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RESUMO

A doenca periodontal tem sido relatada como uma das patologias que mais acomete a cavidade oral
de cées, causada pelo acimulo de placa bacteriana. Os cremes ou pastas dentais sdo utilizados em
caes a fim de evitar a carie, os quais acabam engolindo boa parte do produto durante a limpeza. O
fldor presente nestas formulagdes pode ocasionar salivagdo acentuada, dores abdominais, vomitos
e diarreia e, em casos mais graves, parada cardiorrespiratdria. O extrato da goiabeira (Psidium
guajava L.) foi relatado como um agente antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatorio. Diante
do exposto, o0 objetivo desta pesquisa foi desenvolver um filme bucal mucoadesivo contendo um
extrato da P. guavaja L. como uma boa alternativa ao tratamento da doenga periodontal, menos
abrasivo e mais eficaz que cremes ou pastas dentais. Para isso, foi realizada uma avaliacédo
fitoquimica do extrato e andlise das caracteristicas fisico-quimicas do filme. Inicialmente, foi
realizada a coleta das folhas para preparacao do extrato aquoso e alcodlico. Diferentes concentracdes
dos componentes foram testadas para se obter um filme mucoadesivo. Os componentes utilizados
na formulacgéo (gelatina, alcool de cereais, glicerina, agua e extrato) foram pesados e aquecidos até
a solubilizacdo (n=3). Em seguida, o pH dos filmes foi ajustado para 8,0 no intuito de se adequar a
cavidade bucal dos cdes. O material foi submetido a trés métodos de secagem diferentes, sendo
avaliadas suas caracteristicas fisico-quimicas. Avaliou-se a presenca de flavonoides no extrato por
meio do teste de Shinoda. Apos padronizar a formulacdo mais estavel, foram realizados a
caracterizacdo organoléptica (cor, odor, aspecto e integridade dos filmes) e fisico-quimica em
triplicata. O rendimento foi obtido a partir do peso inicial e final do filme. As dimensbes foram
medidas em paquimetro analitico manual e o grau de intumescimento realizado em um meio
simulado de salina canina a 38°C. O extrato aquoso mostrou-se mais eficiente que o alcodlico para
formacdo de um filme integro. O teste de Shinoda identificou a presenca de flavonoides no extrato
aquoso. Quanto aos testes organolépticos, os filmes apresentaram coloracdo amarelo translucido,
odor caracteristico e uniformes. Em relagdo aos ensaios fisico-quimicos, o método de secagem mais
adequado foi em estufa a 50°C durante 2 h e 20 minutos. As formulacBes desenvolvidas
apresentaram resultados satisfatérios em relagdo as propriedades organolépticas e fisico-quimicas.
Considerando uma crescente demanda do mercado por produtos veterinarios, os filmes
mucoadesivos podem ser uma boa estratégia no tratamento da doenca periodontal em caes.

Palavras-chave: Farmacognosia, Medicina Veterinaria, Desenvolvimento.

