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N&o se esbarre na louga e repare no jardim, as plantas subindo ao Sol.
Nunca deixe de cantar a brisa e de voltar quando queira.

N&o perca a altura do voo nem se desvaneca.

O tempo € concreto e se vocé tem pressa ndo perca a cabeca.

E preciso que um dia se va pra que outro dia amanheca.

Edson — Terezinha Faga.



RESUMO

Eugenia uniflora L. é uma planta pertencente a familia Myrtaceae, conhecida
popularmente por pitanga cuja literatura tem demonstrado efeito antimicrobiano contra alguns
microrganismos gram-positivos e fungos de importancia clinica. Considerando a possibilidade
da eficacia desta planta frente a microrganismo potencialmente cariogénicos nosso trabalho
submeteu o extrato bruto seco (EBS) das folhas de E. uniflora L. a um estudo microbiol6gico
para determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente a Streptococcus sanguis
(ATCC 15300), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10321),
microrganismos de importancia na area odontoldgica. Foi encontrada uma CIM = 1,56
mg/mL com halo de inibicdo de 11mm frente a S. sanguis, um resultado muito promissor,
principalmente quando comparado ao controle positivo, gluconato de clorexidina, produto
disponivel no mercado para controle do biofilme oral. A partir destes resultados, foi dada
continuidade ao trabalho com o desenvolvimento de formas farmacéuticas (dentifricio e
enxaguatorio bucal) para uso odontoldgico contendo extrato bruto seco das folhas de E.
uniflora L. e estudo de estabilidade preliminar e acelerada dos produtos obtidos. Os
parametros avaliados foram propriedades organolépticas e fisico-quimicas atendendo as Boas
Préaticas de Fabricacdo (BPF) e legislacao vigente. Quanto as propriedades organolépticas nao
foi observada nenhuma alteracdo significativa de aspecto, cor e odor. Na avaliacdo de
propriedades fisico-quimicas, parametros como pH e densidade mantiveram-se estaveis
durante todo o estudo. Podemos concluir que as formas farmacéuticas obtidas foram
compativeis com o extrato bruto seco das folhas da pitanga e que podem ser utilizadas para
realizacdo de estudos de estabilidade de longa duracdo e avaliacéo clinica de eficacia.

Palavras chave: Eugenia uniflora L. Dentifricio. Enxaguatorio bucal. Estabilidade. Pitanga.



ABSTRACT

Eugenia uniflora L. is a plant belonging to the family Myrtaceae, popularly known as
cherry, whose literature has demonstrated antimicrobial activity against some gram-positive
organisms and fungi from clinical significance. Considering the possibility that the efficiency
of the plant against potentially cariogenic microorganism our work subjected the crude dry
extract (EBS) from the leaves of E. uniflora L. a microbiological study to determine the
minimal inhibitory concentration (MIC) against Streptococcus sanguis (ATCC 15300),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC 10321), importance of
microorganisms in the dental field. We found a MIC = 1.56 mg / mL with a circle of
inhibition of 11mm against S. sanguis, a result very promising, especially when compared to
the positive control, chlorhexidine gluconate, product available in the market to control oral
biofilm. From these results, we continued to work with the development of pharmaceutical
dosage forms (toothpaste and mouthwash) for dental use containing crude extract of the dried
leaves of E. uniflora L. and preliminary stability study and accelerated products obtained. We
evaluated organoleptic and physico-chemical meeting the Good Manufacturing Practices
(GMP) and applicable law. Regarding organoleptic properties observed no significant changes
in appearance, color and smell. In the assessment of physico-chemical parameters such as pH
and density remained stable throughout the study. We conclude that the pharmaceutical forms
obtained were consistent with the crude extract of dried leaves of the cherry and can be used
for studies of the long term stability and clinical effectiveness.

Keywords: Eugenia uniflora L. Dentifrice. Mouthwash. Stability. Cherry.
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1 INTRODUCAO

Uma vez que a flora brasileira possui uma imensa biodiversidade, existe um grande
incentivo para a utilizacdo de plantas medicinais, cujo potencial econémico e tecnoldgico €
relevante (Brasil, 2000). Os medicamentos fitoterdpicos abrangem um programa alternativo
de producdo e utilizagdo de produtos originados de plantas medicinais para tratamento e
prevencdo de doengas com baixo custo e efetividade necessaria (Melo, 2006a).

Eugenia uniflora L., conhecida popularmente por ‘pitanga’ pertence a familia
Myrtaceae, uma familia botanica que compreende 130 géneros e cerca de 3.000 espécies, é
uma planta arborea e frutifera. A ‘pitanga’ possui diversas atividades farmacologicas devido a
presenca de carotenoides, flavonoides e taninos (Pereira, 1997; Volpato, et al, 2002).
Pesquisadores demonstraram atividade antibacteriana das folhas de E. uniflora L. frente a
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
(Ogunwande, et al, 2005).

Atualmente tem-se usado frequentemente produtos naturais a fim de prevenir doencas
em decorréncia de suas propriedades farmacoldgicas, principalmente antimicrobianas (Feijo,
et al, 2009) e um grande nimero de estudos vem sendo desenvolvido em todo o mundo, para
avaliacdo de compostos quimicos no controle da placa bacteriana ou biofilme oral. Os dentes
presentes na cavidade oral possuem uma superficie dura e ndo descamativa que favorece a
proliferacdo de depdsitos bacterianos, os quais constituem a placa dental ou bacteriana ou,
mais recentemente, biofilme oral (Almeida, et al, 2002). O biofilme, cujo termo foi
introduzido em 1978 por Costerton (Perez, 2005), tem sido definido como comunidades de
agregados bacterianos inter-relacionados que se encontram sobre a superficie dental,
originando uma biopelicula circundada por uma matriz de polimeros de origem bacteriana e
salivar, a qual pode ser biologicamente ativa e reter nutrientes, agua e enzimas essenciais
(Marsh, 2004). Um grande numero de estudos vem sendo desenvolvido em todo o mundo,
para avaliacdo de compostos quimicos no controle do biofilme oral. Ele é diretamente
responsavel pelo desencadeamento das periodontoses assim como da carie (Newbrun, 1989).

A remocdo da placa faz-se por meios mecanicos, quimicos ou ambos, 0S quais
previnem a sua recorréncia e promovem a reducdo de seu potencial patogénico. Os inibidores
quimicos da placa incorporados em colutdrios e dentifricios atuam como agentes auxiliares
das técnicas mecanicas, portanto devem ser prescritos de acordo com a necessidade do

paciente (Carranza Junior, 1992).
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As primeiras pastas dentifricias surgiram no final do século XIX. Em 1873 apareceram
pela primeira vez no mercado norte americano. Até o final dos anos 40-50, essa forma
farmacéutica nao teve grande aceitacéo por parte dos consumidores em virtude do seu elevado
custo. Sabe-se que uma das funcGes basicas do dentifricio é a de eliminar o biofilme. Outra
fungdo importante é a de conter substancias protetoras especificas (Charlet, 1996; Melo,
2002). A eficécia das plantas medicinais como componente, tanto nos dentifricios como nos
enxaguatorios bucais, tem sido investigada para o tratamento de gengivites (Cordeiro, 2006).
Baseado neste contexto e na importancia do controle do biofilme oral na prevencdo de
afeccOes na mucosa oral, 0 objetivo do nosso trabalho foi desenvolver formas farmacéuticas,
dentifricio e enxaguatério bucal, seguros e eficazes, dotados de atividade antibidtica frente a
microrganismos potencialmente cariogénicos, contendo extrato bruto seco das folhas de

Eugenia uniflora L. para prevencao de formacao e diminuicdo do biofilme oral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O conhecimento e o0 uso das plantas do ponto de vista empirico denominam-se
medicina popular ou tradicional. A origem da medicina tradicional se deu através da
observacgdo e pratica das pessoas em busca de solucdo para os males que acometiam cada
comunidade. Baseado neste conhecimento empirico é que diversas populagdes utilizam as
plantas com objetivo de cura. Em regides sub-desenvolvidas, nas quais a medicina
convencional ndo esta totalmente disponivel, o tratamento tradicional ainda permanece como

a principal forma de terapia para o diabete (VOLPATO, et al, 2002).

2.1 FITOTERAPIA E INFORMACOES RELEVANTES DA ATUALIDADE.

A associacdo de um desapontamento com medicamentos convencionais ao desejo de
um estilo de vida “natural” resultou no uso crescente de medicamentos complementares e
alternativos (MCAs) no mundo desenvolvido (Barnes, et al, 2012). As estimativas de gastos
com produtos fitoterapicos variam, mas os dados mostram que o mercado global de produtos
fitoterapicos cresceu rapidamente na Gltima década. Nos EUA, as vendas anuais no varejo
foram estimadas em U$$ 1,6 bilhdes em 1994 e quase U$$ 4 bilhdes em 1998 (Brevoort,
1996; Brevoort, 1998). A estimativa para 0 mercado mundial de drogas de origem vegetal
chega a 12,4 bilhdes e o consumo somente no continente Europeu seria responsavel por 50%
deste mercado (Guerra e Nodari, 2004).

