactericida das formulagdes, foi realizada uma
avaliacdo do crescimento bacteriano através do método de semeadura em placa. Para
isto, foram realizados esfregagos em placas de petri de vidro contendo meio de cultura
BHI, a partir das solugdes dos tubos descritos em 3.8.1. As placas foram identificadas
de acordo com o esquema da figura 17, e posteriormente incubadas em estufa por 24h
a 37° C, permitindo a observacao do crescimento bacteriano através da formacao de
coldnias visiveis.

B+C+F

Figura 17. Esquema utilizado para analise da efetividade bactericida da formulagao
no ensaio de semeadura em placa. (A: Antibiotico, B: Bactéria, C: Caldo, F:
Formulacgdo.)
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5. RESULTADOS

4.1. Ensaios de avaliacido antimicrobiana
4.2.1. Ensaio de difusao em disco

Os resultados do screening microbiologico, demonstram que os solventes
testados ndo inibiam o crescimento bacteriano (Figura 18). Sendo assim, o DMSO foi
escolhido para solubilizagdo dos flavonoides nos ensaios seguintes. O DMSO ja foi
citado em outros trabalhos e possui, em média, solubilidade 220 mg/mL para QRC e
50 mg/mL para RTN (LI ef al., 2019; PARK et al., 2019), o que nos permitiria a
utilizacao de solu¢des mais concentradas, caso fosse necessario.

Figura 18. Teste de difusdo em disco solubilizado com diferentes diluentes. (A)
discos impregnados comQRC (B) discos impregnados com RTN.

O ensaio de difusdo em disco nao demonstrou nenhuma inibicdo do
crescimento das cepas, nos fazendo seguir para o ensaio de CIM para confirmagao ou
contestacao deste resultado.

.....

minimas

Os resultados do ensaio de CIM indicaram a auséncia de turbidez a partir da
concentragdo mais baixa de QRC e RTN para todas as cepas avaliadas.
Adicionalmente, por meio da utilizagao de espectroscopia-UV, foi possivel notar uma
semelhanca na absortividade entre os pocos de teste e os pogos de controle (brancos),
o que confirmou a inexisténcia de crescimento bacteriano (Figura 19).
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Figura 19. Placas do ensaio de microdiluicdo em caldo para determinagdo da
concentragdo inibitéria minima. (A) Teste realizado com quercetina nas concentragdes
na faixa de 5 a 30 pg/mL. (B) Teste realizado com rutina nas concentragdes na faixa
de 12,5 a 100 pg/mL. (C) Teste realizado em anaerobiose com quercetina e rutina nas
concentragdes na faixa de 5 a 30 pg/mL e 12,5 a 100 pg/mL, respectivamente.

A CIM se revelou uniforme para todas as cepas examinadas, atingindo valores
de até 5 pg/mL para a QRC e até 12,5 pg/mL para a RTN. Enquanto no ensaio de
CBM, observa-se diferengas significativas quanto a concentra¢do bacteriostatica
destes flavonoides para as diferentes cepas. TabelalO, Figuras 20 e 21.

No que diz respeito aos resultados das CBM para QRC, todas as cepas
indicaram que uma concentracdo superior a 187,5 pg/mL seria necessaria para
alcangar um efeito bactericida, com exce¢do das cepas sensiveis de E. coli e S. aureus,
para as quais os valores foram de Spug/mL e 30ug/mL, respectivamente. Ja em relagdo
a RTN, os valores de CBM excederam 500 pg/mL para todas as variantes, exceto para
as cepas sensiveis de E. coli e S. aureus, onde as concentracdes foram de 12,5ug/mL e
50ug/mL, respectivamente.
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Tabela 10. Concentragao inibitoria minima e concentracao bacteriostatica minima de
quercetina e rutina obtidas através dos ensaios de microdilui¢ao em caldo e semeadura
em placa, respectivamente.

QRC RTN
Cédico Cena CIM CBM CIM CBM
& P (ng/mL)  (ug/mL) (ug/mL)  (ug/mL)
25922 E.coli sensivel =5 =5 =125 <125
CMY E. coli resistente <5 >187.5 <125 > 500
25923 S. aureus sensivel =5 30 <125 50
43300 S. aureus resistente <5 > 187,5 =125 > 500
< > <
S. Pseudointermedius <5 187,5 <125 100
SP8 sensivel
<5 > 187,5 <12,5 > 500
P2 S. Pseudqintermedius
resistente
200 Pseudomonas sensivel =35 > 1875 =125 > 500
111 Pseudomonas resistente <5 > 187.5 =12,5 > 500
Streptococcus <5 > 187,5 <12,5 > 500

Figura 20. Ensaio de semeadura em placa para obtengdo da concentragdo inibitoria
minima de quercetina frente as diferentes cepas. (A) E. coli sensivel nas
concentracdes de 5 a 30 ug/mL; (B) S. aureus sensivel nas concentragdes de 5 a 30
pug/mL.
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Figura 21. Ensaio de semeadura em placa para obtencdo da concentragdo inibitdria
minima de rutina frente as diferentes cepas. (A) E. coli sensivel nas concentragdes de
12,5 a 100 pg/mL; (B) S. aureus sensivel nas concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL; (C)
S. pseudointermedius sensivel nas concentragdes de 500 a 5000 pg/mL;

4.3. Método Analitico para Analise de Quercetina
4.2.1. Seletividade

A avaliacdo da analise espectral por spectofotometro-UV, revelou a presenca
de interferéncias na regido proxima a 256 nm, onde ocorre o o primeiro pico de
absor¢do de QRC. No entanto, ndao foram observadas interferéncias nem
sobreposi¢oes entre a QRC e os placebos quando solubilizados em saliva e metanol a
368nm, que corresponde ao pico maximo de absor¢do da molécula. Dessa forma, o
menor A foi descartado para os procedimentos subsequentes. (Figura 22).

Esses resultados evidenciam de forma inequivoca a auséncia de interagdes ou
influéncias entre o ingrediente ativo e os meios que serdo utilizados nos ensaios para
determinagdo de teor e o ensaio de liberacdo in vitro, garantindo a confiabilidade das
medi¢des a serem realizadas.

E—JHidrogel CMC-Na em Me(

[E=—JHidrogel CMC-Na em Sali
E——JQRC- RawData

LY I ' I
200,00 280,00 400,00
nm.
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E——JHidrogel QTS em MeOH -
T T EE—JHidrogel QTS em Saliva -
FE——IQRC - RawData
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E=——JFilme CMC-Na em MeOH
[E=—JFilme CMC-Na em Salva
E—=aRc - RawData

2,500

Abs.
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BRI R —

200,00 280,00 400,00

Figura 22. Espectro de varredura por UV comparativo entre quercetina e os placebos
das formulag¢des em saliva artificial ¢ em metanol. (A) Hidrogel de CMC-Na (B)
Hidrogel de QTS (C) Filme polimérico

4.2.2. Linearidade

A curva padriao da QRC demonstrada na figura 23, mostrou resultados que
estdo de acordo com as especificagdes estabelecidas na RDC 166 de 2017. A
resolucdo define os critérios e parametros que devem ser considerados durante a
validag¢do de métodos analiticos, com o objetivo de garantir a qualidade, a seguranca e
a eficicia de medicamentos.
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Figura 23. Curva padrdo de quercetina.

O coeficiente de determinagdo linear (R?) esta proximo 1.0, indicando um
ajuste dos dados a curva. Essa precisdo do ajuste ¢ um indicativo de que a equagao
escolhida ¢ capaz de descrever adequadamente a relacdo entre a concentracdo do
analito e a resposta analitica. Isto demonstra que a curva padrdo possui linearidade
preditiva satisfatéria, podendo ser utilizada nos ensaios de determinagdo de teor e
liberagao in vitro.

4.3. Caracterizac¢ao Fisico-Quimica das Formulac¢oes Obtidas
4.3.1. Hidrogéis

Foram obtidas duas formulagdes utilizando a metodologia descrita em 3.4.1.
Um HG a base de CMC-Na e outro a base de QTS. Apds o preparo, os HG
apresentaram resultados satisfatorios em relagdo ao aspecto visual, uma vez que nao
apresentaram separagao de fases ou precipitados. Os HG contendo QRC apresentaram
coloracdo amarela caracteristica do flavonoide, enquanto os placebos se mostraram
transliicidos, sendo observado aspecto mais turvo no HG de CMC-Na quando
comparado ao de QTS (Figura 24).

O odor dos HG de CMC-Na se assemelhavam com pléstico, enquanto do HG
de QTS, era caracteristico de acido acético. E foi observado redug¢do do pH das
formulagdes apos a incorporagao da QRC, como demonstra a tabela 11.
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Figura 24. Hidrogéis obtidos. (A) Placebo do hidrogel de carboximetilcelulose sodica.
(B) Hidrogel de carboximetilcelulose sodica incorporado com quercetina. (C) Placebo
do hidrogel de quitosano. (D) Hidrogel de quitosano incorporado com quercetina.

Tabela 11. Caracteristicas observadas nos hidrogéis a base de carboximetilcelulose
sodica e a base de quitosano apds o preparo.

Amostra Aspecto visual Odor pH

Translucido,

Hidrogel Placebo CMC-Na 1
evemente turvo

Odor plastico 7,4+0,19

Amarelo turvo Odor moderadamente
Hidrogel CMC-Na + QRC alterado, menos intenso que 6,7 + 0,33
(claro)
o placebo
Hidrogel Placebo QTS Translacido Odor leve de acido acético 6,4+0,22
. Amarelo turvo Odor mais intenso do que o
Hidrogel QTS + QRC (intenso) placebo 5,7+0,18

CMC-Na: carboximetilcelulose sddica; QRC: quercetina, QTS: quitosano.