ABSTRACT

Periodontal disease has been reported as one of the pathologies that most affects the oral cavity of
dogs, caused by the accumulation of bacterial plaque. Toothpastes or creams are used in dogs to
avoid cavities, which end up swallowing a good part of the product during cleaning. The fluoride
present in these formulations can cause severe salivation, abdominal pain, vomiting and diarrhea
and, in more severe cases, cardiac arrest. Guava extract (Psidium guajava L.) has been reported as
an antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory agent. Given the above, the objective of this
research was to develop a mucoadhesive buccal film containing an extract of P. guavaja L. as a
good alternative for the treatment of periodontal disease, less abrasive and more effective than
creams or toothpastes. For this, a phytochemical evaluation of the extract and analysis of the
physicochemical characteristics of the film were carried out. Initially, the leaves were collected to
prepare the aqueous and alcoholic extracts. Different concentrations of components were tested to
obtain a mucoadhesive film. The components used in the formulation (gelatin, grain alcohol,
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glycerin, water, and extract) were weighed and heated until solubilization (n=3). Then, the pH of
the films was adjusted to 8.0 to adapt to the oral cavity of the dogs. The material was submitted to
three different drying methods, and its physicochemical characteristics were evaluated. The
presence of flavonoids in the extract was evaluated using the Shinoda test. After standardizing the
most stable formulation, the organoleptic characterization (color, odor, aspect, and integrity of the
films) and physical-chemical characterization were carried out in triplicate. The yield was obtained
from the initial and final weight of the film. The dimensions were measured in a manual analytical
caliper and the degree of swelling was performed in a simulated medium of canine saline at 38 °C.
The aqueous extract was more efficient than the alcoholic one for the formation of an intact film.
Shinoda's test identified the presence of flavonoids in the aqueous extract. As for the organoleptic
tests, the films showed a translucent yellow color, characteristic and uniform odor. Regarding the
physical-chemical tests, the most suitable drying method was in an oven at 50 °C for 2 hours and 20
minutes. The developed formulations showed satisfactory results in terms of organoleptic and
physical-chemical properties. Considering a growing market demand for veterinary products,
mucoadhesive films can be a good strategy in the treatment of periodontal disease in dogs.

Keywords: Pharmacognosy, Veterinary Medicine, Development.

1 INTRODUCAO

A interacdo entre 0 homem e o0s animais € notoria desde a pré-historia, uma vez que foi
necessaria uma aproximacao entre esses dois seres para que fosse possivel o desenvolvimento de
técnicas de ataque e defesa, visando a sobrevivéncia, como também, 0 uso de animais para caga e
transporte. A relacdo entre esses individuos perdura a milhares de anos, e hoje os cées estdo entre
0s animais de pequeno porte mais escolhidos para ado¢do (DEL-CLARO, 2004).

O Brasil é 0 segundo maior pais no mundo em populacdo de cées (35,7 milhdes) e gatos
(19,8 milhdes) e é o quarto maior em populacdo de animais de estimacdo, com 101,1 milhdes de
animais (OLIVEIRA; MOREIRA, 2013). De acordo com um levantamento da Euromonitor
International, o Brasil se tornou o segundo maior mercado de produtos Pet, com 6,4% de
participacao global, perde apenas para os Estados Unidos, que tém 50% do mercado (MIRANDA,
2020). O mercado de produtos veterinarios cresce de forma significativa em todo o territério
nacional, gerando oportunidades de pesquisas inovadoras (OLIVEIRA; MOREIRA, 2013).

Segundo dados do Censo PET IPB de 2021, existem pelo menos 58,1 milhdes de cées em
residéncias brasileiras (IPB, 2021). Apesar dessa numerosa populacdo de cées adotados, apenas uma
pequena parcela desses animais tem acesso a um acompanhamento clinico veterinario (CARDOSO
et al. 2023), corroborando para que patologias, como a doenca periodontal, seja uma das que mais
acometem a cavidade oral de cées. Esta doenga € causada pelo acimulo de placa bacteriana nos
dentes e nas estruturas adjacentes que o suportam (PIERI et al., 2010).

Os sinais clinicos da doenca periodontal sdo a inflamacéo gengival e a halitose, caracterizada
como odor desagradavel na cavidade oral, podendo chegar a perda dentaria (ABDALLA, 2008).
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Outro aspecto importante é a necessidade de anestesia em procedimentos odontolégicos em cées
com doengas periodontais, podendo gerar complicacGes, principalmente em animais mais idosos ou
que tenham cardiopatias. Isso acaba atrasando o inicio do tratamento dentario devido ao medo por
parte dos cuidadores ou veterinarios (CARTER et al., 2017).