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) conduziu um recente levantamento global
sobre o controle regulatério dos medicamentos fitoterapicos e relatou resultados de 141
paises. Esse levantamento confirma que, durante esses Ultimos anos, varios paises definiram
ou iniciaram o processo para estabelecer uma politica nacional e regulamentar para o0s
medicamentos fitoterapicos (Who, 2003; Who, 2004; Who, 2004, Anon, 2005). No Brasil,
algumas iniciativas foram a publicagdo da “Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos”
através da Re n° 89, de 16 de marco de 2004, do “ Guia para a realizagdo de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos” através da Re n° 90, de 16 de margo de 2004 e do
“Guia para a realizagdo de alteragdes, inclusdes, notificagdes e cancelamentos pds registro de
fitoterapicos™ através da Re n° 91, de 16 de margo de 2004 (Brasil, 2004; Brasil, 2004; Brasil,
2004).
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2.2 Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)

Informacdes botanicas

Eugenia uniflora L. é uma planta Magnoliidae, da familia Myrtaceae a qual possui
varias especies frutiferas brasileiras importantes: jabuticabas, cambucis, pitangas, cambucas,
gabirobas, cambuis, aracas, grumixamas, guabijus, jamboldo e tantas outras. Os principais
constituintes quimicos dessas plantas sdo 6leos volateis, triterpenos, taninos, acidos fendlicos,
ésteres e outros, sendo que glicosideos e alcaldides sdo raros. E. uniflora é uma das 14
espécies do género Eugenia, originaria do Brasil, podendo ser encontrada desde o Nordeste
até o Sul do pais (Evans, 1996; Cirqueira & Alves, 2005). Geralmente, ultrapassa a fronteira
chegando a Argentina, Paraguai e Uruguai. A pitangueira é uma arvore relativamente pequena
que nas regides subtropicais alcanca de 2 a 4m de altura, mas vegetando sob étimas condicdes
de clima e solo, pode alcancar até 10 m de altura quando adulta. Apresenta tronco irregular,
ramificado, de cor avermelhada. Suas folhas sdo simples, de consisténcia herbacea e
superficie lisa, possui forma elitica com &pice cuspidado e base obtusa, disposi¢do oposta,
coloragdo avermelhada quando jovens e verde quando adultas, s&o brilhantes e possuem
aroma caracteristico quando sofre processos do tipo maceracdo. As flores brancas e
suavemente perfumadas sdo hermafroditas e meliferas. Na época da frutificacdo, a arvore se
transforma, seus ramos ficam completamente pintados de um vermelho brilhante, atraindo
grande gquantidade de passaros. Seus frutos sdo considerados digestivos se consumidos apés
as refeicdes. Quando as sementes estdo prontas para germinar, os frutos amadurecem, e
podem se abrir, liberando as sementes ao solo, ou tornam-se aptos a serem ingeridos por
animais. Os frutos carnosos, normalmente dependem de animais, que carregam os frutos para
outros lugares, ou 0s ingerem, e carregam suas sementes no trato digestivo para serem

liberadas longe do local de origem. (Melo & Torres, 2009).
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Figura 01- Folhas e frutos de E. uniflora L.

Componentes quimicos ativos

O género Eugenia é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae e assumem um
destaque especial, por fornecer extratos utilizados na medicina tradicional como agentes
antimicrobianos, antiinflamatorios, antidiabéticos, nas arritmias ou insuficiéncia cardiaca,
entre outras aplicacdes. Estudos quimicos com espécies Eugenia revelaram, a presenca de
flavondides, taninos, terpendides e Oleos essenciais, sob o ponto de vista farmacoldgico,
estudos realizados com extratos brutos e compostos comprovaram atividades antiinflamatoria,
analgeésica, antifangica, antipirética e antioxidante (Oliveira, et al, 2006; Victoria, et al, 2012).

As folhas de Eugenia uniflora apresentam como principais constituintes o
furanodieno/furanoelemeno, B-elemeno, o-cadinol, (E-E)-germacrono, (-)-selina-1,3,7(11)-
trien-8-one, galocatequina, entre outros (Melo, et al, 2007; Kanazawa, et al, 2000; Lee, et al,
1997). Os frutos também apresentam consideraveis quantidades de componentes ativos, entre
eles estdo o licopeno, rubixantina, cis-rubixantina, -cryptoxantina, cis-licopeno, [3-caroteno,
y-caroteno, zeaxantina, luteina, violaxantina e p-caroteno-5,6-epoxido (Shami, et al, 2004;
Filho, et al, 2008).

Os principais componentes desta planta sdo carotendides, flavondides, taninos e outros
compostos fenolicos (Shami, et al, 2004). Os compostos fendlicos sdo produtos secundarios
do metabolismo vegetal que apresentam um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas em
sua estrutura que lhes conferem um poder redutor (Melo, et al, 2006). Os principais
compostos fendlicos sdo &cidos fendlicos, flavondides e taninos e sua maioria exibe
propriedades farmacologicas (Moller, et al, 2009). Dentre eles, os flavondides pertencem a

um grande grupo de fitoquimicos ou fitonutrientes, que sdo polifenois de baixa massa
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molecular, encontrados em diversas plantas. Possuem propriedades antioxidantes,
antinflamatéria e antitumoral. Os taninos sdo polifendis de origem vegetal, com peso
molecular geralmente entre 500 e 3000 daltons. S&o hidrossoluveis, e insolGveis em éter,
cloroférmio e benzeno. Podem ser precipitados por sais de metais pesados. O termo é
largamente utilizado para designar qualquer grande composto polifendlico contendo
suficientes grupos hidroxila e outros (como carboxila) para poder formar complexos fortes
com proteinas e outras macromoléculas. Sdo geralmente divididos em dois tipos: hidrolisaveis
e condensados. No centro de uma molécula de um tanino hidrolisavel existe um carboidrato
poliol (geralmente D-glicose). Os grupos hidroxila dos carboidratos encontram-se parcial ou
totalmente esterificados com grupos fendlicos como o acido gélico (nos galotaninos) ou acido
elagico (nos elagitaninos). Estes taninos sdo hidrolisados por &cidos ou bases fracos
produzindo-se carboidrato e acidos fenolicos. Este tipo de tanino é encontrado nas folhas e
stber de muitas espécies de plantas. Os taninos condensados, também conhecidos como
protoantocianidinas, sdo polimeros de 2 a 50 (ou até mais) unidades flavonoides ligadas por
ligacbes carbono-carbono, as quais ndo sdo susceptiveis de serem rompidas por hidrolise.
Apesar de muitos dos taninos condensados serem hidrossoluveis, alguns taninos condensados
de grande dimensdo sdo insollveis na agua. Os taninos podem ser utilizados como antidoto
em casos de intoxicacdo com metais pesados e alcal6ides devido ao seu poder de
complexacdo e antioxidante devido sua capacidade sequestrante de oxigénio (Okuda, 2005;
Costa, et al, 2008).

Alguns efeitos relacionados aos constituintes ativos da pitanga ja foram descritos,
como por exemplo, o controle da hiperglicemia onde foi possivel observar que extrato
etandlico de Eugenia uniflora L. possui efeito inibitorio dose-dependente na atividade da
lipase, enzima que atua no metabolismo de carboidratos e lipidios (Grover, et al, 2002). As
folhas de ‘pitanga’ também sdo usadas para o tratamento de gota, isto se deve a presenca de
flavondides com capacidade antioxidante, estes compostos possuem atividade inibitdria
xantino-oxidase o que justifica seu uso frente a esta enfermidade (Kade, et al, 2008). O
carcinoma nasofaringeo ¢ um tumor maligno provocado muitas vezes por infecgdes causadas

pelo Virus Epstein-Barr. Este € um tipo de Herpes Virus que ataca células B. A Eugenia

uniflora tem sido relatada como ativa contra 0 EBV. Por esta razdo foram isolados quatro
taninos das folhas de ‘pitanga’ para investigar a inibi¢do da EBV DNA polimerase. Destes,
dois apresentaram atividade anti-EBV, eugeniflorina D; com uma ICs= 3,0 uM ¢
eugeniflorina D, com 1C50= 3,5 Mm (Lee, et al, 2000).
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Uma classe abundante presente nas folhas e frutos desta planta sdo os
sesquiterpendides. Estes constituintes conferem a Eugenia efeito antibacteriano contra
Staphylococcus aureus e inibicdo do crescimento de Baccilus cereus com uma concentragdo
minima inibitéria (CMI) de 39 pg/ml (Ogunwande, et al, 2005). O extrato bruto de Eugenia
uniflora L. também demonstra atividade antifungica contra Paracoccidioides brasiliensis
(Splendore) Almeida com uma Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) igual a 750 mg/mi
devido a presenca destes constituintes (Santos, et al, 2004). O 6leo essencial de Eugenia
apresenta excelente citotoxicidade frente a células tumorais humanas. Estes dados sdo muito
promissores como uma possibilidade futura para quimioterapia antineoplésica a partir de
constituintes isolados do 6leo de Eugenia uniflora L. (Ogunwande, et al, 2005).

O 4cido aleandlico € uma substancia presente em algumas espécies de Eugenia, ele
possui diversas atividades recentemente conhecidas, vale citar que inibe as lipases, glicerol
fosfato-desidrogenase, DNA-ligases e Kkinases AMP-c dependentes; tem atividade
anticolesterolémica, anti-hepatotoxica, antioxidante, antiinflamatdria, antifdngica, antibiotica
e inibe o crescimento de tumores e patdgenos orais. O acido oleandlico ainda antagoniza a
acao da interleucina 8/CINC, age contra a psoriase, protege a pele da acdo da luz, reverte a
resisténcia da leucemia P388 a vinblastina, tem efeito antagonista em choques anafilaticos e
finalmente inibe a dimerizacdo da protease do HIV-1(Liu, 1995; Ohkubo & Shibata, 1997;
Krishnaswamy & Raghuramulu, 1998; Hong, et al, 1999; Ahmed, et al, 2000; Kelecom, et al,
2002).