4.3.1.1. pH

Ap6s a formulagdo dos HG, monitorou-se seu pH por um periodo de 3 meses,
em intervalos distintos. Ao analisar os resultados, através da analise estatistica,
observa-se que os valores de pH dos dois HG’s possuem diferenca significativa (*p <
0,05) quando comparado ao valor de pH apds o preparo, em dias variados. Entretanto,
observou-se que o HG a base de CMC-Na manteve-se na faixa de pH de 6,71 (+ 0,33)
a 6,99 (= 0,03), ao longo de todo o periodo de andlise, indicando estar dentro da faixa
segura. Por outro lado, o HG de QTS apresentou uma varia¢ao de pH de 5,75 (£ 0,18)
a 4,24 (+ 0,035), estando abaixo da faixa de seguranca. A figura 25 ilustra a influéncia
do tempo sobre o pH das formulagdes.
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Figura 25. Representacdo grafica da influéncia do tempo sobre o pH dos HG a base
de carboximetilcelulose e quitosano incorporados com quercetina. (*p < 0,05).
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4.3.1.2. Espalhabilidade

O ensaio de espalhabilidade ¢ uma técnica utilizada para medir a capacidade
de um produto se espalhar de maneira uniforme em uma superficie. Essa analise
envolveu o uso progressivo de pesos, o que nos permitiu avaliar como a adi¢ao do
ativo influenciava a capacidade de espalhamento em compara¢do com seu placebo
(Figuras 26 e 27). Além disso, essa abordagem permitiu fazer uma comparagao direta
entre HG de matriz polimérica distintas, porém incorporados com QRC (Figura 28).
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Figura 26. Perfil de espalhabilidade comparativo entre o placebo do hidrogel de
carboximetil celulose sodica e o hidrogel incorporado com quercetina.
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Figura 27. Perfil de espalhabilidade comparativo entre o placebo do hidrogel de
quitosano e o hidrogel incorporado com quercetina

Através dos graficos apresentados, ¢ visivel que a inclusdo de QRC na
formulagdo, seja ela a base de CMC-Na ou QTS, resulta em uma redugdo na
capacidade de espalhamento. No entanto, uma distingdo notavel ¢ observada nos HG
de CMC-Na: tanto o placebo quanto a formulacdo incorporada come¢am com a
mesma extensdo de espalhamento. Contudo, a medida que uma pressao ¢ aplicada, o
HG placebo demonstra um aumento maior na area de espalhamento em comparagao
com o HG que contém a incorporagao de QRC.

Em relagdo aos HG de QTS, ¢ evidente que, desde o inicio da andlise, o
placebo exibe uma éarea de espalhamento maior do que o HG incorporado com QRC.
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Figura 28. Perfil de espalhabilidade comparativo entre os hidrogéis de
carboximetilcelulose sddica e quitosano incorporados com QRC

Ao se realizar a comparagdo apenas entre os HG incorporados com QRC, ¢
perceptivel uma diferenca entre eles. O HG com base de CMC-Na apresenta uma
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maior espalhabilidade quando comparado ao HG de QTS.
4.3.1.3. Ensaios de estabilidade preliminar
Centrifugacdo
Quando expostos a 30 minutos de centrifugacdo a 3000 rpm, ndo houve

separacao de fases ou alteragdo visual nos HGs. Além disso, mantiveram-se estaveis
apos serem expostos a 5 horas de centrifugagao a 3800 rpm (Figura 29).

Figura 29. Hidrogéis incorporados com quercetina apos centrifugacao de 3800 rpm
por 5 horas. (A) com base de carboximetilcelulose sodica. (B) com base de quitosano.

Exposicdo a radia¢do luminosa

O ensaio demonstrou que nos primeiros dias, o gel de CMC-Na ndo
apresentou separagdo de fases, precipitacdo e nenhuma alteracdo em seu odor em
ambos os frascos. Apds o quinto dia, foi possivel observar que o odor sofreu leve
modifica¢do no frasco transliucido, ndo sendo observado alteracdes no placebo, seja
no frasco ambar ou transparente.

Quanto ao gel de QTS, pode-se observar a partir do segundo dia modificagdes
em sua coloracao, se tornando mais escuro ¢ seu odor se mostrou moderadamente
modificado no frasco transparente, ¢ ao longo dos dias, pode-se observar também
precipitagdo. Tanto quanto no frasco transparente quanto no ambar, houve alteragao
continua do odor. O placebo ndo sofreu alteragdes. Os resultados sugerem que a
embalagem de armazenamento influencia na estabilidade da amostra, sendo adequado
que os HGs ndo sejam expostos a radiagdo luminosa.

Ciclo de Congelamento e Aquecimento

Avaliagdo de colorimétrica e de aspecto

A colorag@o dos HG de CMC-Na expostos a uma temperatura de 45 °C + 2°C,
exibiram uma tonalidade levemente mais escura em comparagdo ao HG pré exposto,
enquanto o HG submetido a temperatura de -20 °C = 7 °C ndo apresentou alteracao
em sua coloragao.

Ja no que diz respeito a separacao de fases e precipitagdo, ndo foram
identificadas mudangas significativas na aparéncia dos HG de CMC-Na nos dois
ambientes durante todo o periodo de estudo. No entanto, quando exposto a ambas as
temperaturas extremas, o HG de QTS apresentou pequenos sinais de precipitagdo no
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ultimo dia do ciclo.

Por outro lado, a formulacdo a base de QTS exposta a temperatura elevada
mostrou um escurecimento gradual, culminando com uma cor moderadamente mais
escura no ultimo dia do ciclo, € quando mantidos no freezer mantiveram-se levemente
modificados ap6s o segundo dia do ciclo até a finalizagao do ensaio.

Em relagdo ao odor, todos os HG, independentemente das condi¢des de
exposicao, apresentaram altera¢do, com odor menos intenso do que o HG pré-exposto.
A Tabela 12 apresenta as caracteristicas dos HG antes e ap6s serem submetidos a um
ciclo de congelamento e aquecimento de 72 horas.

Tabela 12. Caracteristicas dos hidrogéis antes e apds 72h de exposi¢do ao ciclo de
congelamento e aquecimento.

Hidrogel épos Apods 3° ciclo Hidrogel Apos 3°ciclo  Apds 3° ciclo
3°ciclo .
CMC-Na aqueciment congelamento QTS aquecimento  congelamento
Pré-exposto o (72h) (72h) Pré-exposto (72h) (72h)
Amarelo Amarelo
+ + +
Cor musgo ! 0 musgo 2 !
Sem Sem
Aspecto precipitagdo 0 0 precipitagdo P P
/ separagao / separagdo
de fases de fases
Caracteristi
Odor Plastico -1 -1 co de acido -1 -1
acético

0: Sem modificagdes; +1: Levemente mais intenso; +2: Moderadamente mais intenso; -1
Levemente menos intenso; P: precipitagdo.

Avaliacdo do pH

Os HG demonstraram variagdo significativa do pH apds o ciclo de
congelamento e aquecimento. E possivel observar que o comportamento dos HG de
CMC-Na ao fim dos ciclos de congelamento e aquecimento, apresentam pH mais
elevado comparado ao dia de sua pré exposi¢do, enquanto os HG de QTS demonstram
uma redu¢do do seu valor, independente da condi¢do de temperatura em que foi
exposto.

Observou-se que o0 HG de CMC-Na pré exposto obteve pH de 6,71 + 0,33.
Apo6s 72h em ciclos de aquecimento o pH passou a 7,15 + 0,07 e quando exposto a
extrema temperatura de congelamento apresentou pH na faixa de 7,51 £ 0,03.

Ja 0 HG com base de QTS em sua pré-exposicao apresentou pH de 5,75 = 0,18,
apos exposicao de 72h a temperatura extrema de congelamento o pH se mostrou em
torno de 4,94 + 0,10, enquanto apds exposi¢do ao aquecimento 4,63 + 0,017. As
variagoes estdo ilustradas na figura 30.
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Figura 30. Variacao do pH do hidrogéis incorporados com quercetina durante os
ciclos de congelamento e aquecimento. (A) base de carboximetilcelulose sodica. (B)
base de quitosano. (*p < 0,05).

A andlise estatistica utilizando o teste One-way ANOVA, seguido pelo teste
de multiplas comparacdes de Tukey, revelou que somente trés condi¢des nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao pH do HG pré-exposto. Essas
condi¢des sdo o tempo de 24 hs e 72 hs de exposi¢do do HG de CMC-Na ao
aquecimento e o tempo de 24 hs de sua exposi¢cdo ao congelamento. O HG de QTS
apresentou diferencga significativa durante todo o ciclo.

Avaliacdo da Espalhabilidade

Ao investigar o comportamento da espalhabilidade de géis de CMC-Na
quando expostos a altas e baixas temperaturas, os resultados revelaram que,
independentemente da temperatura de exposicdo, os HG apresentaram
comportamento semelhante em relagdo a espalhabilidade.

A primeira analise foi realizada antes de qualquer exposi¢do, servindo como
referéncia para os resultados subsequentes. Nas primeiras 24 horas de exposic¢ao tanto
em alta quanto em baixa temperatura, observou-se aumento na espalhabilidade dos
HG de CMC em comparagdo com a analise inicial.