Os cremes ou pastas dentais, que se encontram disponiveis no mercado para uso humano,
sdo também usados para animais domésticos, os quais acabam engolindo boa parte do produto
durante a limpeza dos dentes. Estas formula¢fes possuem em sua composicdo o fldor, que pode
ocasionar sintomas de salivacdo acentuada, nauseas, dores abdominais, vomitos e diarreia e, em
casos mais graves, parada cardiorrespiratoria em cdes (REDEVET, 2022), bem como agentes
abrasivos como carbonato de célcio, bicarbonato de sddio, didxido de silicio e titanio, e outros
agentes quimicos que ajudam na deterioracdo da gengiva e dos dentes (DAS et al., 2013).

A fitoterapia é considerada uma pratica milenar, e sua primeira descricéo foi datada em 1.500
a.C. no Papiro de Ebers (FRANCISCO, 2010). Desde entdo, com as inuUmeras pesquisas que
comprovam cientificamente sua eficacia, utilizam-se extratos brutos de plantas no tratamento de
diversas doencas, como o uso de Passiflora incarnata L., como calmante; Hedera helix L., para o
tratamento de doencas pulmonares; Senna alexandrina e Cassia fistula, usadas em associacao, para
constipacdo, entre outras aplica¢fes farmacoldgicas que demonstram a importéancia da fitoterapia
para cenario de saude global (KLEIN et al., 2009).

O uso de plantas como fonte medicinal se da gracas aos metabolitos secundarios encontrados
nelas, que garantem vantagens para sua sobrevivéncia e multiplicacdo no ecossistema. Além disso,
alguns desses metabdlitos, como os flavonoides, alcaloides e taninos, possuem diversas outras
finalidades para os seres humanos, dentre elas, o uso terapéutico no tratamento de diversas
patologias, inclusive as da cavidade oral, devido as suas fun¢des cicatrizante, bactericida,
analgésica, relaxante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, expectorante, analgésica, dentre outras
(ALVES et al., 2009).

Os fabricantes tém associado extratos naturais de plantas aos dentifricios no intuito de
prevenir as manchas dentarias sem ocasionar agressdo a gengiva e aos dentes. Além disso, 0 uso
desses extratos sdo uma fonte alternativa para substituir compostos quimicos presentes nas
composic¢oes dos cremes e pastas dentais convencionais (RIOS et al., 2014). Desta forma, o uso de
formulacbes a base de plantas medicinais € interessante, como 0 Gleo de copaiba utilizado na
prevencdo da doenca periodontal devido a acdo antimicrobiana frente a cepa de Streptococcus
mutans (PIERI et al., 2010).

Originaria na América Central e do Sul, a Psidium guajava L., conhecida popularmente

como goiabeira, € uma espécie vegetal pertencente a familia Myrtacea, muito frequente na dieta
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alimenticia da populacdo de paises tropicais e subtropicais devido a predominancia de vitaminas (A
e C), ferro, célcio, fosforo e minerais na composicdo do fruto. Outrossim, suas folhas séo
amplamente utilizadas na medicina popular em virtude de seus diversos efeitos biologicos, como o
antimicrobiano, anti-inflamatorio, analgésico, antioxidante e efeito sobre a placa bacteriana dentaria
(PEREIRA, 2021).

A P. guajava L. possui composto flavonoide ativo, o quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosido,
conhecido como guajaverina, que se comprovou um potente agente anticarie devido as suas
propriedades bacteriostaticas que inibem o crescimento do Streptococcus mutans, principal
marcador da cérie. Portanto, formulagdes obtidas a partir de folhas da goiabeira constituem
promissores fitoterapicos para o tratamento de doengas periodontais (PRABU; GNANAMANI;
SADULLA, 2006).

Nesse contexto, a pesquisa tem como ponto de partida a seguinte problematizacao: é possivel
desenvolver bioprodutos que possam ser utilizados no tratamento da doenga periodontal em cées
como alternativa a cremes e pastas dentais existentes no mercado Pet? Diante de uma demanda
mercadologica por bioprodutos para uso veterinario, este

A presente pesquisa buscou desenvolver um filme mucoadesivo bucal a base de um extrato
da P. guajava L. Esta forma farmacéutica possui muitas vantagens como a capacidade de adeséo na
mucosa bucal, possibilitando liberacéo controlada do bioativo para um tratamento local ou sistémico

e de facil aplicacdo e remocdo da cavidade oral (ALOPAEUS et al., 2020).