Toxicidade

O mecanismo de acdo pelo qual as plantas baixam a taxa de glicose do sangue pode
ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina através da estimulacdo
das células B-pancreéticas; resisténcia aos hormoénios que aumentam a taxa de glicose;
aumento do nimero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminui¢cdo da perda do
glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e Orgédos; eliminacdo de radicais
livres; resisténcia a peroxidagdo dos lipidios; correcdo da desordem metabolica causada em
lipidios e proteinas e estimulo ao aumento da microcirculagdo do sangue no organismo.
(Marles, Farnsworth, 1995; Huo, et al, 2003; Said, et al, 2002; Li, et al, 2004; Volpato, et al,
2002; Negri, 2005; Pereira, 1997). A toxicidade é influenciada pela parte da planta utilizada

na preparacdo do extrato, método de preparacdo e via de administragdo. Devido a presenca de
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alguns polifenois, que sdo agentes antidiabéticos, pode ocorrer hipoglicemia como efeito
colateral (Negri, 2005).

2.3 BIOFILME

A boca estd continuamente banhada pela saliva, mantendo uma temperatura de 35-
36°C e um pH de 6,75-7,25. A composicdo idnica da mesma é responsavel por sua capacidade
para remineralizar o esmalte. Além disso, seus componentes organicos (como glicoproteinas e
proteinas) podem influir no estabelecimento e sele¢do da microflora oral e atuar como
nutrientes enddgenos (Scannapieco, 1994).

A microbiota bucal é determinante tanto na manutencdo da saude oral como na
ocorréncia de complicacBes resultantes de disturbios no referido ecossistema, estando a
complexidade deste ultimo intrinsecamente relacionada com a idade e imunocompeténcia do
hospedeiro, disponibilidade de novos nichos, mudangas na dieta, qualidade e freqUéncia da
higiene oral e exposicdo a flior (Kolembrander, 2000; Marcotte; Lavoie, 1998). Essa idéia é
sustentada pela hipotese da placa ecologica, proposta por Marsh (Marsh, 1994). Os dentes
presentes na cavidade oral possuem uma superficie dura e ndo descamativa que favorece a
proliferacdo de depositos bacterianos, os quais constituem a placa dental ou bacteriana ou,
mais recentemente, biofilme oral (Almeida, et al, 2002).

O biofilme, cujo termo foi introduzido em 1978 por Costerton (Perez, 2005), tem sido
definido como comunidades de agregados bacterianos inter-relacionados que se encontram
sobre a superficie dental, originando uma biopelicula circundada por uma matriz de polimeros
de origem bacteriana e salivar, a qual pode ser biologicamente ativa e reter nutrientes, agua e
enzimas essenciais (Marsh, 2004). Essas comunidades se aderem a diversas superficies, num
meio aquoso com concentracdo suficiente de nutrientes para sustentar suas necessidades
(Perez, 2005). Sendo assim, é perceptivel que as bactérias orais ndo existem como entidades
independentes, mas funcionam preferivelmente como uma comunidade microbiana
coordenada, espacialmente organizada e metabolicamente integrada (Marsh, 2004).

A placa dental, no decorrer do tempo, converte-se numa estrutura organizada
espacialmente na qual os microrganismos ocupam posicdes definidas segundo suas
propriedades bioldgicas e fisicas (Marsh, 2004). Uma de suas caracteristicas primordiais € a
manutencdo de uma microflora estdvel num meio que é variavel (Perez, 2005). Esta
justaposicéo estavel das células bacterianas com outras, seja de espécie igual ou diferente,

juntamente com a grande producao de matriz de exopolissacarideos, dentro da biopelicula em
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desenvolvimento, condicionam o microambiente de cada biopelicula (Costerton, et al, 1995).
Os exopolissacarideos resultantes consistem num grupo heterogéneo de substancias que
proporcionam a adesdo dos microrganismos as superficies e aumentam a resisténcia do
biofilme as forcas de separacdo (Zobell, 1943). Dentre os fatores que ajudam a conformar a
estrutura da placa e estabelecer a eventual justaposicdo, destaca-se a cooperacao fisioldgica
(Costerton, et al., 1994).

Atualmente tem-se usado frequentemente produtos naturais a fim de prevenir doencas
em decorréncia de suas propriedades farmacoldgicas, principalmente antimicrobianas (Feijo,
et al, 2009.). Entretanto, antes de desenvolver algum método terapéutico para prevencao ou
tratamento da placa bacteriana e, subsequentemente, doencgas relacionadas, € importante levar
em consideracdo que o0 crescimento bacteriano na placa dental exibe uma resisténcia
aumentada a agentes antimicrobianos, inclusive aqueles utilizados em dentifricios e
enxaguantes bucais. Além disso, a estrutura do biofilme pode restringir a penetracdo do
agente antimicrobiano (Marsh, 2004).

2.4 CAVIDADE BUCAL

A boca mantém condi¢fes 6timas para o crescimento de muitos microorganismos. Os
componentes organicos presentes na saliva podem influenciar no estabelecimento e selegdo da
microbiota oral favorecendo a adesdo de certos microrganismos através da formacdo de uma
pelicula sobre a superficie do esmalte. Além disso, pode atuar através de componentes da
imunidade inata e adquirida que tém a capacidade de inibir diretamente alguns
microrganismos exogenos (Scannapieco, 1994).

Um grande nimero de estudos vem sendo desenvolvido em todo o mundo, para
avaliacdo de compostos quimicos no controle da placa bacteriana ou biofilme. A placa
consiste de um deposito bacteriano em uma matriz composta principalmente por polimeros
extracelulares de origem bacteriana e produtos de exsudatos do sulco gengival e saliva. A
placa bacteriana € diretamente responsavel pelo desencadeamento das periodontoses assim
como da carie (Newbrun, 1989).

A etiologia da cérie e da doencga periodontal &€ multifatorial; essas doencas ocorrem com
a presenca de microrganismos, tais como, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, bactérias predominantemente cariogénicas (Marsh, 1994). Espécies de
Candida podem estar envolvidas em varias formas de doengas orais, como candidiase oral,

queilite angular, infecgdes endodonticas e periodontite, sendo Candida albicans a especie
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comumente associada as lesdes orais (Bahna, et al, 2007; Lawrence, et al, 2008). Como
microrganismo patdgeno oportunista relevante na cavidade bucal, cita-se Staphylococcus
aureus. Esta bactéria gram-positiva tem a capacidade de atuar como uma microbiota
suplementar, sendo frequentemente encontrada em abcessos periapicais e estomatites
protéticas (Soares, et al, 2006). A aderéncia desses microrganismos & superficie dental
depende das interagdes fisico-quimicas entre as bactérias e a pelicula adquirida do esmalte
pela producdo de polissacarideos extracelulares de alto peso molecular bem como uma
elevada capacidade de aderéncia. Ao longo dos anos e com 0 avango das pesquisas, as teorias
propostas em relacdo ao papel da placa bacteriana no inicio da carie tém evoluido. A ‘hipotese
da placa especifica’ considerava que a microflora bacteriana residente na placa compreendia
uma variedade de organismos, sé algumas espécies estavam ativamente comprometidas com o
desenvolvimento da enfermidade. Posteriormente, foi proposta a ‘hipotese da placa nao-
especifica’ a qual referia que a carie dental era resultado da atividade global da microflora
total da placa. Desta forma, a combinacdo heter6gena de microrganismos favoreceria o
desenvolvimento da doenga. A ‘hipdtese da placa ecologica’ proposta recentemente concilia
0s principais elementos das hipdteses anteriores. Os organismos relacionados com a doenca
podem estar presentes também nos sitios sadios, entretanto em niveis baixos, que ndo sdo
clinicamente relevantes. A doenca viria a ser o resultado das mudancas ocorridas no balanco
da microflora (microbiota, microflora estd em desuso) que reside na placa como consequéncia
da modificacdo das condi¢cdes ambientais local (Marsh, 1994; Perez, 2005).

O conceito de que a carie dental se origina como resultado da perturbacdo do meio
ambiente do habitat microbiano traz como elemento implicito importante que a doenca pode
ser prevenida ndo sO atacando diretamente 0s patdgenos associados como também
interferindo com os fatores responsaveis pelo seu crescimento (Perez, 2005).

Condicoes regulares de ingestdo de acucares e pH baixo, parecem ser 0s mecanismos
primarios que rompem a homeostasia microbiana. Algumas estratégias de prevencdo, segundo
0s principios da hipdtese da placa ecologica incluem: (a) inibicdo da producédo de &cido; (b)
interferéncia no desenvolvimento da biopelicula; (c) evitar a ingestdo de agucares fermentados
entre as comidas; (d) consumir alimentos e bebidas que contenham agucares ndo-fermentados;
(e) estimular o fluxo salival depois das principais refeicdes (Hanham, 2001 apud Perez, 2005).

A remocdo do biofilme faz-se por meios mecénicos, quimicos ou ambos, 0s quais
previnem a sua recorréncia e promovem a reducdo de seu potencial patogénico. Diversas
doencas bucais estdo associadas ao acumulo do biofilme oral, como cérie, doenca periodontal

e infeccdes por Candida spp. Atualmente, dentre os agentes quimicos utilizados no combate
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das afecgdes bucais, destaca-se o gluconato de clorexidina, que tem sido indicado pela sua efi-
cacia comprovada na remocao quimica do biofilme cariogénico ou periodontopatogénico. Os
inibidores quimicos da placa incorporados em colutorios e dentifricios atuam como agentes
auxiliares das técnicas mecanicas, portanto devem ser prescritos de acordo com a necessidade
do paciente (Carranza Janior, 1992; Heasman & Seymor, 1994; Marinho, et al, 2003;
Lawrence, et al, 2008; Borba, et al, 2008; Jovito, et al, 2009).