Apo6s 72h, os HG apresentaram comportamento semelhante ao tempo inicial.
Quando a amostra foi exposta a ciclos de aquecimento, e um peso médio de cerca de
500g foi aplicado sobre ela, sua espalhabilidade se mantém relativamente consistente,
com pouca variagdo. Isso ocorre mesmo apds ter passado pelo estresse térmico. No
entanto, a partir de um peso de 750g, é observada uma varia¢ao mais significativa na
espalhabilidade. J4 no caso do congelamento, nota-se que o espalhamento da amostra
quando sofre uma pressdo de 250g sobre ela, ¢ similar no tempo pré exposicao e apds
72h, sofrendo maior influéncia ap6s dispor de 500g sobre ela (Figuras 31 e 32).
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Figura 31. Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de carboximetilcelulose
sodica com quercetina durante trés ciclos de 24h de aquecimento.
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Figura 32. Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de carboximetilcelulose
sodica incorporado com quercetina durante trés ciclos de 24h de congelamento.

No primeiro ciclo de exposi¢do a alta temperatura (Figura 33), notou-se um
aumento na espalhabilidade do HG de QTS quando comparado a temperatura
ambiente. Esse aumento indica que a alta temperatura tem um efeito positivo na
capacidade de espalhamento da formulagao.

Apods 72h exposi¢do a alta temperatura, notou-se um aumento adicional da
espalhabilidade em comparacao com a temperatura ambiente. Essa observacao indica
que, com a continuidade das exposi¢des a alta temperatura, ocorre um aumento
progressivo na capacidade de espalhamento. Nota-se, que quando um peso médio de
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cerca de 250g ¢ aplicado sobre a amostra no tempo pré exposi¢do e ap6s 72h de
exposi¢ao, que a espalhabilidade se mantém relativamente similar. No entanto, a
partir de um peso de 500g, é observada uma variagdo na espalhabilidade.

Esses dados indicam que hd perda de caracteristicas de flexibilidade e
resisténcia apds a exposi¢cdo, podendo ser parcialmente recuperada em funcdo do
tempo.
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Figura 33. Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de quitosano incorporado
com quercetina durante trés ciclos de 24h de aquecimento.

Ja no primeiro ciclo de exposi¢do a baixa temperatura (Figura 34), notou-se
um aumento na espalhabilidade do HG de QTS em comparacdo a temperatura
ambiente. Esse aumento indica que a baixa temperatura tem um efeito positivo na
capacidade de espalhamento da amostra.

Apb6s 72h de exposigdo a baixa temperatura, observou-se um aumento na
espalhabilidade em comparacdo com a temperatura ambiente. Além disso, notou-se
que a espalhabilidade ficou similar aquela observada apos 24h. Indicando que, com a
continuidade das exposicdes a baixa temperatura, ocorre uma mudanga progressiva na
capacidade de espalhamento do HG de QTS, retornando a um perfil similar apos 24h
de exposicao.
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Figura 34. Perfil de espalhabilidade do hidrogel a base de quitosano incorporado com
quercetina durante trés ciclos de 24h de congelamento.

Os dados da espalhabilidade apds exposi¢do de 72h em congelamento e
aquecimento, utilizando peso de 1500 g, estdo disponiveis na tabela 13.

Tabela 13. Espalhabilidade dos hidrogéis contendo quercetina antes e apds 72h de
exposicao ao ciclo de congelamento e aquecimento. (letras diferentes, p < 0,05)

Meédia Espalhabilidade (mm?) + dp

Hidrogel Apos 3° ciclo de Apos 3° ciclo de

Pré-exposto aquecimento congelamento
P (72h) (72h)
Hidrogel . b .
CMC-Na 386+ 1 414+2 300+£0
Hidrogel QTS 196 + 04 377+£2¢ 396 +3f

4.3.1.4. Determinagio de teor da quercetina nos hidrogéis
Ap6s o ensaio, foi evidenciado que a solubilizagdo concomitante da QRC e da

matriz polimérica ocorre diferente em razdo dos solventes utilizados, como
demonstrado pela tabela 14.
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Tabela 14. Teor da quercetina nos hidrogéis a base de carboximetilcelulose sddica e
quitosano nas diferentes condi¢des de solubilizagao.

Teor + dp
Solubilizagao Hidrogel CMC- HG
Na QTS
Agua 9,4 + 0,00 7,6 + 0,02
MeOH 98,2 + 0,00 74,9 + 0,06
MeOH: Agua
+ +
(90:10) 80,0 £ 0,03 85,9+ 0,02
MeOH: Agua
(75:25) 79,5 £ 0,00 95,0+ 0,03

CMC-Na: carboximetilcelulose sodica; QTS: quitosano; MeOH: Metanol

Para o HG de QTS, o melhor teor (95% = 0,00) foi alcangado quando o ensaio
utilizou uma combinacdo de 75% de MeOH e 25% de 4gua. J& para o HG de CMC-
Na, apenas a utilizagdo de MeOH foi suficiente para obter teor de 98,2% = 0,00,
ambos estando dentro das especifica¢des preconizadas pela RDC 166 de 2017.

4.3.2. Filmes poliméricos

A partir da técnica de solvent casting, foi possivel a obtencdo de filmes
incorporados com QRC. Durante o desenvolvimento, observou-se que F1 apresentou
precipitagdo quando QRC foi incorporada ao hidrogel base, demonstrando a
necessidade de solubilizar o ativo antes da incorporagdo. Para isto, utilizou-se DMSO,
uma vez que este solvente se mostrou inerte nos ensaios microbiologicos..

Assim, as formulacdes F2, F3 e F4 foram elaboradas utilizando proporcdes
distintas dos reagentes, como demonstrado na tabela 8. Apos o preparo, verificou-se
que a formulacdo F3 exibiu extrema fragilidade, enquanto a F4 apresentou um aspecto
excessivamente pegajoso. Em contraste, a formulacdo F2 demonstrou caracteristicas
intermedidrias; nao tdo aderente quanto a F4 e nem tdo fragil quanto a F3. Esses
resultados sugeriram que F2 poderia oferecer resisténcia e propriedades adesivas para
uma formulagdo de administracdo oral. Deste modo, F2 (Figura. 35) foi selecionado
como objeto deste estudo.
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; e
Figura 35. Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sddica selecionado. (A)
contendo quercetina. (B) placebo.

O filme incorporado apresentou caracteristicas visuais de translucidez, com
coloracdo amarela, e auséncia de odor percetivel. Ja o placebo se mostrou levemente
opaco ¢ sem odor. Pode-se observar uma caracteristica adesiva ainda na placa de petri,
sendo necessaria a utilizagdo de uma espatula e uma pinga de aluminio para sua
retirada.

Ao analisar o peso dos filmes incorporados com QRC, verificou-se um peso
médio de 0,0360 + 0,0029g enquanto o placebo 0,0292 + 0,0011g. Quanto a espessura,
os filmes placebo e incorporado com QRC apresentaram valores de 0,35 + 0,02 mm e
0,30 = 0,1 mm, respectivamente.

4.3.2.1. Grau de intumescimento

No ensaio de grau de intumescimento foi possivel observar a absor¢ao de agua
pelo filme em 5 minutos, como demonstrado pela figura 36. Apos esse tempo, o filme
adquiria forma de um HG que se rompia facilmente, levando a perdas significativas
quando havia a retirada da saliva.

Figura 36. Filme submerso em saliva artificial para ensaio de grau de intumescimento.
(A) visdo lateral (B) visdo superior.

A tabela 15 demonstra quantitativamente o grau de intumescimento das
amostras, a partir da equacao descrita no topico 3.5.2.3.
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Tabela 15. Grau de intumescimento dos filmes poliméricos a base de carboximetil
celulose sddica contendo quercetina em saliva artificial pH 8.

Placebo QRC
Média (AP) 80,7 202,8
dp 6,9 19,18

AP: variagdo de peso; dp: desvio padrdo

A analise do grau de intumescimento revelou que o placebo do filme
polimérico apresentou um valor dentro da faixa de 80,7 + 6,9. No entanto, quando o
filme polimérico foi incorporado com QRC, esse valor aumentou significativamente
para 202,8 + 19,18. Esses resultados indicam que a adi¢do de QRC na formulagdo
resulta em um aumento de 2,5 vezes no grau de intumescimento da formulagdo.

4.3.2.2. pH de superficie

O pH de superficie da formulagdo com QRC foi de 6,5 + 0,3, enquanto o pH
do placebo se mostrou entre 6,9 + 0,2. Esses resultados demonstram que neste sentido,
o filme oferece seguranga quanto a sua aplicagdo. Uma vez que seu pH estd entre o
limite de acidez e basicidade (6,5 a 7,5), ndo levando a ocorréncia de lesdes na
mucosa oral.

4.3.2.3. Resisténcia a dobra

Ap6s 300 dobragens consecutivas em 180° o filme placebo se mostrou sem
fissuras, apenas com marcas de dobra. Enquanto o filme incorporado com QRC
obteve valor de resisténcia a dobra em 28 vezes (£ 3), demonstrando que a
incorporacdo do flavonoide no filme, diminui sua flexibilidade (Figura 37).

Figura 37. Filme polimérico a base de carboximetilcelulose sodica apds ser
submetido ao ensaio de resisténcia a dobra. (A) placebo (B) contendo quercetina.