2 MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS

Os reagentes utilizados foram: &lcool etilico P.A (ACS® Cientifica), gelatina (éxodo®
Cientifica), acido cloridrico (NEON®), glicerina (Synth®), alcool de cereais (Synth®), magnésio
metalico (éxodo® Cientifica) e hidroxido de sodio (ACS® Cientifica); Hidroxido de sodio (ACS®
Cientifica), cloreto de potassio (Dinamica®), ICP fdsforo (Dindmica®) e O6xido de célcio

(Dinamica®) foram utilizados na producéo da saliva canina no teste de intumescimento.

COLETA DE FOLHAS E SECAGEM

As folhas da P. guajava L. foram coletadas diretamente da arvore, localizada nos pontos
geograficos de: 3°55'19.6"S / 38°31'09.0"W. Inicialmente, foi realizado o enxague das folhas com
agua. A secagem foi realizada ao ar livre, sem exposicao direta ao sol durante 24 horas. Apos isso,

as folhas foram picadas manualmente, pesadas e divididas em 2 béqueres.
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PREPARO DOS EXTRATOS E CARACTERIZAQAO FITOQUIMICA

Foram preparados dois tipos de extratos: o aquoso e o hidroalcéolico. No preparo do extrato
hidroalcoolico, as folhas de P. guajava foram acrescidas de alcool etilico P.A. Em seguida, a solugéo
foi deixada em repouso por 24 horas. No preparo do extrato aquoso, 0 método de extracéo foi por
infusdo, em placa de aquecimento a 60 + 1°C durante 30 minutos. Em seguida, o extrato foi filtrado
a fim de remover sujidades e contaminantes. Apds a producdo de ambos 0s extratos, estes foram
submetidos a caracterizacao fitoquimica, para determinacéo qualitativa da presenca de flavonoides,
utilizando a metodologia do teste de Shinoda/Cianidina, no qual 2 mL do extrato foi imergido
juntamente com ligas de magnésio metalico em tubos de ensaio e adicionado 1 mL de HCI puro.
Caso a reacdo assumisse uma coloracdo rosa, seria positivo para presenca de componentes
flavonicos (MARTINEZ, 2005).

PRODUQAO DOS FILMES MUCOADESIVOS

Os materiais utilizados na producéo do filme foram: gelatina, glicerina, alcool de cereais,
agua destilada e os dois extratos previamente produzidos. Os materiais foram pesados e adicionados
em placas de Petri, em triplicata, levados a aquecimento na temperatura de 50 + 1 °C até a
solubilizacdo dos materiais. Ao final do processo de mistura dos componentes, adicionou-se uma
solucao de NaOH a 10% para ajuste do pH entre 8,0 e 9,0 (compativel com a mucosa oral da maioria
das racas de cdes). Posteriormente, foi verificado uma andalise o pH da formulacéo por fita de pH

Macherey-Nagel.

METODO DE SECAGEM DOS FILMES MUCOADESIVOS

Inicialmente, 0 método de secagem utilizado foi em dessecador por 7 dias, a fim de
selecionar qual extrato seria padronizado para a producdo dos filmes. Apos a selecdo do melhor
extrato, foram realizados trés métodos de secagem diferentes, a fim de determinar qual destes
influenciaria em melhores caracteristicas fisico-quimicas para a formulagéo. O primeiro método foi
a secagem por dessecador com silica previamente renovada, por um periodo de 7 dias. Em seguida,
os filmes foram removidos manualmente da placa de Petri. O segundo método foi a secagem em
estufa a 50 °C overnight. O Gltimo método avaliado foi a secagem em estufa a 50 °C durante 2 horas

e 20 minutos. Ao final do processo, os filmes foram removidos das placas de Petri para avaliacéo.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS E FISICO-QUIMICAS
As caracteristicas organolépticas avaliadas foram cor, odor e aspecto e as propriedades

fisico-quimicas foram a espessura e o diametro, utilizando um paquimetro analitico manual (Messen
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0.02 mm). Também foi avaliado o rendimento do processo de obtengdo do filme mucoadesivo
calculado pela comparacdo entre o peso do material antes e apos a secagem dos filmes.