Diversas substancias quimicas tais como anti-sépticos de amplo espectro de acéo,
antibioticos especificos, enzimas que afetam a matriz e a estrutura da placa, fluoretos, sais de
metais e agentes oxidantes tem sido utilizados e ensaiados quanto a capacidade de prevenir
ou limitar o acumulo da placa bacteriana e doencas induzidas por ela. O gluconato de
clorexidina € um detergente catidnico de amplo espectro antimicrobiano colocado a
disposicdo da pratica clinica odontolégica e se mostra efetivo na inibi¢cdo da formacdo da
placa seja em solucdo ou gel, no entanto, a clorexidina quando usada por longo periodo,
apresenta efeitos colaterais indesejaveis como manchas nos dentes, proteses, restauracdes e
lingua, disgeusia e descamacgdo da mucosa bucal, 0 que torna o seu uso restrito (Stefani
Lima,1996; Noiri, et al, 2003; Marinho, et al, 2003). Estudos mais recentes demonstram 0 uso
da clorexidina na forma de verniz, restringindo a sua acdo aos sitios mais susceptiveis

minimizando os efeitos adversos (Ueno, 2001).

2.5 TECNOLOGIA FARMACEUTICA

As preparacGes farmacéuticas semi-solidas tem como principal propriedade a
capacidade de adesdo a superficie de aplicacdo por um periodo razodvel de tempo antes de
serem removidas por lavagem ou devido ao uso. Esta adesdo deve-se ao seu comportamento
reoldgico plastico, que permite aos semi-sélidos manter sua forma além de aderir como um
filme até a aplicacdo de uma forca externa. Os cremes, por exemplo, sdo sistemas semi-
solidos emulsionados de aparéncia opaca. A sua consisténcia e carater reoldgico dependem do
fato da emulsdo ser do tipo 4gua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) bem como da natureza
dos sélidos na fase interna. Os géis também sdo sistemas semi-sélidos onde uma fase liquida
estd confinada dentro de uma matriz polimérica tridimensional em que um elevado grau de
reticulacéo fisica foi introduzido. Os géis sdo preparados por um processo de fusdo ou, por um
procedimento especial requerido pelas caracteristicas de gelificagdo do gelante. A maioria

destas preparacdes semi-solidas sdo aplicadas na pele, onde servem habitualmente como
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veiculos a farmacos de aplicacdo topica. Uma pequena porcdo das formas semi-solidas é
aplicada em membranas mucosas (Lachmann, et al, 2001).

Ha mais matérias-primas disponiveis para uso na pele do que para uso oral. A
diferenca deve-se ao tipo de barreira de absorcéo e ao ambiente fisico-quimico que rodeia os
sitios de absorcdo. Alguns componentes sdo fundamentais para obtencdo de uma forma
farmacéutica semi-solida, os emulgentes, umectantes e conservantes sdo alguns exemplos. Os
emulgentes sdo utilizados para conferir certa consisténcia ao creme, principalmente. A
viscosidade do creme evita a coalescéncia das fases emulsionadas e ajuda a estabilizar a
emulsdo, por isso, quase todos 0s cremes semi-sdlidos emulsionados requerem mais que um
emulgente. O sabdo estearato de trietanolamina combinado com alcool cetilico é um exemplo
de emulgente misto de O/A. A escolha do umectante é baseada ndo apenas na velocidade da
troca de umidade, mas também no seu efeito de textura e viscosidade da preparacdo. Estes
materias evitam que o0 creme seque, que ocorra a formacdo de crosta, melhoram a
consisténcia, a aplicagdo do creme na pele, permitindo que o creme se espalhe sem rolar. O
propilenoglicol e os polietilenoglicois sdo usados ocasionalmente em conjuncdo com a
glicerina, uma vez que a sua capacidade de absorcdo de umidade é menor do que a capacidade
de absorcdo de umidade da glicerina. Os conservantes sdo adicionados aos semi-solidos para
prevenir a contaminacdo, deterioragdo e destrui¢do por alguns microrganismos, uma vez que
muitos dos componentes destas formulagdes servem de substratos para estes. (Lachmann, et
al, 2001).

Os géis sdo sistemas semi-sélidos que consiste na dispersdo das molécula ativas em
um veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a gelatina pela acdo de uma
substancia adicionada a ele, como carboximetilcelulose (Ansel, et al, 2000). Existem duas
classes de géis: géis hidrofébicos ou oleogéis que geralmente consistem em uma parafina
liquida com polietileno ou 6leos gordurosos gelificados com silica coloidal e géis hidrofilicos
ou hidrogéis, cujas bases geralmente consistem em agua, glicerol ou propilenoglicol
gelificados com agentes gelificantes adequados como polimeros de carboxivinil (Gennaro,
2004). O tipo de polimero empregado na formulacdo do gel pode influenciar no
comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar na estabilidade fisica do produto,
assim como, 0 seu comportamento sobre a pele (Corréa, et al, 2005). Expostos estes conceitos
sobre creme e gel podemos expor que erroneamente o dentifricio vem sendo designado como
“creme”, quando na realidade, temos a forma farmacéutica pasta, que ¢ uma suspensao de alta
concentracdo de soélidos dispersos. As pastas, sdo de fato, classificadas como sistemas

incoerentes. Consideradas como um sistema plastico ndo pela existéncia de estruturas
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formadas pelas particulas sélidas mas pela distribuicdo dos sélidos densamente reunidos no
liquido (Voigt, 1982; Ansel 2000; Remington, 1992).

2.6 CONTROLE DE QUALIDADE DE PRODUTOS FARMACEUTICOS

A necessidade de colocar no mercado produtos cada vez mais competitivos e
inovadores requer que toda a cadeia produtiva seja realizada com exceléncia. O controle de
qualidade visa atender todas as exigéncias dos 6rgdos regulamentadores e fiscalizadores, para
que o produto acabado seja produzido com alto padrdo de qualidade. O custo elevado de
importagdo de insumos farmacéuticos ativos (IFAs) obrigou o mercado brasileiro de
medicamentos a produzir padrdes primarios para a industria farmacéutica brasileira. Para tal,
surgiu a necessidade de manter laboratérios com potencial para o desenvolvimento de anélises
de controle de qualidade. Atualmente a Farmacopéia Brasileira disponibiliza inimeros
padrBes primarios, o que facilita o controle de qualidade nas industrias de pequeno e médio
porte.

Um grande passo para a exceléncia na qualidade dos produtos farmacéuticos nacionais
foi a presenca marcante de empresas multinacionais da area farmacéutica instaladas no Brasil
que provocaram, em grande parte, a disseminacao das Boas Praticas de Fabricacdo, a partir da
década de 1970. A Portaria n°14 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em 1981, estabeleceu
inspecdes para avaliar o atendimento as Boas Préaticas no Brasil. Essa Portaria foi revista e
instalou-se um programa efetivo de inspec¢des a industria farmacéutica disposto na Portaria n°
16, de 06 de margco de 1995 que provocou impacto positivo na busca da qualidade dos
produtos farmacéuticos. Esta portaria foi revogada pela Resolugdo da Diretoria Colegiada
RDC n° 134 de 13 de julho de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
com teor e impacto ainda mais positivos. Determina a todos os estabelecimentos fabricantes
de medicamentos, o cumprimento das diretrizes estabelecidas no Regulamento Técnico das
Boas Praticas para a Fabricacdo de Medicamentos, conforme o anexo | da Resolugédo
abrangendo garantia da qualidade, boas praticas de fabricacdo, controle de qualidade,
sanitizacdo e higiene, validacdo, reclamacodes, recolhimento de produtos, etc. Atualmente, o
cumprimento das diretrizes estabelecidas no Regulamento Técnico de Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos € determinado pela Resolucdo RDC 17 de 16 de abril de 2010
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 1981; Brasil, 2010; Pinto, et al, 2003;
Brasil, 2001; Brasil, 1995).
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O setor de controle de qualidade exerce atividades especificas inerentes a
comprovagdo da qualidade nos insumos adquiridos ou produtos elaborados a partir dos
mesmos, para tanto é necessario desenvolver algumas atividades especificas como: a) avaliar
as condigcdes de transporte e armazenamento dos insumos recebidos, por ocasido da
amostragem; b) aprovar ou rejeitar matérias-primas, material de embalagem, rétulos, produtos
semi-elaborados e lotes de produtos terminados, de acordo com as normas préprias do
controle de qualidade; c) amostrar todos os insumos, seguindo as instrugdes especificas, a fim
de ndo alterar a integridade dos mesmos, seja por contaminacdo cruzada ou agentes
microbianos; d) executar analises em amostrar, sejam por teste fisicos, quimicos ou
bioldgicos; €) rever e revisar registros de producdo, para assegurar que ndo foram cometidos
enganos, e se foram, que as providéncias corretivas tenha sido tomadas assim como as causas
investigadas e sanadas; f) acompanhar cada processo de producéo para certificar-se de que 0s
métodos de producdo preconizados estdo sendo seguidos e verificar se as especificacdes de
qualidade estdo sendo seguidas; g) elaborar métodos de controle de qualidade adequados a
finalidade bem como especificacfes a serem seguidas no ciclo de producdo, que garantam
qualidade; h)emitir boletins analiticos; i) avaliar as condi¢cbes ambientais da area produtiva,
seja antes ou durante a manipulacdo dos produtos; j) avaliar e calibrar equipamentos analiticos
e ou de producdo; k) estudar novas técnicas analiticas com adaptacdo dos métodos para 0s
produtos da empresa; ) elaborar os planos de estudo de estabilidade em produtos novos; m)
dar suporte técnico aos demais setores e; n) participar de estudos de validacdo de processo.
Para que estas atividades sejam exercidas com éxito a Unidade de Controle de Qualidade
devera contar com pessoal, recursos e instalacbes adequados a sua finalidade (Pinto, et al,
2003).