4.3.2.4. Caracterizacao morfologica
Através da figura 38 obtida pelo Microscopio de Varredura (HITACHI,

TM3030 Plus) foi possivel observar que o filme polimérico incorporado (A) apresenta
uma maior presenga de poros em comparagdo ao filme placebo (B). Além disso, as
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mesmas imagens evidenciam a presenga de particulas de QRC agregadas a superficie
do filme polimérico.

HM x500 200 um HM x500 200 um

x1.0k 100 pm x1.0k 100 um

Figura 38. Analise morfoldgica obtida através de microscopia eletronica de varredura
dos filmes a base de caboximetilcelulose sodica. (A e C) Filme contendo quercetina
(B e D) Placebo.

Ja as figuras inferiores ilustram que o filme placebo (D) apresenta uma
superficie mais compacta, enquanto o filme incorporado (C) possui uma textura
distinta. Além disso, no filme incorporado, ¢ possivel observar a presenga de
pequenas particulas de QRC em sua superficie.

4.3.2.5. Analise estrutural

Ao observar o espectro de FTIR (Figura 39) € possivel constatar a presenca de
sinais semelhantes no placebo quanto no filme com QRC. Nao observa-se
desaparecimento ou deslocamentos significativos de banda, apenas breves variacoes
de intensidade. No entanto, nota-se um destaque particular no comprimento de onda
de 1580 cm™, o que indica a ocorréncia de um estiramento de C=C aromatico. Esse
comportamento mostra uma interagdo associada a presenga da QRC no filme
polimérico.

Outra observagdo relevante, ¢ que a adi¢do de QRC ndo fornece uma
modificacdo estrutural no placebo, podendo ser confirmado também pela
sobreposi¢do dos espectros (Figura 39). Os comprimentos de onda em comum e seus
respectivos grupos funcionais estdo descritos na tabela 16.
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Figura 39. Sobreposicao dos espectros de FTIR obtidas através de analise estrutural
utilizando metodologia de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier do
filme incorporado com quercetina e seu placebo.
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Tabela 16. Comprimentos de onda e grupos funcionais em comum entre o placebo e
o filme incorporado com quercetina obtidas através de analise estrutural utilizando
metodologia de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

Comprimento de onda (cm ) Grupo funcional Referéncia
3600 a 3200 O-H
3030 C-H de Aromaticos
2900 a 2960 CH: e CH;
1675 a 1645 =0 LOPES, W. ef al 2004.
1470 a 1430 CH: USP, 2023
1420 CH: adjacente a carbonila
1,060 a 1040 S=0
625 Confirmac¢do de Aromatico

4.3.2.6. Determinacio de teor de quercetina

ApoOs a avaliagao da seletividade do método, como evidenciado em 3.3.,
examinou-se a solubiliza¢do concomitante da QRC e da matriz polimérica presente na
formulacao frente aos diferentes solventes, como demonstrado pela tabela 17.
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Tabela 17. Teor do filme polimérico sob as diferentes condi¢des de solubilizagao.

Solubiliza¢ao D%igia dp
Agua 17,8 +0,38
McOH 716 +0,16

Moor. oo 0

M‘}%?ﬁo 77,6 +0,04

MeOH: metanol; dp: desvio padrao; H>0: agua

Para o filme polimérico, o teor ideal, de acordo com as especificagdes da RDC
266 de 2017 (que determina que deve estar entre 90% e 110%) foi alcancado quando
o ensaio utilizou uma combinacdo de 90% MeOH e 10% de agua. Enquanto em outras
condi¢des, pode-se observar diferencas significativas quanto a recuperacao do ativo.

4.4. Liberacao in vitro

Os resultados da liberagdo in vitro fornecem informacgdes sobre a capacidade
da formulagdo de liberar substincias ativas ao longo do tempo. Para a determinacao
das concentragdes liberadas de quercetina, utilizou-se do método descrito em 3.3, que
foi preliminarmente avaliado quanto a sua seletividade.

4.4.1. Estudo de solubilidade

Em uma andlise preliminar, foi constatado que a QRC demonstra uma
solubilizagdo inadequada em saliva artificial, podendo ser justificada pela
hidrofobicidade da molécula. Portanto, o ensaio de solubilidade foi utilizado para
avaliar a influéncia de surfactante na solubilidade da QRC (tabela 18), e assim,
verificar qual a composi¢do da solucdo receptora que deveria ser utilizada para
melhorar a solubilidade da QRC, uma molécula hidrofébica, em um meio aquoso.
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Tabela 18. Influéncia de diferentes concentracdes do surfactante na solubilidade da
quercetina em saliva artificial.

Meios (;ﬁf:rlliﬁ) dp
Saliva 4,71 +0
Saliva + SDS 1% 21,23 + 0,09
Saliva + SDS 2,5 % 41,97 + 0,05
Saliva +SDS 5% 73,22 + 0,06

SDS: dodecil sulfato de sodio; dp: desvio padrdo

O ensaio demonstrou que a solubilizacdo da QRC na saliva artificial, sofre
modificagdes significativas de acordo com a concentragdo de SDS adicionada ao meio.
Esse resultado sugere que para garantir a condig@o sink durante o ensaio de liberagao,
o meio a ser utilizado seja saliva artificial combinada com SDS 5%, que ¢ capaz de
solubilizar 73,22 ug/mL.

4.4.2. Liberacao in vitro

A taxa de liberagdo in vitro de todas as formulagdes foram avaliadas por 24 hs.
O HG de CMC-Na mostrou uma liberagdo intensa nos primeiros minutos do ensaio,
alcangando uma taxa méaxima de liberagao (32,1%) em 60 minutos. Por outro lado, o
HG com base de QTS apresentou uma liberagdo mais lenta e gradual do ativo,
atingindo o platd (correspondente a 18,6% de liberagdo) apds um periodo de 360
minutos. Ja os resultados obtidos para o filme polimérico revelaram que em 240
minutos, ocorreu a liberagdo maxima de 26%, conforme apresentado na figura 40.
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Figura 40. Liberagdo in vitro comparativa entre filme polimérico de
carboximetilcelulose sddica, hidrogel de carboximetilcelulose sddica e hidrogel de
quitosano.

4.4.3. Cinética de liberacao

Os estudos de liberagdo in vitro tiveram como objetivo avaliar a liberagdo do
ativo a partir das formulagdes desenvolvidas. Através do perfil obtido
experimentalmente, foi possivel determinar a cinética de liberagdo para cada
formulacao. Para essa andlise, selecionou-se a por¢ao mais linear de cada perfil de
liberagdo e aplicou-se os trés modelos cinéticos (conforme descritos na se¢ao 3.6.3).

Apos andlise da cinética de liberacdo do ativo a partir do do HG de CMC-Na,
foi caracterizada taxa de liberacdo constante e linear do farmaco, dependente do
tempo. Sendo assim classificado como Ordem zero.

A cinética de ordem zero define o processo de liberagdo constante de um
farmaco a partir de um sistema. Assim, a liberacao ¢ constante em relagdo ao tempo.

Ou seja, a quantidade de farmaco liberada em funcdo do tempo ¢ linear
(permeagdo ¢ maior com o tempo).

Enquanto a taxa de liberacdo do HG de QTS e do filme, indica que o processo
de liberagao seguiu um padrao de Pseudo primeira ordem. Isso implica que a taxa de
liberagdo da QRC diminuiu gradualmente ao longo do tempo, seguindo uma tendéncia
exponencial.

A relagdo entre fluxo e cinética de liberacdo das trés formulagdes, estdo
ilustrados na tabela 19.
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Tabela 19. Determinacao do fluxo (J) e cinética de liberagao (n=3) das formulagdes
poliméricas contendo quercetina.

~ Coeficiente . L.
Formulacao linear (r) Fluxo (J) Modelo cinético
Hidrogel
CMC-Na 0,9893 0,1339 + 0,009 Ordem Zero
Hidrogel Pseudo Primeira
QTS 0,9826 0,2726 £ 0,073 Ordem
Filme 0,9502 0,2965 = 0,034  seudo Primeira
Polimérico Ordem

CMC-Na: carboximetilcelulose sodica; QTS: quitosano
4.5. Tempo de Residéncia ex vivo

Para determinar a adesdo foi utilizada a metodologia de tempo de residéncia.
Neste ensaio, os HG revelaram uma notéavel variabilidade em sua capacidade de
retencdo. Em ambos os HG, com base de CMC-Na ou QTS, observou-se a formagao
de uma pelicula apds o espalhamento do HG.

Especificamente, todos os HG contendo QTS demonstraram-se altamente
aderentes, apresentando ao final da analise nenhum sinal de deslocamento, apenas de
desintegracdo. Em contrapartida, constatou-se que 67% (n=3) dos HG de CMC-Na
exibiram uma menor capacidade de aderéncia, apresentando descolamento parcial
apds um intervalo de tempo de aproximadamente 5 horas ¢ 40 minutos.

Ao atingir o tempo de 20h de analise, foi observada turbidez intensa e
moderada do meio, dos HG de CMC-Na e QTS, respectivamente, sendo um
indicativo de liberag¢do do ativo e desintegracdo da matriz polimérica. Entretanto, ndo
foi possivel observar a presenca do HG de CMC-Na na superficie da mucosa,
sugerindo sua total desagregacdo e desintegra¢do. Enquanto 67% dos HG (n=3) de
QTS se mostraram aderidos parcialmente até o fim do ensaio.