Para avaliacdo do grau de intumescimento, foram realizados ensaios in vitro em triplicata.
Ap0s a preparacdo da saliva artificial ajustada ao pH animal (7,5) (BRASIL, 2012), os filmes foram
pesados em balanca analitica e entdo imergidos neste liquido a temperatura de 38 + 0,5 °C. As
amostras foram novamente pesadas em tempos previamente padronizados até a perda de massa do
filme (RABELO, 2017).

No teste de resisténcia a dobraduras, cada filme foi dobrado diversas vezes na mesma regido
até que ocorresse ruptura (QIN et al., 2017). No ensaio de abrasividade, a formulacéo e uma pasta
de dente canina neutra (Cat&Dog Cia®) foram colocadas em uma lamina, para cada uma, e algumas
gotas de agua destilada foram adicionadas por cima da formulacéo e da pasta. Posteriormente, ambas
as amostras foram esfregadas em movimentos de vaivém por 25 vezes em uma distancia de 1 cm
usando um cotonete. Em seguida, as laminas foram lavadas e secas com papel toalha e examinadas
ao microscopio (Coleman P 207-B LED) para determinar o nimero de arranhdes na superficie das
laminas. O grau de arranhdes (AR) foi avaliado seguindo a escala 0 (Sem arranhdes), 1 (1-10 AR),
2 (11-20 AR), 3 (21-30 AR), 4 (31-40 AR) e 5 (Mais de 40 AR), sendo este método adaptado de
Shaheenaet al. (2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACAO FITOQUIMICA E ESTABILIDADE DOS EXTRATOS NA FORMULACAO
A partir da reacdo de Shinoda/Cianidina, foi possivel observar que ambos os extratos

positivaram para flavonoides, assumindo coloracdo roséacea. Posteriormente, foi avaliado qual

extrato apresentava uma melhor estabilidade na formulacdo. O filme contendo o extrato aquoso

apresentou melhores caracteristicas, principalmente em relacdo a integridade da formulacao, apés o

processo de secagem em dessecador por 7 dias, pois a formulacao contendo o extrato hidroalcéolico

se mostrou quebradica ao final do processo.

AVALIACAO DO METODO DE SECAGEM DOS FILMES E CARACTERISTICAS
ORGANOLEPTICAS E FISICO-QUIMICAS

Quanto as caracteristicas organolépticas, todos os filmes obtidos a partir do extrato aquoso,
independentemente do método de secagem, apresentaram-se na coloracdo amarelo transldcido, com
odor caracteristico ao extrato incorporado e uniformes. Quanto a sua integridade, houve uma

variacdo de acordo com o método de secagem utilizado.
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No método de secagem por dessecador durante 7 dias, o filme mucoadesivo apresentou baixa
reprodutibilidade das caracteristicas fisico-quimicas, tendo em vista que as formulacbes
apresentaram pesos distintos devido a variacdo da taxa de secagem. A Tabela 1 apresenta 0s
resultados dos ensaios fisico-quimicos dos filmes obtidos apos secagem overnight (Formulacéo 1)

e 2 h e 20 min (Formulagéo 2).

Tabela 1: Resultados dos testes fisico-quimicos dos filmes produzidos.

Testes fisico-quimicos Formulagdo 1 Formulagio 2
Diametro / Espessura (mm) 276189 mm /104 | 70,79=209mm/0,14=
) 0. 21mm 0.03 mm
Eendimento (%2) 26,30 = 1,49%; 32,26 x1,52%
Intumescimento (%) 3868 =18.65% 2030 =11.51%

Fonte: Autoria propria, 2023.