2.7 CONTROLE NA PRODUCAO DE MEDICAMENTOS

O controle de qualidade € um processo pelo qual a inddstria avalia a qualidade real,
compara padrdes e toma decisdes conforme os resultados. Procedimentos escritos indicando
recebimento, identificacdo, armazenamento, manipulacdo, testes e aprovacdo ou rejeigdo de
todos os componentes da formulagdo, materiais de embalagens e tampas, devem ser
conservados e seguidos. Substancias quimicas, recipientes, tampas devem apresentar
especificacbes quimica e fisica estabelecidas pelo fornecedor no momento da compra.
Quando materiais de embalagem e matérias-primas sdo rejeitados devem ser identificados e

controlados para evitar seu uso durante a producéo (Ansel, et al, 2007).
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A qualidade para medicamentos € um atributo de carater ndo apenas comercial, mas
também legal, ético e moral. Assim, enquanto a qualidade para muitos produtos € uma
questdo de competitividade, no campo de salde deve ser obrigatoriamente atendida e o nao
cumprimento de especificacdes de qualidade consideradas imprescindiveis pode ter sérias
complicacdes (Gil, 2007).

As metodologias a serem aplicadas no Controle de Qualidade de Medicamentos
quanto aos aspectos fisicos, fisico-quimicos e microbiologicos estdo contempladas nas
monografias oficiais de formas farmacéuticas e metodologias gerais, inscritas na Farmacopéia
Brasileira ou nos compéndios internacionais. A saber, Farmacopéia Americana e seu
Formulario Nacional, Farmacopéia Européia, Farmacopéia Britanica, Farmacopéia Francesa e
Farmacopéia Internacional.

Os métodos quimicos sdo os métodos resultantes de um processo de transformacao
quimica, descritos pela maioria das farmacopéias oficiais, por serem 0s mais acessiveis e de
menor custo. Classificam-se em gravimétrico, volumétrico e gasométrico. Os métodos
quimicos de identificacdo de funcbGes ou determinados grupos quimicos presentes em
farmacos, consistem em reacdes que resultam em formacéo de precipitado, produto colorido,
desprendimento de gas, descoramento do regente usado ou outro fendmeno qualquer,
facilmente perceptivel. Além destes, os métodos fisicos, que sdo aqueles descritos pela ciéncia
basica. Classificam-se em mecanicos (medicdo de energia e forca); térmicos (medicdo de
temperatura); 6pticos, medicdo de energia radiante (absorcdo, transformacdo e emissdo);
elétricos (medicdo de fendbmenos eletroquimicos); radioquimicos (medicéo de radioatividade).
E finalmente, os métodos bioldgicos que sdo aqueles utilizados para medir a potencial
terapéutico de um medicamento (grau de inibicdo de um agente microbiano), também séo
utilizados para contagem de agentes patdgenos de uma determinada amostra ou matéria-prima
que utiliza reagentes bioldgicos, tais como microorganismos, animais, fluidos e Orgaos
isolados de animais. A caracteristica dos reagentes biolégicos é a sua variabilidade. Para que
possamos estuda-los é necessario o emprego de padrdes de referéncia adequados e métodos
estatisticos dos experimentos, bem como uma criteriosa analise de resultados (Brandéo,
2001).

Durante o processo de producdo dos lotes, amostras devem ser coletadas para fins de
controle de qualidade. Os controles de processo sdo classificados em a) aqueles realizados
pelo pessoal da produgdo, no momento da operacdo, para assegurar que 0s equipamentos
conduzam a obtencgdo de produtos com caracteristicas dentro dos limites estabelecidos e, b)

aqueles realizados pelo pessoal do laboratério de controle de qualidade para assegurar a
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concordéancia com todas as especificaces do produto e uniformidade em cada lote. Os
registros de producéo, controle e distribuicdo devem ser conservados por no minimo 1 (um)
ano apos o término do prazo de validade do lote do produto. Estes devem incluir os registros
de limpeza e manutencdo dos equipamentos, especificacdes e nimeros dos lotes componentes

da formulacédo (Ansel, et al, 2007).

Normas de Qualidade e Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)

O setor farmacéutico, como ja vimos, é um setor regulado por leis proprias, € no que
diz respeito a padrdes de qualidade apresenta exigéncias bastante rigidas, ja que seus produtos
e praticas afetam a seguranca do consumidor. Os padrGes de qualidade seguidos pelos
fabricantes podem seguir normas pertencentes a duas categorias a) as obrigatdrias e as
voluntarias, cabendo a este estabelecer sua propria politica de qualidade.

No Brasil, o 6rgdo responsavel por fiscalizar o setor farmacéutico é a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criada em 19 de abril de 1999, pelo Ministério
da Saude (MS). O modelo adotado segue os padrbes de agéncias européias e dos Estados
Unidos. Com a finalidade de estabelecer uma referéncia para inspecdo das instalacoes,
processos e produtos, bem como fornecer treinamento a seus inspetores, a ANVISA publica
regulamentos técnicos voltados ao setor farmacéutico. Atualmente a Resolugdo do Colegiado
RDC 210/2003, revogada pela RDC 17/2010 dita os requisitos minimos necessarios que
devem possuir as industrias para garantir a qualidade de medicamentos que fabricam (Brasil.
2003; Brasil, 2010).

O conjunto de normas obrigatorias, descritas pelas Boas Praticas de Fabricacdo para
medicamentos e produtos afins surgiu nos EUA, em 1902, e serviram de base para as normas
adotadas por quase todos os paises. Em 1948, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
vinculada a Organizagdes das Na¢des Unidas (ONU), criou um conjunto de normas para boas
praticas de fabricacdo, que é adotada pelo Mercado Comum do Sul (MERCOSUL). Essas
normas foram revisadas em 1990 com base nas normas da série 1ISO 9000, tornando-se mais
abrangentes no que diz respeito a garantia de qualidade. As normas da série 1SO
complementam as obrigatérias das BPFs, de modo que sua certificacdo da ao fabricante
posicao de status (Gil, 2007; Who, 2003).
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Sistema 1SO 9000

A International Organization for Standardization (ISO) € um organismo mudial de
normatizacdo que entrou em funcionamento em 1947. Atualmente conta com a participacéo
de 53 paises e o Brasil € um dos seus fundadores, tendo como seu representante a Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Sua principal atividade é a elaboracdo de normas
técnicas que visam ndo apenas auxiliar os fabricantes no estabelecimento e gerenciamento de
padrdes técnicos, avaliacdo de conformidade, solucGes de problemas de producdo e de
distribuicdo, como também servem como norteadoras para o estabelecimento de
regulamentacdes por parte dos governos e liderangas econémicas, além de contribuir para que

0 consumidor possa estar adquirindo produtos e servigos de origem confiavel (Gil, 2007).

2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de métodos analiticos € um processo pelo qual estudos estatisticos séo
utilizados para garantir que o0 método em questdo atenda as exigéncias desejadas, fornecendo
uma evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado a fazer. Os
critérios empregados na validacdo de métodos analiticos sdo complexos e dependem
fundamentalmente do objetivo analitico do ensaio (Gil, 2007).

Um método analitico deve, idealmente, ser exato para fornecer valor real, ser preciso
para fornecer em um menor nimero de ensaios esse valor real, ser seletivo para que a exatidao
ndo desvie com interferentes potenciais, ser sensivel ou capaz de determinar as menores
concentragdes possiveis e, enfim, responder de uma forma proporcionalmente linear, ao longo

da ampla faixa de concentracéo.

2.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto como propriedades
fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem. O
estudo de estabilidade acelerada é projetado para acelerar a degradagdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Os

dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duracéo, podem
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ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condi¢des ndo aceleradas e
para avaliar o impacto de curtas exposicOes a condi¢Oes fora daquelas estabelecidas no rétulo
do produto, que podem ocorrer durante o transporte (Brasil, 2005).

Primeiramente sdo avaliadas as caracteristicas organolépticas, o valor do pH e da
viscosidade das formulagbes. Estes parametros sdo estudados comparativamente,
considerando-se as caracteristicas iniciais do produto e suas alteracBes ao longo do tempo
(Baby, 2005). Esses estudos geram resultados que sdo avaliados comparativamente exigindo
que os ensaios sejam conduzidos em paralelo com um produto de referéncia (Brasil, 2005).

Fatores extrinsecos e intrinsecos podem influenciar na estabilidade das formulagoes.
Aqueles que envolvem condigdes externas as quais os produtos ficam expostos e aqueles que
estdo relacionados com a natureza da formulacdo e a interagdo dos seus componentes,

respectivamente (Velasco-de-Paola, 2001).
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3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

Desenvolver estudo galénico de formas farmacéuticas para uso odontologico.