Quanto aos filmes, todos as amostras permaneceram aderidas a mucosa pelo
tempo maximo de andlise. Foi observado que 33,33% das amostras se mantiveram
totalmente integras at¢é o fim do ensaio, enquanto 67% sofreram pequena
desagregagdo apds as primeiras Sh de andlise, entretanto a parte agregada se manteve
integra até o término do ensaio. A figura 41 ilustra o estado anterior e posterior a
realizagao do experimento.
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Figura 41. Aparato antes e ap6s do ensaio de tempo de residéncia. (A) Hidrogel a
base de carboximetilcelulose sddica contendo quercetina. (B) Hidrogel a base de
quitosano contendo quercetina. (C) Filme polimérico a base de carboximetilcelulose
sodica contendo quercetina.

4.6. Atividade Antimicrobiana das Formulacoes
4.6.1. Efetividade inibitoria

Ap6s o periodo de incubacao de 24 horas a 37°C, os tubos contendo diferentes
formulagdes foram submetidos a andlise visual. Os controles negativo e positivo
demonstraram os resultados esperados: o tubo de controle negativo, contendo apenas
caldo e in6culo bacteriano, exibiu turbidez, indicando o crescimento bacteriano nesse
meio, enquanto o tubo de controle positivo permaneceu limpido, sem sinais de
presenca bacteriana, o que comprova a auséncia de contaminacao.

Em relagdo aos tubos que receberam a adigdo do HG de CMC-Na, observou-
se a ocorréncia da desintegracdo da formulagdo (Figura. 42 - A), que decantou. Todos
os tubos utilizados apresentaram turvacdo o que pode indicar tanto o crescimento
bacteriano quanto a fragmentacdo do HG utilizado no experimento.

Ja os géis de QTS aderiram a parte superior dos tubos (Figura. 42 - B), o que
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pode estar relacionado a fatores como temperatura, pH do meio ou composi¢ao do gel.
Enquanto os filmes utilizados no experimento permaneceram parcialmente intactos
apos 24 horas (Figura. 42 - C). Destaca-se que, para determinadas cepas bacterianas, a
adi¢do destas duas formulagdes resultou em turbidez menos acentuada, sugerindo-se
uma possivel inibi¢ao bacteriana parcial.

Os dados que relacionam a ocorréncia de turvacio nos tubos de ensaio, estdo
dispostos na tabela 20.

Figura 42. Tubos apods 24h do ensaio de efetividade antimicrobiana das formulagdes. .
(A) Hidrogel a base de carboximetilcelulose sddica, (B) Hidrogel a base de quitosano
(C) Filme Polimérico
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Tabela 20. Nivel de turvac¢do do caldo ap6s 24h do indculo em contato com as

formulacdes desenvolvidas.

Microoreanismos Hidrogel Hidrogel Filme
& CMC-Na QTS Polimérico
E. coli sensivel Presente Pouco presente Presente
E. coli resistente Presente Pouco presente Presente
, Pouco
S. Aureus sensivel Presente Pouco presente
presente
S. aureus resistente Presente Presente Presente
S. Pseudointermedius
, Presente Presente Presente
sensivel
S. Pseudointermedius
. Presente Presente Presente
resistente
Pseudomonas
. , Presente Presente Presente
Aeruginosa sensivel
Pseudomonas
. . Presente Presente Presente
Aerugionosa resistente
Streptococcus Presente Presente Presente

CMC-Na: carboximetilcelulose sodica; QTS: quitosano.

4.6.2. Efetividade bactericida

A andlise realizada revelou que apenas a cepa sensivel de E. coli demonstrou
suscetibilidade a este ensaio, notavelmente em resposta ao uso exclusivo do HG
composto por CMC-Na, conforme pode ser observado na Figura 43.

Figura 43. Placa resultante do ensaio de efetividade bactericida do hidrogel a base de
carboximetilcelulose sodica contendo quercetina frente a cepa sensivel de E. coli.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de formulagdes bucais destinadas ao tratamento ¢
profilaxia da DP ¢ um ramo sélido na odontologia humana, como demonstrado pelos
trabalhos de Asati (2019), Tarawneh (2021) e Saha (2013), que devolveram filmes a
base de CMC-Na e obtiveram resultados promissores para o enfrentamento da doenga.
Devido as diferencas fisiologicas e anatdmicas entre humanos e animais, bem como
as diferengas na microbiota oral e na sensibilidade a determinados ingredientes, o
desenvolvimento de formulagdes caninas se torna um desafio, estando ainda distante
de se tornar comum tanto quanto para humanos.

O trabalho de Sekkat (2018) avaliou o uso de um filme polimérico contendo
metronidazol para o tratamento da DP em caes. Os resultados do estudo indicaram
que o filme polimérico foi eficaz na redu¢do da inflamacdo e do sangramento
gengival, demonstrando ser uma alternativa para amenizar o desconforto causado pela
doenga, porém nao traz dados de atividade antibacteriana. Enquanto Garanayak,
(2019) avaliou a eficacia da limpeza bucal e da aplicacdo de clorexidine na redugao da
atividade bacteriana em caes portadores de DP.

Segundo Amin (2015) e Shafiei (2016) o estudo dos constituintes
predominantes de um extrato vegetal, seja isoladamente ou em combinagdo, pode
oferecer vantagens medicinais significativas. Entre os compostos com potencial
terapéutico, destacam-se os flavonoides, como luteolina, rutina e quercetina, que t€ém
demonstrado eficacia na inibicdo do crescimento de bactérias gram-positivas e gram-
negativas de diversos géneros, incluindo notavelmente S. aureus e E. coli, como
apresentado por Gutiérrez-Venegas (2019). Pesquisas anteriores, conduzidas por
Amin (2015), também revelaram resultados promissores ao avaliar a atividade
inibitéria combinada dos flavonoides morina, rutina e quercetina contra S. aureus
resistente a meticilina. Além disso, esses compostos demonstraram efeitos aditivos
quando associados a antibidticos comerciais ja existentes.

No ramo odontoldgico, a utilizagdo de produtos a base de produtos naturais
tem apresentado destaque. Pereira (2020) trabalhou no desenvolvimento de filme
bucal contendo extrato aquoso das folhas de Psidium Guajava para DP canina,
enquanto Bhutkar (2014) isolou a QRC do extrato metandlico da mesma planta para o
desenvolvimento de um patch bucal.

De maneira similar, Yang (2017) desenvolveu de uma formulagdo contendo
QRC para reducao da inflamagao apos o procedimento de restauracao. Os resultados
de Gupta (2019) corroboram com o contexto do estudo, uma vez que seu trabalho
conclui a atividade da QRC na redug¢do da inflamagdo e da degradagdo Ossea
associada a DP em caes.

Sabendo-se das propriedades antibacterianas dos flavonoides, foi necessario
estimar as concentracdes efetivas de QRC e RTN, para que posteriormente, a mesma
fosse incorporada a formulagdo. A auséncia de resultados no ensaio de difusdo em
disco, refletiu na lipossolubilidade dos flavonoides, que por apresentarem
caracteristica hidrofobica, ndo difundiam ao longo da placa a qual continha meio MH.
Por estarem solubilizados em um diluente o qual possui mais afinidade, QRC e RTN
se mantiveram no disco, resultando em um falso positivo fundamentado ao coeficiente
de parti¢do dos mesmos. Os ensaios de CIM corroboram com esta teoria, uma vez que
ha contradicdo de seus resultados, dado que este ensaio se baseia em diluigdo por
poco e nao em difusdao pautada em afinidade quimica.

Ao contrario dos resultados observados neste trabalho durante o curso do
ensaio de difusdo em disco, que ndo demonstraram inibi¢ao bacteriana nas placas, as

62



investigacdoes conduzidas por Gutiérrez-Venegas (2019) apresentaram resultados
divergentes dos tratados. Neste estudo, o autor realizou o mesmo teste e registrou
atividade de QRC e RTN frente E. coli e S. aureus.

No entanto, vale ressaltar que pesquisadores como Amin (2015) e Woenicka
(2013) conduziram ensaios de microdiluicdo em caldo, como o realizado neste
experimento para obten¢do da CIM. Os resultados obtidos por este estudo através da
técnica anteriormente descrita, se mostraram menores do que os presentes na literatura.
Para QRC obteve-se concentragdo < Sug/mL para todas as cepas testadas, enquanto a
atividade inibitéria da RTN foi observada na concentragdo < 12,5 ug/mL para as
mesmas. Os resultados de CBM monstraram-se variavéis quanto a variante testada,
porém, para todas as cepas, as concentragdes de QRC se mostraram menores quando
comparadas as de RTN. Em corroboragdo, o estudo de Amin (2015), baseou-se em
testar QRC e RTN frente a MRSA, obtendo-se atividade inibitoria de QRC a 75 pg/ml,
enquanto RTN ndo foi capaz de levar a inibicdo da cepa. Woenicka (2013) por sua
vez, obteve-se CIM de QRC 62,5 pg/mL para cepas, sensiveis e resistentes, de E. coli
e S. aureus.

Apods analise dos resultados de CIM e CBM, verificou-se que a QRC
apresentou resultados mais promissores em comparagdo a RTN. Isso se deve ao fato
de que a atividade inibitoria e bactericida da QRC se manifestou em concentragdes
significativamente menores quando comparada as de RTN, principalmente para E.
coli e S.aureus. Esse resultado, indica que a QRC possui um potencial maior para
combater bactérias patogénicas em concentracdes mais baixas, o que pode ter
implicagdes positivas tanto em termos de custos de produgdo de formulagdes quanto
na reducdo do risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Com base nesses
resultados, o emprego da QRC como a substancia principal para o desenvolvimento
das formulagdes foi priorizado, visando maximizar sua eficacia e minimizar
potenciais problemas economicos e de resisténcia.