Para Nair e colaboradores (2013), a espessura ideal de filmes de uso bucal, estaria entre 50
pm e 1000 um e seu diametro é dependente da vidraria ou equipamento utilizado para produgao.
Quanto a espessura dos filmes produzidos neste estudo, a formulacéo 2 se mostrou mais adequada
e menos espessa que a formulacdo 1 (overnight).

O rendimento da Formulacdo 2 foi superior ao da Formulacdo 1, esta diferenca de
rendimento entre os filmes ocorreu devido a maior quantidade de dgua que evaporou da formulacéo
1 em relacdo a formulacdo 2. Este fato também determina as diferencas de espessura e diametro
entre as duas formulagdes, tendo em vista que a formulacdo 2, por apresentar menor rendimento,
teve uma perda de aproximadamente 74% da massa original da formulagéo. Portanto, a utilizacéo
de uma secagem overnight tem tendéncia a alta desidratacdo na forma farmacéutica, pois a secagem
em longos periodos € utilizada no processo de gravimetria para desidratacao de extratos, formando
extratos secos e formas farmacéuticas com menor retencdo de dgua (BEZERRA, 2021).

No teste de intumescimento, a Formulacdo 1 apresentou um grau de intumescimento de 60%
e na Formulacdo 2 de 29% apds 5 minutos de teste. Apos esse periodo, os filmes iniciaram a perda
de massa. Essa diferenca de captacdo de agua no teste corrobora com o resultado do maior grau de
desidratacdo da Formulacdo 1 (Figura 1). A absorcdo de agua em filmes mucoadesivos deve ser
gradativa, e pouco acentuada, tendo em vista que uma rapida absorcdo de agua leva a uma perca da
mucoadesdo da matriz polimérica da formulacao, levando a um processo de mucilagem (Formagéo
de goma) e hidrédlise (NAIR, 2013).
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Figura 1: Filme mucoadesivo obtido por secagem em estufa a 50 °C overnight.

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Os filmes que foram submetidos ao método de secagem por 2h e 20 minutos em estufa a 50
°C foram aqueles com melhores caracteristicas fisico-quimicas devido a reprodutibilidade dos

resultados dos ensaios (Figura 2).

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os filmes mucoadesivos obtidos apos secagem em estufa a 50 °C por 2h 20 min foram
submetidos ao teste de abrasividade e ao teste de resisténcia a dobraduras para determinar a
resisténcia fisica.

Tabela 2: Resultados do teste de resisténcia e abrasividade do filme mucoadesivo e a pasta de dente comercial.

TESTES FILME PASTA DE DENTE
MUCOADESIVO COMERCIAL
Dobraduras (I9°) > 350 -
Abrasividade (N de arranhdes) 14=03 42=102

*AR: arranhdes na lamina apds o ensaio.
Fonte: Autoria propria, 2023.
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Assim, foi possivel determinar que os filmes mucoadesivos da Formulagdo 2 mostraram-se
bastantes resistentes ao manejo e menos abrasivos que a pasta de dente canina. Esta caracteristica é
essencial, tendo em vista que estes filmes sdo alocados na mucosa de um animal com um processo
patolégico oriundo de uma acdo bacteriana. Uma baixa resisténcia da formulacdo poderia

comprometer a acdo farmacoldgica (COSTA et al, 2017).

4 CONCLUSOES

Os filmes produzidos sdo uma proposta de uma forma farmacéutica inovadora para uso
veterinario, sendo menos abrasivos que pomadas e pastas comumente utilizados, além de possuirem
um processo de producdo simples e reprodutivel. A incorporacao de um extrato da Psidium guajava
L. em filmes mucoadesivos poderia auxiliar no tratamento de patologias no trato oral de cées devido
ao facil manejo, facilitando a sua utilizacdo em clinicas ou pelos proprios tutores. Apesar disso, faz-
se necessarios novos testes para otimizar a formulagdo, buscando avaliar melhor a sua mucoadesao

e acdo antibacteriana para o tratamento de doengas periodontais.
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