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formas farmacéuticas para uso odontolégico (dentifricio e enxaguatorio
bucal) que sirvam de veiculo para incorporacdo do extrato bruto seco das folhas de Eugenia

uniflora L. e determinar a Concentracédo Inibitoria Minima deste extrato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar estudo galénico de formas farmacéuticas (dentifricio e enxaguatério bucal)
compativeis com o extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L.

e Realizar estudos de estabilidade preliminar e acelerada do produto acabado.

e Realizar estudo microbiolédgico para determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM) do extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L.
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4 MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

Os estudos que compBem este trabalho sdo estudos preliminares de controle de
qualidade da matéria-prima, estudos microbiologicos, estudos galénicos e estudos de

estabilidade preliminar e acelerada.

4.1 ESTUDOS FITOQUIMICOS

4.1.1 Prospeccéo dos constituintes quimicos do EBS de E. uniflora L.

A prospecgdo dos constituintes quimicos no extrato seco das folhas de E. uniflora L. foi
feita a partir da ressuspensdo em dagua, para a verificacdo da presenca das classes de
substancias quimicas desejaveis.

A realizacdo dos testes qualitativos para constituintes quimicos, fendis e taninos, do
EBS de pitanga (Eugenia uniflora L.) foi realizado com o fim de aprovar o material obtido do
ponto de vista da presenca destes ativos pretendidos na amostra estudada, para garantir o
sucesso dos estudos posteriores considerando que a presenca de taninos e outros compostos
fendlicos tem sido descrita na literatura como principais constituintes e sendo ainda,

atribuidos a estes, alguma atividade farmacoldgica.

4.1.2 Obtengao do EBS das folhas de E. uniflora L.

O material boténico foi coletado de um individuo adulto cultivado em uma
propriedade particular localizada no municipio de Bezerros-PE. No momento da coleta, o
individuo adulto que apresentava floracdo, auséncia de contaminantes, praguicidas e pragas,
aproximadamento 1,5 metros de altura e no momento da coleta as condi¢bes ambientais eram
temperatura de 21°C + 2°C e a umidade relativa do ar de 38%. Em seguida, foi colocado em
estufa a 33°C durante uma semana para eliminacdo da umidade e estabilizacdo do conteido
enzimatico, sendo posteriormente triturado a pd. O po6 obtido foi utilizado para extracdo por
maceracdo em solugdo hidroalcodlica a 70%. Para obtencdo do extrato bruto seco (EBS) o
extrato fluido obtido ap6s maceracdo foi submetido a evaporacdo em banho-maria a 60 °C e
obteve-se um extrato pilular que foi entdo levado ao dessecador com silica gel e vacuo até

secura total.
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4.1.3 Teste qualitativo para fendis e taninos

No teste qualitativo para fendis e taninos adicionou-se trés gotas de solucédo alcodlica de
FeClsa uma aliquota de 2 mL da amostra. Qualquer variacdo de coloracdo em comparagéo ao
branco sera indicativa de presenca de fendis. A presenca de precipitado escuro de tonalidade
azul escuro indicara a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolizaveis) e verde oliva, a
presenca de taninos catéquicos (taninos condensados). A coloracdo verde acinzentado indica a

mistura destes dois taninos.

4.1.4 Prospeccéo da determinacédo de cinzas totais da matéria-prima

A determinacdo de cinzas totais foi realizada a partir das folhas de E. uniflora L. com
o fim de garantir a pureza da amostra, sendo as cinzas um parametro de avaliacdo da presenca
de material inorganico na amostra. Nao aplica-se aqui o estudo de residuo seco para avaliacdo
do teor de solutos no extrato pois esta analise ndao esta indicada no caso da pitanga devido a

quantidade de Gleos essenciais que seriam perdidos na analise.
4.1.5 Determinacéo de cinzas totais

Foi realizado o método indicado na monografia, preconizado pela Farmacopéia
Brasileira 42 edicdo, (1988), que avalia o teor de cinzas pela calcinacdo em mufla e determina
o limite méximo de 12% de cinzas.

4.1.6 Prospeccdo da determinacdo de agua da matéria-prima

A determinacdo de agua foi realizada com objetivo de garantir a qualidade da amostra
quanto a quantidade de agua presente no material sujeito ao estudo.

4.1.7 Determinacdo de agua em drogas vegetais
Foi realizado o método indicado na monografia, preconizado pela Farmacopéia

Brasileira 42 edicdo, (1988), para determinacdo de agua em drogas vegetais. A monografia

define o limite maximo de até 13% de 4gua na amostra.
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4.2 ESTUDOS MICROBIOLOGICOS

4.2.1 Preparacdo do inéculo

Os indculos foram obtidos a partir de culturas recentes dos microrganismos
Streptococcus sanguis (ATCC 15300), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida
albicans (ATCC 10321), preparando-se suspensfes padronizadas pela turvacdo de 0,5 da

escala de MacFarland em solucdo salina fisioldgica.

4.2.2 Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do EBS das folhas de E.

uniflora L.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de pogos por
difusdo em agar. Para isso foram feitas perfuracGes de aproximadamente 6 mm de didmetro
nas placas com meio de cultura (Agar Mueller Hinton e Agar Sabouraud) onde anteriormente
foram semeadas as suspensdes dos microrganismos teste.

O EBS de E. uniflora L. foi diluido nas proporcdes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
obtendo-se concentragdes entre 50 e 0,39 mg/mL. Nos pocos foram adicionados 50 pL das
diluicbes do extrato e em seguida as placas incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C + 2°C
por 18h para as bactérias e por 36h para a levedura. A clorexidina 0,12% foi utilizada para
realizacdo dos estudos comparativos, os ensaios foram realizados em duplicata. O resultado
foi avaliado, considerando-se a menor concentracdo onde ocorreu inibicdo do crescimento

microbiano com formacéo do halo de inibi¢do, por medicdo com paquimetro.

4.3 ESTUDOS GALENICOS

4.3.1 Prospeccao do desenvolvimento do dentifricio contendo EBS das folhas de E. uniflora
L.

O dentifricio tem trés funcbes bésicas: deve contribuir com a escovacgéo e eliminar a
placa, deve conter substancias protetoras especificas, principalmente Fluor e deve estimular o
desejo de limpeza através do seu sabor (Panzeri, 1983; Charlet, 1996). Foi desenvolvido um
dentifricio com consisténcia ideal apds obtencdo de varias formulas estudadas e testadas. A

materia-prima em estudo foi incorporada a melhor base obtida.



42
TORRES, V. M. Estudo microbiologico e galénico de formas farmacéuticas... E. uniflora L.

4.3.2 Técnica preparatéria do dentifricio contendo EBS das folhas de E. uniflora L.

Pesou-se o0 natrosol e foi adicionado a agua, levando-se ao aquecimento a 50°C até
obtencdo de uma rede polimérica. Pesou-se 0s demais constituintes da fase 1 e adicionou-se
ao gel, misturou-se vigorosamente por 20 minutos. Pesou-se a fase 2 e misturou-se a fase
anterior até total solubilizacdo. Pesou-se a fase 3 e verteu-se sobre a mistura anterior,
homogeneizando. Deixou-se em repouso por 24h. Apos este periodo, adicionou-se o EBS de
E. uniflora L. e agitou-se até atingir consisténcia de um creme macio e brilhante de coloracédo

esverdeada. Envasou-se logo apds a obtencdo para evitar o ressecamento da formulacao.

4.3.3 Prospeccao do desenvolvimento do enxaguatorio bucal contendo EBS das folhas de E.

uniflora L.

Para o enxaguatorio bucal, a principal caracteristica esperada foi a possibilidade de
adesdo ao produto por caracteristicas como aroma suave e agradavel associado a atividade

antimicrobiana do EBS de E. uniflora L.

4.3.4 Técnica preparatdria do enxaguatorio bucal contendo EBS das folhas de E. uniflora L.

Em um gral, triturou-se o nipagin e a sacarina sédica. Adicionou-se o alcool absoluto e
solubilizou-se até obtencdo de uma mistura homogénea. Adicionou-se o sorbitol 70%,
homogeneizou-se. Esse processo foi repetido para todos os componentes liquidos da férmula.
Apo0s a obtencdo da solucdo base para o enxaguatorio bucal, solubilizou-se o EBS de pitanga
em agua destilada suficiente. Adicionou-se aos poucos o EBS solubilizado a solucdo base
obtida anteriormente, homogeneizando sempre. Adicionou-se o aroma. Ao fim, adicionou-se

agua destilada em quantidade suficiente para completar o volume percentual (g.s.p. 100).

4.4 CONTROLE DE QUALIDADE DO PRODUTO ACABADO

4.4.1 Prospecgdo para estudo de estabilidade preliminar e acelerada das formas farmacéuticas
para uso odontoldgico contendo o EBS das folhas de E.uniflora L.

As caracteristicas do produto acabado e o comportamento das formulagGes em

condigdes que simulem as condicdes de transporte e prateleira foram avaliadas para garantir a
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qualidade do produto. Esses parametros serdo importantes para o futuro da pesquisa, sendo a
base para o inicio dos estudos de estabilidade de longa duracéo.

Foram utilizadas amostras das formulacfes desenvolvidas, enxaguatério e dentifricio,
suficientes para realizacdo dos testes em triplicata. Através do guia de estabilidade de
produtos cosméticos (Brasil, 2005) foram realizados estudos de estabilidade preliminar e
acelerada, onde os produtos previamente formulados foram submetidos a condigfes de
estresse, tendo como objetivo observar as propriedades organolépticas (aspecto, cor e odor) e

fisico-quimicas (pH, densidade e centrifugacdo) das formulacdes permaneceriam estaveis.