Em sua obra publicada em 2011, Da-Fonseca foca na significancia de alcancar
concentragdes inibitorias e bactericidas baixas, particularmente em relagdo a S. aureus
e E. coli. Isso se justifica pelo potencial de agravamento da inflamacdo e do dano
tecidual na cavidade oral de caes, ocasionado pela presenga dessas cepas bacterianas.

Indo de encontro com este raciocinio, ha o estudo de Sturgeon (2013), onde
demonstra-se que a DP canina estd associada a mudangas significativas na microbiota
oral e que as bactérias presentes nas placas dentarias dos cdes com DP tinham uma
atividade metabolica mais elevada em comparagdo com as bactérias presentes nas
placas dentarias de caes saudaveis, demonstrando que o combate a DP ¢ de extrema
relevancia.

Considerando as situagdes pré-citadas, foram desenvolvidas trés formulagcdes
utilizando polimeros mucoadesivos: dois HG e um filme de contendo 0,5% e 1% de
QRC, respectivamente. Essa utilizagdo foi pautada na necessidade de aumentar a
permanéncia da formulag@o na boca, visto que neste cendrio a rotina de higienizacao ¢
dificultada. E comumente, as formulacdes sofrem ac¢do da saliva e da atividade
mecanica, que a removem facilmente como ja descrito anteriormente por Escudero-
castafio (2008) e Ferrarini (2007).

Os HG contendo QRC foram desenvolvidos pensando na aplicabilidade da
forma de apresentacdo farmacéutica, assim os polimeros CMC-Na e QTS, que
possuem propriedades mucoadesivas, foram empregados para obtencao das
formulagdes.

A revisao sistematica realizada por Javanbakht (2019) traz um enfoque sobre
como os sistemas de liberag¢do controlada baseados em CMC-Na oferecem vantagem
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de aderéncia as superficies mucosas, incluindo ainda uma abordagem pautada em sua
biocompatibilidade, que reflete na seguranga de administragao.

Apesar dos excipientes e suas concentragdes serem seguras, de acordo com
Ferreira (2013), determinadas caracteristicas da formulacdo possuem relevancia
quanto a sua aplicabilidade, sendo o pH uma destas. Inicialmente, observa-se que
apos a incorporacao da QRC, o pH dos dois HG diminuem. O HG de CMC-Na de 7,4
+ 0,19 para 6,7 + 0,33, e 0o HG de QTS de 6,4 + 0,22 para 5,7 + 0,18. Segundo Anroop
(2013) uma formulagdo para aplicagdo oral deve se apresentar proximo a neutralidade,
deste modo, buscou-se trabalhar em uma faixa estreita, que variou entre 6,5 e 7,5.
Durante trés meses analisou-se este parametro. O HG a base de CMC-Na manteve-se
nesta faixa durante todo o tempo. Enquanto, o HG de QTS, que ja apresentava uma
faixa levemente abaixo do ideal, houve alteragdo moderada. Essa condi¢ao implica
que seu uso, em razdo do tempo, torna-se potencialmente inadequado, visto que
decaimento substancial, podendo ocasionar lesdes na mucosa oral. Assim, o HG de
CMC-Na se torna mais seguro para utilizagao.

O ensaio de espalhabilidade apds a exposicdo dos HG ao estresse térmico
evidenciou que a exposi¢do das formulacdes a elevacdo da temperatura resulta em
uma perda parcial das propriedades intrinsecas de resisténcia e flexibilidade dos HG.
O autor Seki (2014) elucidou, por meio de andlises térmicas, a presenga de trés
estagios distintos de degradacdo nos HG a base de CMC-Na. O primeiro desses
estagios, situado na faixa de temperaturas entre 25°C e 100°C, foi atribuido a evasdo
de 4gua da matriz polimérica. Este fendmeno, caracterizado como desidratacdo,
representa o primeiro passo no processo de sua degradacao térmica. Da mesma forma,
em uma pesquisa conduzida por Breda (2017), a andlise térmica dos HG de QTS,
revelou uma faixa inicial de degradacao situada entre 30°C e 100°C. Sendo também
correlacionada com o processo de desidratagao.

A alteragdo da pigmentacdo das formulagdes que continham QRC evidenciou
um processo de instabilidade da molécula quando exposta a luz. Corroborando com os
resultados de Dall’Acqua (2012), que investigou a influéncia da luz na molécula e
chegou a conclusdo de que os grupos hidroxila localizados nas posi¢des 3, 3' e 4' estdo
envolvidos ndo apenas na atividade antioxidante da quercetina, mas também em sua
suscetibilidade a degradagdo pela luz. Portanto, nesse contexto, ¢ essencial que as
formulagdes desenvolvidas sejam protegidas da radiagdo luminosa e que seu
armazenamento seja realizado em frascos que impecam a incidéncia direta de luz.
Sendo crucial para evitar a alteragdo da estrutura molecular da quercetina,
preservando assim sua integridade.

A caracterizagdo fisico-quimica do filme polimérico obtido, demonstra que
seu pH esteve em 6,9 + 0,2, sendo observado uma redu¢do do pH da formulacao
quando a QRC foi incorporada, passando a 6,5 + 0,3. Porém, ambos se mantiveram na
faixa de pH préximo ao neutro, de modo que, segundo Anroop (2013) ndo ocasione
lesdes durante sua aplicagao.

O grau de intumescimento ¢ reflexo da retencdo de dgua, e estd diretamente
relacionado a sua capacidade de mucoadesdo, bem como a liberagao do ativo. O
placebo do filme polimérico desenvolvido neste estudo, foi capaz de obter 80,7% =+
6,9 em 5 minutos, tempo maximo que foi possivel retird-lo da saliva artificial sem que
ocorresse sua desintegracdo. Nesse caso, o valor € considerado pouco representativo e
inadequado para garantir uma boa adesdo e liberagdo, uma vez que, de acordo com
Anroop (2013), o valor ideal deve ser maior que 100%. No entanto, apds a
incorporagdo da QRC, o grau de intumescimento obteve um valor de 202,8% + 19,18,
estando dentro do recomendado.
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Os filmes desenvolvidos nesta pesquisa, foram submetidos ao ensaio de
resisténcia a dobra, onde se apresentaram intactos até a quantidade de dobras atingir
28 + 3. O artigo de Bhutkar (2014) concentrou-se na aquisicdo de filmes
mucoadesivos de QRC utilizando hidroxipropilmetil celulose, e quando seus filmes
foram submetidos a0 mesmo ensaio, demonstraram capacidade de resisténcia de 300x
sem sinal de rompimento, exibindo uma maior resisténcia do que os filmes
desenvolvidos neste estudo.

O ensaio morfologico, utilizando a metodologia de MEV, realizado neste
projeto evidenciou que o filme incorporado com QRC apresentou maior quantidade
de poros quando comparado filme controle, além de ser menos compacto. A
quantidade de poros observada, corrobora com os resultados de grau de
intumescimento obtidos anteriormente, uma vez que os poros funcionam como canais
para entrada de dgua. A discussoes de Eulalio (2016) estdo em consonancia com estes
achados, apesar de trabalhar com uma membrana de quitosano, quando esta foi
incorporada com QRC foi possivel notar maior quantidade de estruturas porosas.
Adicionalmente, a composi¢do polimérica do filme contém CMC-Na, que conforme
indicado por Lopes (2005), reflete em uma propensao a absor¢do de agua, ou seja,
elevando-se o grau de intumescimento. Estes dados corroboram com Lyra (2007), que
discute que a importancia da absor¢do de dgua para a mucoadesdo e para liberacdo do
ativo.

Aouada (2008) observou que aumentando a quantidade de seu polimero
(poliacrilamida) para liberagao de cations, houve decréscimo no tamanho e na
quantidade dos poros de seu HG, levando a uma diminuicdo na capacidade de
absorver dgua. Bhutkar (2014), em sua pesquisa notou uma tendéncia oposta. Ele
produziu quatro filmes usando hidroxipropilmetil celulose com a adi¢ao de carbopol
em uma concentracdo constante de QRC. Os resultados revelaram que a medida que a
concentragdo do polimero era aumentada, o grau de expansdo da formulacdo também
aumentava. Esses achados, demonstram que a capacidade de absorver 4gua estd
relacionada as caracteristicas intrinsecas do polimero, € ndo restrita a fatores como a
proporgao utilizada.

No presente trabalho, a anélise estrutural demonstrou similaridade entre o
filme placebo e o filme incorporado com QRC, sendo a tnica diferenga entre eles um
estiramento de maior intensidade C=C no filme contendo o flavonoide. Segundo
Canevarolo (2002), esse tipo de combinagdo quimica representa uma ligacao estavel,
sendo esta uma caracteristica interessante ao ponto de vista quimico, uma vez que
para rompé-la, necessita-se uma energia intermediaria. A presenca desta ligagdo
quando se avalia FTIR da QRC também ¢ identificada no trabalho de Colombari
(2021), que a caracteriza como um alongamento de seus anéis.

Em relacdo a taxa maxima de liberagdo in vitro durante 24h, o HG de CMC-
Na atingiu 32,1% de liberacdo em 1h. Em contraste, o HG a base de quitosano teve
uma liberagdo de 18,6% apds 6 h. Enquanto o filme polimérico, a liberagio maxima
de 26% ocorreu dentro de 4h. Em comparagdo, o trabalho de Bhutkar (2014) alcangou
concentragdo maxima de liberagao (92,09%) de QRC em 7h30 minutos em um filme
contendo uma mistura polimérica de hidroxipropilmetil celulose e carbopol. Enquanto
Jangde (2018) elaborou um sistema de liberagdo lipossomal de carbopol e gelatina
contendo QRC para a cicatrizagdo de feridas. Neste estudo foi observado que a
liberacdo in vitro da formulagao refletiu em uma liberagao de 68,31% em 24h de QRC,
demonstrando uma liberacdo mais lenta do ativo, indo de encontro com os achados
quanto a liberagao da molécula para todas as formulagdes deste trabalho.

De maneira conjunta, o estudo sistemdtico de Bernkop-Schniirch, (2012)
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discute sobre os sistemas de liberacdo de medicamentos baseados em QTS, que assim
como CMC-Na oferece beneficios, como: redugdo da frequéncia de administragao do
medicamento, menor toxicidade sistémica e aumento da adesdo ao tratamento. Uma
das principais vantagens do quitosano ¢ sua capacidade de sofrer degradagdo gradual
em locais especificos do corpo, liberando progressivamente o ativo ao longo do tempo.
O autor disserta sobre possibilidade de modificacdo em sua superficie para promover
a adesdo seletiva as células-alvo, aumentando a eficacia do tratamento.

Um estudo adicional que fortalece os resultados obtidos com os HG contendo
QTS ¢ o trabalho realizado por Cid (2011). Nesse estudo, um HG de QTS a uma
concentracao de 3% foi elaborado, incorporando celecoxibe. Similarmente ao HG, a
formulagdo desenvolvida por sua equipe exibiu um padrao de liberagdo que segue
uma cinética de pseudoprimeira ordem, em consonancia com o desenvolvido nesta
pesquisa. E importante salientar que ambos os principios ativos demonstram uma
natureza lipofilica, o que pode influenciar a dindmica de liberacdo quando imersos em
meio aquoso.

Ainda referente a liberacdo in vitro, observa-se a diferenca entre as
concentracoes liberadas durante o ensaio. O HG de QTS demonstra uma liberacao
mais lenta, enquanto o HG de CMC-Na reflete numa liberagdo acentuada. O filme,
por sua vez, demonstra caracteristicas interessantes para liberagdo controlada,
sugerindo ser pela formagao de ligagdes cruzadas entre os polimeros durante a etapa
de secagem, como discutido anteriomente por Taresco (2018).

A mucoadesao ¢ crucial para aumentar o tempo de acdo da formulacao na
boca, uma das formas para sua avaliacdo ¢ através do ensaio de tempo de residéncia.
As formulacdes obtidas no estudo atual, atingiram tempo de residéncia iguais ou
superiores as descritas na literatura.

Observou-se que apds Sh 40 minutos houve descolamento parcial do HG de
CMC-Na da mucosa. Enquanto 67 % do HG de QTS se mostraram aderidos
parciamente até 24h, e 33% do filme polimérico se mostraram aderidos totalmente até
o fim do ensaio. O estudo de Attia (2010) desenvolveu géis com diferentes bases
poliméricas incorporados com diclofenaco sodico, ofloxacina e/ou sua combinagao
para o tratamento da mucosite oral. Uma de suas formulagdes utilizou-se CMC-Na na
mesma propor¢do (2%) utilizada no presente trabalho. Para este, o autor relata tempo
de 5h30 min a 6h para perda da adesividade. Cabe ressaltar que o método utilizado se
mostrou identico, porém a realizagdo dos ensaios de Attia (2010) ocorreu em uma
placa de vidro e ndo utilizando material bioldgico. A permanéncia de farmacos na
mucosa oral pode proporcionar beneficios terapéuticos relevantes, tais como
melhorias na eficidcia e prolongamento do efeito do medicamento, redugdo da
necessidade de administracdo frequente e diminuicdo da dose requerida, como j4 foi
descrito por Anroop (2013).

Quanto aos filmes poliméricos, um filme utilizando hidroxipropilmetil
celulose, um polimero também derivado da celulose como o CMC-Na, foi
desenvolvido por Abruzzo (2020). Neste caso, ele possuia apenas uma face da
formulagdo carregada com o ativo, obteve tempos de residéncia de 20h e 24h, quando
a face carregada estava voltada para o meio que mimetizava a cavidade oral e voltado
para mucosa, respectivamente. J& filme descrito por Lala (2011) utilizando
etilcelulose foi capaz de ficar aderido na mucosa em uma faixa de 2,8h a 6,55h. Os
filmes de Bhutkar (2014) elaborados com hidropropilmetil celulose e carbopol e
incorporados com QRC, possuiram tempo méaximo de residéncia, em mucosa animal,
de 7h, seguido de 6h55min para as formulagdes que possuiam maior concentragao
polimérica em sua composicao.
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Neste contexto, observa-se que o polimero influencia no tempo de residéncia,
uma vez que HG de QTS e o filme elaborado com CMC-Na de baixa viscosidade sdo
capazes de fornecer uma maior aderéncia em com compara¢ao com o HG de CMC-
Na de alta viscosidade. Diversos autores abordaram as distintas propriedades dos
excipientes em suas pesquisas. Ramos (2013) e Lopes (2005) discutiram como a
capacidade de absor¢do de dgua de um HG pode ser atribuida as caracteristicas da
matriz polimérica, especialmente quando o polimero utilizado ¢ hidrofilico. Isso se
torna relevante em ambientes umidos, como a mucosa bucal, onde a matriz polimérica
tem a capacidade de absorver dgua, aumentando assim seu volume e resultando em
um HG mais inchado. De maneira complementar, Neves (2011) e Abruzzo (2020)
mencionam que a aderéncia pode envolver mecanismos de interacdo molecular ou
eletrostatica com os componentes da superficie da propria mucosa.

Quanto a andlise da efetividade antimicrobiana, a metodologia de diluicdo em
caldo com as formulagdes nao possibilitou a obtencdo, com clareza, dos resultados
referentes ao seu potencial inibitério. A presenga de turbidez resultante da
desintegracdo da matriz dificultou a avaliacdo visual, como também, impediu uma
andlise precisa da inibi¢do do crescimento bacteriano via espectofotometria-UV.

As investigagdes de Ahuja (2003) avaliaram de forma comparativa a
exposicao de um filme polimérico a diferentes condic¢des, sendo estas diluicdes em
caldo e 4gar (solido) contendo os microrganismos associados a periodontite. Os
resultados obtidos demonstraram que a diluigdo em caldo produziu resultados
semelhantes a diluicdo em agar, mas em um periodo de tempo mais curto. Essa
descoberta indicou que o método de diluigdo em caldo se apresenta como uma
abordagem interessante para andlises microbiologicas, oferecendo resultados
confiaveis e reduzindo o tempo necessario para a avaliagdo do efeito antimicrobiano
do filme polimérico.

Apesar das dificuldades encontradas na analise dos resultados obtidos no
ensaio de atividade inibitdria neste trabalho, observa-se que apenas 0 HG de CMC-Na
apresentou atividade bactericida frente a cepa de E. coli sensivel, tal observagao pode
ser elucidada pelo fato de que esta cepa especifica evidencia uma sensibilidade
superior em comparagdo com as outras variantes testadas, como foi previamente
demonstrado pelos resultados obtidos no ensaio de CBM. A partir deste raciocinio, é
possivel inferir que possa ter havido inibicdo das demais cepas bacterianas, embora
sem necessariamente causar a morte dessas bactérias. No entanto, ¢ evidente que uma
metodologia mais apropriada se faz necessaria para obter resultados mais conclusivos.

Dado este quadro, emergem-se projecdes futuras. Colombari (2021), por
exemplo, desenvolve e caracteriza filmes poliméricos contendo QRC e posteriormente,
avalia a atividade antibacteriana da formulacdo frente a S. aureus em um teste
adaptado de difusdao em disco. Porém os filmes obtidos ndo apresentaram formacao de
halos de inibi¢do para o microrganismo testado, mostrando também uma limita¢do da
técnica. Em contrapartida, Ahuja (2003) avaliou o potencial do seu filme contendo
amoxicilina e metronidazol frente S. aureus e E. coli com a mesma técnica, obtendo
resultados de halo de inibi¢do. Os achados indicam que apesar de limitada, a
metodologia utilizada pode oferecer uma alternativa de teste para as formulag¢des aqui
obtidas.

Em suma, embora todas as formulagdes liberem concentragdes de QRC acima
da CIM e CBM nos primeiros 5 minutos do ensaio, apenas o HG de CMC-Na
apresentou efetividade antimicrobiana, ocorrendo exclusivamente frente a cepa
sensivel de E. coli, variante esta que possui a menor CBM. As outras formula¢des ndo
foram capazes de impedir o crescimento bacteriano de nenhuma variante. E
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importante salientar, que o ensaio ndo dispds das condigdes de pH, agitacdo e
temperatura da liberacdo in vitro, sugerindo-se que a cinética de liberacao
anteriormente descrita e caracterizada por Dash (2010), Fu (2010) e Da-Costa (2002)
tenha sido alterada, resultando em uma nao liberagdo do ativo a tempo de impedir o
crescimento dos microorganismos que dependiam de uma concentragdo maior do
ativo para serem eliminados.

Quanto as perspectivas futuras estdo sendo ponderadas: a realizagdo de
investigagdes relacionadas a viscosidade e a reologia dos HG, bem como as andlises
termogravimétricas do filme polimérico. De igual modo, a busca pela realizagdo de
um delineamento mais robusto quanto a analise antimicrobiana das formulagdes.