4.4.2 Estudo de Estabilidade Preliminar

No estudo de estabilidade preliminar as amostras analisadas foram armazenadas em
condigdes de temperatura ambiente (20 — 25°C); geladeira (2-5°C) e estufa (40°C) sendo
avaliadas em intervalos de 48h durante 12 dias (6 ciclos).

4.4.3 Estudo de Estabilidade Acelerada

No estudo de estabilidade acelerada as formulagdes foram submetidas as mesmas
condigdes de temperatura do estudo anterior, as quais foram avaliadas nos tempos: zero, 24
horas, 7°, 15°, 30°, 60° e 90° dias.

4.4.4 Propriedades Organolépticas

Foram avaliados os parametros aspecto, cor e odor na avaliacdo das propriedades
organolépticas do enxaguatério bucal. Quanto ao dentifricio, foram avaliados aspecto e cor.
Nas avaliagdes do aspecto dos produtos, as alteragdes foram classificadas como (1) normal,
sem alteracdo; (Il) levemente separado, levemente precipitado ou levemente turvo e (l1)
separado, precipitado ou turvo. As alteracdes de cor e odor, os critérios foram os seguintes: (1)
normal, sem alteracdo; (1) levemente modificada; (I11) modificada e (IV) intensamente

modificada.
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4.4.5 Propriedades fisico-quimicas

Os critérios observados quanto as propriedades fisico-quimicas do enxaguatério bucal
e dentifricio foram, pH, densidade e aspecto visual ap6s centrifugacdo. Nas avaliagdes do
aspecto dos produtos apos o processo de centrifugacdo as amostras foram classificados como
(1) sem separacao de fases; (1) leve separagdo de fases; (I11) notavel separacdo de fases; (IV)

produto com 50% de separacgéo e (V) produto com mais de 50% de separacao (Brasil, 2004).

4.4.6 pH

O pH foi determinado por meio da técnica potenciométrica com 0 equipamento
SCHOTT Fieldlab para o enxaguatério bucal, onde o pHmetro foi calibrado na faixa de pH de
4,0 e 10,0 e para o dentifricio foi utilizada a técnica com papel de tornassol de pH 0,0 a 14,0,
sendo todas as analises das amostras realizadas em triplicata e de acordo com os intervalos de

tempo citados anteriormente nos itens 4.4.2 e 4.4.3.

4.4.7 Densidade

A andlise da densidade das duas formulagdes consistiu na medicao através do método
de proveta graduada, onde mediu-se a massa dela vazia na balanc¢a analitica e foi obtido m;.
Em seguida, foi adicionado 10mL de cada produto a proveta e foi obtida uma segunda massa
igual a m,. Apds este processo fez-se a diferenca entre m; e m; resultando em my. Logo apds
dividiu-se m¢ pelo volume indicado na proveta (10mL) e dessa forma encontrou-se a
densidade dos produtos. Este processo foi repetido de acordo com os intervalos especificados

nos ites 4.4.2 e 4.4.3. A densidade foi obtida utilizando-se as seguintes equacdes:

Mo— M = Mg

d=m¢/v
4.4.8 Ciclo gelo-degelo e centrifuga combinados
No estudo de estabilidade preliminar as amostras foram submetidas ao estresse em

estufa a 40°C, na geladeira com a temperatura na faixa de 2°C a 5°C e uma das amostras

permaneceram na temperatura ambiente. Este estudo levou um periodo de 12 dias para cada
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produto, onde a cada 24 horas cada produto era transferido para uma condigéo de temperatura
diferente (geladeira ou estufa) e a cada 48 horas eram realizados os testes organolépticos e
fisico-quimicos previamente descritos.

No estudo de estabilidade acelerada cada amostra de cada produto permaneceu em
uma condic¢do diferente de temperatura por um periodo de 90 dias, contudo foram realizadas
as analises organolépticas e fisico-quimicas no tempo 0, 24 horas, 7°, 15°, 30°, 60° e 90° dias.

Ao final de cada analise realizada, foram retiradas aliquotas de cada amostra e
submetidas a acédo de centrifuga a 3000 rpm durante 30 minutos e classificadas de acordo com

0s critérios citados no item 4.4.5.
4.4.9 Viscosidade
Foi analisada a viscosidade das amostras de dentifricio, em triplicata, utilizando-se o

viscosimetro de Brookfield de 4 velocidades. As amostras foram analisadas nas velocidades

de 6, 12, 30 e 60 rpm com o spindle de ndmero 4.
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5 RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da presenca de taninos e outros compostos fenolicos foi realizado com o fim
de confirmar a presenca deste constituintes na matéria-prima em estudo, visto que, a
literatura j& descreveu estes compostos no género Eugenia. O resultado mostrou que, como ja
esperado, haja vista informag6es obtidas no trabalho de Oliveira e colaboradores (2006), a
nossa amostra possivelmente apresenta em sua composi¢do taninos e outros compostos
fenolicos, o que nos faz considerar que o metodo extrativo foi valido e nosso material em
estudo esta aprovado neste parametro de qualidade.

A determinacdo de cinzas totais € um parametro importante considerando que através
dele é possivel identificar se existe a presenca de compostos inorganicos na amostra. Em
certos vegetais é possivel detectar cinzas relacionadas a presenca de minerais como Ca, Fe,
Na, Mn, Cu, S, Co, entre outros, que podem estar relacionados com a nutricdo do vegetal.
Altos niveis de cinzas podem ser indicativos da presenca de contaminantes como areia e
sujeira. Baseado no resultado, onde a amostra submetida ao estudo apresentou 1% de cinzas, e
na monografia do vegetal, a amostra foi aprovada diante deste parametro de qualidade.

O material em estudo foi submetido & secagem ap6s a coleta para prevenir a
proliferacdo de microrganismos na amostra devido a presenca de agua livre. Para confirmacéo
de que o material esta atendendo a especificacdo descrita na monografia (limite de agua de
13%), uma amostra foi submetida a determinacdo de dgua em drogas vegetais. O resultado ao
final da andlise, 8,7% de agua, nos deu condicBes para aprovar a matéria-prima em estudo
neste parametro de pureza para ser dada continuidade ao estudo.

Os resultados obtidos no teste de Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) do extrato
bruto seco da Eugenia uniflora L. sobre os microrganismos (Streptococcus sanguis,

Staphylococcus aureus e Candida albicans) estdo expostos na tabela 01.



48
TORRES, V. M. Estudo microbioldgico e galénico de formas farmacéuticas... E. uniflora L.

Tabela 01 - Concentracdo Inibitéria Minima em meio sélido do extrato de Eugenia uniflora
L., sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguis e Candida albicans.

50

25 12,5 6,25 3,12 15 0,78 0,39

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

22 19 16 13 12 0 0 0
24 21 19 15 12 11 0 0
19 17 16 14 0 0 0 0

Figura 02 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L.
sobre S. sanguis, nas concentragfes de 50mg/mL (1); 25mg/mL (2); 12,5 mg/mL (3); 6,25
mg/mL (4); 3,12 mg/mL (5); 1,56 mg/mL (6); 0,78mg/mL (7); 0,39mg/mL (8).
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Figura 03 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L.
sobre S. aureus, nas concentragcdes de 50mg/mL (1); 25mg/mL (2); 12,5 mg/mL (3); 6,25

mg/mL (4); 3,12 mg/mL (5); 1,56 m/mL (6); 0,78mg/mL (7); 0,39mg/mL (8).
T 5 ’ : 'ﬂr"‘_*'f‘: oy 2
- ‘ -

Figura 04 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L.
sobre Candida albicans, nas concentragdes de 50 mg/mL (1); 25mg/mL (2); 12,5 mg/mL (3);
6,25 mg/mL (4); 3,12 mg/mL (5); 1,56 mg/mL (6); 0,78mg/mL (7); 0,39mg/mL (8).

No teste de Concentracdo Minima Inibitoria (CIM), todos os microrganismos testados
foram sensiveis ao extrato bruto seco da Eugenia uniflora Linn. A CIM sobre o Streptococcus
sanguis foi de 1,56 mg/mL com halo de 11 mm (Tabela 04 e Figura 02). Resultados
semelhantes foram encontrados onde o infuso das folhas frescas da Eugenia uniflora L.
apresentou CIM de 1,56 mg/mL
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O extrato bruto seco (EBS) deste estudo apresentou halo de inibi¢cdo de 12 mm numa
concentracdo de 3,12 mg/mL frente a Staphylococcus aureus (Figura 03). Segundo Victoria e
colaboradores (2012), o 6leo essencial de Eugenia uniflora L. (EUL) apresentou atividade
antibacteriana frente a esse microrganismo demonstrando um halo de inibicdo de 26 £ 7 mm
(disco de papel 6 mm) e um CIM = 0,8 mg/mL. Podemos observar que, o EBS também se
mostrou efetivo frente aos microrganismos cariogénicos descritos.

O gluconato de clorexidina foi utilizado como controle positivo neste estudo e
apresentou inibicdo do crescimento dos microrganismos até a Gltima diluicdo (0, 0009 %)
(Tabela 02 e Figuras 05, 06 e 07).

Tabela 02 - Concentracdo Inibitéria Minima em meio sélido do gluconato de clorexidina a
0,12% sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguis e Candida albicans.

0,03 0,015 0,0075 0,0038 0,0019  0,0009

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

19 18 16 15 14 13
20 20 17 14 13 10
21 21 14 13 12 10

Figura 05 - Controle positivo do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre S. sanguis, nas
concentragbes de 0,12% (1); 0,06% (2); 0,03% (3); 0,015% (4); 0,0075%(5); 0,0038(6);
0,0019(7); 0,0009(8).