Posteriormente, considera-se a andlise in vivo, uma vez que permitird avaliar a
comportamento dos HG e filme na cavidade oral canina. E adicionalmente, a
efetividade das formulagdes sob a influéncia da agdo da saliva, atividade mecanica da
boca ¢ a alimentacao, onde se possa avaliar sua interferéncia no tempo de residéncia e
na liberagao.

A utiliza¢do das bases farmacotecnicamente desenvolvidas nesta dissertagao,
representam uma alternativa para o emprego de combinagdes de flavonoides e outros
componentes advindos de fontes naturais, de modo a aumentar potencialmente a
eficdcia dos tratamentos. Buscando tornd-los uma opc¢ao na busca por terapias mais
eficazes e com menor propensao ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

Em suma, com base nos ensaios microbioldgicos deste estudo e nas
formulacdes desenvolvidos a partir desta pesquisa, espera-se que essas descobertas
possam contribuir significativamente para abordagens mais eficazes no controle da
DP, assim como uma proposta frente a produtos sintéticos como forma de contribuir
para o enfrentamento de infec¢des bacterianas em geral.
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6. CONCLUSOES

A QRC e a RTN apresentaram atividade antimicrobiana frente a cepas
bacterianas gram positivas e gram negativas, sensiveis e resistentes, de
importancia para doenga periodontal canina.

A QRC demostrou maior potencial antibacteriano em relacio a RTN, com
menores valores de CIM e CBM.

Foi possivel desenvolver trés formulagdes distintas contendo QRC. Estas
englobaram dois HG, um a base de CMC-Na ¢ outro a base de QTS, assim como
um filme polimérico a base de CMC-Na.

Os ensaios de caracterizagdo demonstraram estabilidade das formulacdes ¢
obtiveram caracteristicas adequadas para administracao.

A avaliagdo ex vivo do tempo de residéncia evidenciou que todas as formulagdes
apresentaram aderéncia prolongada a mucosa canina.

Foram conduzidos ensaios para a determinagdo dos perfis de liberagdo in vitro, e
com eles foram observadas variagdes da taxa e da cinética de liberacao para cada
formulagao.

Foi avaliada a atividade antibacteriana das formulagdes, de modo que a eficacia
do HG de CMC-Na foi comprovada frente a E.coli sensivel.

Através de todos os resultados obtidos, foi possivel concluir que a formulagao
mais promissora foi o HG de CMC-Na.
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Anexo A. Autorizagdo para Utilizacdo da Mucosa Canina

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Instituto de Veterinaria — Anexo |
Departamento de Parasitologia Animal
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria U F R RJ

Seropédica, 04 de setembro de 2023
DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que autorizei a discentes Taynara Monsores E Silva do
Programa de Pds-graduacgdo em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ utilizar no seu trabalho de
conclusdo do Mestrado a mucosa da cavidade bucal do cédo de nlimero microchip 595340
(certificado em anexo). Informo que o animal é pertencente ao plantel do Biotério do Laboratdrio
de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Animal do Departamento de Parasitologia
Animal do Instituto de Veterinaria da UFRRJ. Este biotério esta devidamente cadastrado no
CUICA. Este animal foi eutanasiado (ponto final humanitario) em decorréncia de evolucdo de um
quadro clinico de encefalite necrosante crénica multifocal severa associado a nefrosclerose

cronica e doenca renal grau 4 (laudo em anexo). Nao estava em experimentagdo.

Documento assinade digitalmente
g ub FABIO BARBOUR SCOTT
Data: 04/09,/2023 16:26:39-0300
Verifique em https:{validar iti.gov.br
Prof. Fabio Barbour Scott
Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
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Anexo B. Certificado de Microchipagem do Animal
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Anexo C. Relatorio de Necropsia do Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA
S AP SETOR DE ANATOMIA PATOLOGICA (SAP)

UFRRJ (21) 2682-2805

hittp: /finstitucionalufry. br/sap/

Seropédica/RJ, 11 de maio de 2023 Resultado de Necropsia 39786

Meédica Veterinaria: Isabelle Vilela Bonfim.
= 3
Identificagdo: Galileu CRM\': 18062

SiL 2 E-mail: isabelle_vilela@hotmail com
Espécie: canina.

(2 o
Raga: Beagle. Telefone: (21) 97874-4321.

Sexo: macho.

Idade: 10 anos. Tutor: Fabio Barbour Scoft

Procedéncia: LQEPV"/ UFRuralRY
Municipio: Seropédica, RJ.

Data e hora da morte: 30/3/2023, 16:20 horas. Data de entrega do resultado: 11/5/2023

Data da necropsia: 11/4/2023, 13 horas.

HISTORICO CLINICO: O histérico foi fomecido pela médica veterinaria solicitante: “Paciente estava em acompanhamento para
doenga renal cronica (DRC) ha mais de anos. Em outubro de 2022 iniciou sintomatologia neurolégica: reflexo de ameaga reduzido.
sensibilidade nasal ausente no lado direito, bem como assimetria facial. No exame de reagdo postural, notou-se diminuigdo de
propriocepgdo no lado esquerdo e propriocepgio ausente em membro pélvico direito. Apesar dos sinais neurologicos, paciente
apresentou-se em alerta e responsivo ao meio. Exames laboratoriais indicavam leucocitose com neutrofilia sem desvio a esquerda e
anemia arregenerativa. Tratamento clinico foi realizado e, apés 15 dias o paciente teve importante melhora, com remissdo dos sinais
descritos. Animal ficon em acompanhamento ao longo dos meses subsequentes. Contudo, no dia 16/3 apresentou episodios de
convulsdes, porém, estabilizou no mesmo dia apés intervencio clinica. Exame de sangue indicavam anemia arregenerativa, além de
creatinina 2.2 mg/dL. Nos primeiros dias apos o ocorrido o animal foi apresentando melhora, porém, no dia 29/3 houve piora importante.
Avaliagao clinica indicou auséncia de propriocep¢ao nos membros pélvicos, propriocepgdo reduzida em membros toracicos, reflexo de
dor superficial e profunda presente e mioclonia em regiao da face. Devido a idade avangada e a piora clinica observada, optou-se pela
eutanasia do animal”, Apos eutandsia o cadaver foi congelado e, posteriormente encaminhado ao SAP/UFRuralRJ para necropsia.

DESCRICAO MACROSCOPICA: Submetido & necropsia um canino, Beagle, macho, adulto, com comprimento do corpo de 42
centimetros (da articulacdo atlanto-occipital a base da canda) e 39 centimetros de altura (da cartilagem da escapula a falange distal).
Carcaca em estado de conservagao regular. Exame externo: escore corporal 4 (escala 1 a 5) com adequado volume de massa muscular e
marcada quantidade de gordura depositada na carcaca. Exame interno: Cavidade abdominal: rins: bilateral e difusamente firmes, com
areas multifocais deprimidas, bem delimitadas, firmes e brancas. A superficie capsular ¢ difusamente irregular e, ha dreas multifocais com
aderéncia da capsula renal se ao parénquima adjacente. Ao corte, nota-se desde a cortical até a regido medular, multiplas areas bem
delimitadas. em cunha, firmes e brancas. Demais 6rgdos sem alteracdes macroscépicas significativas.

DESCRICAO MICROSCOPICA: Segdes histologi mp por fi s de orgdos em estado de conservagdo regular.
Telencéfalo, hemissecio a nivel de tdlamo: multifocalmente na substincia cinzenta corfical ha marcada perda da arquitetura da
newrépila e acentuada quantidade de células com citoplasma eosinofilico claro abundante e frequentemente vacuolizado e com nicleos
lateralizados hipercromiticos (células gitter). entremeados por severo aumento do espago intersticial (edema). Frequentemente nota-se em
meio a essas areas moderada quantidade de hemacias extravasculares (hemorragia) e grande niumero de macrofagos com citoplasma
abundante e repletos de pigmentos marrons e ligeiramente refringentes (hemossiderose). Observa-se marcada perda neuronal e das células
da glia e, por vezes, ha neurénios com citoplasmas hiperosinofilicos e retraidos e com micleos fantasmas (necrose neuronal). Rim:
multifocalmente, os tufos glomerulares sio hipercelulares e ha moderado espessamento da capsula de Bowman. Por vezes, alguns
glomérulos apresentam-se moderadamente retraidos e com aderéncia entre o epitélio visceral e o epitélio parietal da capsula de Bowman
(sinéquia). além de moderada proliferagdo de tecido conjuntivo fibroso (glomeruloesclerose). No espago intertubular ha areas multifocais
com acentuada proliferagio de coldgeno e tecido conjuntivo fibroso. Ha grande nimero de artérias e arteriolas de pequeno calibre com
himen reduzido de volume e com a tinica média severamente expandida por material marcadamente hialino (arteriolosclerose hialina).
Nao foram observadas altera¢oes histologicas nas secoes de pele, misculo esquelético, esofago, traqueia, pulmaio, intestinos,
péncreas, baco, figado, linfonodo, e coragio.

DIAGNOSTICO MORFOLOGICO: Telencéfalo, hemisseciio a nivel de tilamo: encefalite necrosante crénica multifocal severa.
Rim: glomerulonefrite membranoproliferativa crénica multifocal a coalescente severa associada a fibroplasia intersticial
(nefroesclerose cronica).

Daniel Guimardes Ubiali Asheley Henrigue Barbosa Pereira
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