A NP — R
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Figura 06 - Controle positivo do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre S. aureus, nas
concentragdes de 0,12% (1); 0,06% (2); 0,03% (3); 0,015% (4); 0,0075%(5); 0,0038 (6);
0,0019 (7); 0,0009 (8).

Figura 07 - Controle positivo do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre Candida albicans,
nas concentracdes de 0,12% (1); 0,06% (2); 0,03% (3); 0,015% (4); 0,0075%(5); 0,0038 (6);
0,0019 (7); 0,0009 (8).

Atualmente, dentre os agentes quimicos utilizados no combate das afec¢Bes bucais,
destaca-se o gluconato de clorexidina, que tem sido indicado pela sua eficacia comprovada na
remoc¢do quimica do biofilme cariogénico ou periodontopatogénico (Jovito, et al, 2009). A
clorexidina € um bisbiguanidio catidnico de amplo espectro antimicrobiano, que tem acdo
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (Borba, et al, 2008). Porém, o uso
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prolongado desse antisséptico pode trazer efeitos colaterais como, por exemplos,
manchamento de dentes, restauracGes, proteses e lingua, disgeusia e descamagdo da mucosa
bucal (Marinho, et al, 2003). A clorexidina foi utilizada neste estudo como controle positivo e
os resultados quanto a eficacia do extrato podem ser considerados relevantes haja vista a
formagéo de halos com didmetros equivalentes como podemos vislumbrar nas tabelas 01 e 02.
Esses resultados sdo animadores considerando a possibilidade da utilizagdo deste extrato em
formulagGes para uso odontoldgico em substituicdo de compostos como a clorexidina.

A CIM encontrada para a Candida albicans no presente estudo foi 6,25 mg/mL com
halo de 14 mm, valor bastante superior ao encontrado no estudo realizado por Auricchio e
colaboradores, onde a CIM foi de 0,5 mg/mL. No estudo citado, 0 método extrativo pode ter
influenciado na quantidade de metabdlitos secundarios relacionados com a atividade do
extrato. A atividade antifungica do 6leo essencial de EUL frente a C. albicans foi avaliada
recentemente (Victoria, et al, 2012) e o valor encontrado foi CIM= 208,3 + 72,1 pg/mL.
Apesar de ser necessaria uma maior concentracdo do EBS das folhas de pitanga para
formacdo do halo, esse resultado é bastante relevante considerando que a obtencdo do 6leo
essencial esta relacionada a um alto custo, longo prazo e baixo rendimento comparando ao
método de obtencdo do extrato bruto seco.

Apobs a incorporacdo do extrato bruto seco da Eugenia uniflora L. (1%) a base do
enxaguatdrio bucal, o produto final (ENX 4) se apresentou na forma de liquido opaco com
coloracdo levemente esverdeada, odor caracteristico e aroma agradavel, sem quebra da forma
farmacéutica. O dentifricio (CRD 7) apresentou-se na forma de gel-creme de consisténcia
alta, macio, coloracdo esverdeada, odor caracteristico e aroma agradavel. As tabelas 03 e 04

apresentam as formulagdes obtidas.
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Tabela 03 — Formulacgdes centesimais do dentifricio a base de extrato bruto seco (EBS) de
Eugenia uniflora L.

FORMULACOES CRD1 CRD2 CRD3 CRD4 CRD5 CRD6 ' CRD7 CRDS8
CONSTITUINTES

FASE 1

NATROSOL 0,50 0,50 1,00 1,00 1,50 1,50 2,00 2,00
EDTA 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

PROPILENOGLICOL 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
METILPARABENO 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
PROPILPARABENO 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18

AGUA q.s q.s qg.s qg.s qg.s qg.s qg.s qg.s
FASE 2

GLICERINA 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
SACARINA 0,15 0,15 0,30 0,30 0,40 0,40 0,50 0,50
ASPARTAME 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
AGUA 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0

CARBONATO DE 25,0 25,0 30,0 30,0 35,0 35,0 40,0 50,0
CALCIO

FASE 3

SORBITOL 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
POLISSORBATO 80 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
SOL. GERMAL 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
EBS EUL* 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

*EXTRATO BRUTO SECO DAS FOLHAS DE Eugenia uniflora L.

Tabela 04 - Formulacbes centesimais do enxaguatério bucal contendo EBS das folhas de
Eugenia uniflora L.

FORMULACOES ENX 1 ENX 2 ENX 3 ENX 4 ENX 5 ENX 6
CONSTITUINTES

ALCOOL ABSOLUTO 12 12 10 10 8 8
SORBITOL 70% 10 10 10 10 10 10
GLICERINA BI-DESTILADA 10 10 10 10 10 10
SACARINA SODICA 0,2 0,2 0,1 0,1 0,05 0,05
SALICILATO DE METILA 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NIPAGIN 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
AROMA DE HORTELA 1,0 1,0 0,5 0,5 0,25 0,25
EBS FEUL" 1 1 1 1 1 1
AGUA DESTILADA QSP 100 100 100 100 100 100

*EXTRATO BRUTO SECO DAS FOLHAS DE Eugenia uniflora L.

Logo em seguida, apds a incorporacdo do extrato bruto seco a base do enxaguatorio
bucal e dentifricio, foram retiradas 3 aliquotas de 60 mL cada do enxaguatério bucal e 40g
cada de dentifricio para acondicionamento em erlenmeyer fechado.

No estudo da estabilidade preliminar a amostra do enxaguatorio bucal que permaneceu
em temperatura ambiente demonstrou aparéncia e odor normal até o décimo segundo dia,
porém as amostras submetidas as condicGes de 40°C em estufa e 2°C a 5°C em geladeira
apresentaram a partir do terceiro ciclo (sexto dia) odor e cor levemente modificados,
apresentando aspecto levemente precipitado quando submetidos a estufa, permanecendo desta
forma até o nonagésimo dia do estudo de estabilidade acelerada. No estudo de estabilidade

preliminar e estudo de estabilidade acelerada, o dentifricio ndo apresentou alteracdes visiveis
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em relacdo a cor e aspecto quando submetido as condi¢des de temperatura na estufa, geladeira

e temperatura ambiente.

Tabela 05 — Avaliacdo do estudo de estabilidade preliminar e acelerado do enxaguatorio bucal

contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

Propriedades Organolépticas
Aspecto Cor Odor
T. Ambiente Normal, sem Normal, sem Normal, sem
alteracdo alteracdo alteracdo
Geladeira Normal, sem Levemente Levemente
alteracdo modificada modificado
Estufa Levemente Levemente Modificado
precipitado modificada

Tabela 06 — Avaliacdo do estudo de estabilidade preliminar e acelerado do dentifricio
contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

Propriedades Organolépticas
Aspecto Cor
T. Ambiente Normal, sem alteracdo Normal, sem alteracéo
Geladeira Normal, sem alteracdo Normal, sem alteracéo
Estufa Normal, sem alteracéo Normal, sem alteracéo

O pH do enxaguatério bucal e dentifricio em temperatura ambiente no estudo da
estabilidade preliminar tiveram uma meédia de 4,66 e 6,0 respectivamente, durante os 6 ciclos
(12 dias) de andlises realizadas. Em condicdes de ciclo gelo/degelo em que foram realizados
os testes a cada 48 horas a média foi de 4,76 para 0 enxaguatorio bucal e 6,0 para o dentifricio
(Tabelas 07 e 09).

No estudo de estabilidade acelerada a média do pH no enxaguatorio bucal foi de 4,66 e
do dentifricio 6,0 em temperatura ambiente durante os 90 dias de teste. Na condi¢do de
temperatura em estufa a média do enxaguatorio bucal foi de 4,67 e do dentifricio 6,0, sendo
na geladeira 4,68 e 6,0. Apds formulado, o enxaguatorio bucal apresentava pH 4,61 e o
dentifricio 6,0, podendo o enxaguatdrio bucal variar para 4,71 e o dentifricio para 7,0. Dessa
forma foi possivel observar que os produtos mesmo quando submetidos a condicdes

desfavoraveis permaneceram com uma faixa de pH constante, demonstrando que trata-se de
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formulacdes estaveis quando considerado o pardmetro fisico-quimico do pH (Tabelas 08 e
10).

Tabela 07 - Avaliacdo do pH no estudo de estabilidade preliminar do enxaguatério bucal
contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

pH das amostras — Enxaguatério Bucal
2°dia | 4°dia | 6°dia | 8°dia | 10°dia | 12°dia | Média
Temperatura 4,64 4,64 4,75 4,58 4,66 4,74 4,66
ambiente

Geladeira/ 4,74 4,71 4,87 4,72 4,73 4,79 4,76
Estufa

Geladeira / 4,67 4,58 4,74 4,63 4,62 4,76 4,66
Estufa

Tabela 08 — Avaliacdo do pH no estudo de estabilidade acelerada do enxaguatorio bucal
contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

pH das amostras — Enxaguatorio Bucal
Tempo O | 7°dia | 15°dia | 30° dia | 60° dia | 90° dia | Média
124 horas
Temperatura 4,74 4,70 4,70 4,62 4,62 4,60 4,66
ambiente
Estufa 4,79 4,82 4,63 4,61 4,61 4,60 4,67
Geladeira 4,76 4,74 4,63 4,73 4,63 4,60 4,68

Tabela 09 — Avaliacdo do pH no estudo de estabilidade preliminar do dentifricio contendo
extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

pH das amostras — Dentifricio

2°dia | 4°dia | 6°dia | 8°dia | 10°dia | 12°dia | Média
Temperatura 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
ambiente
Geladeira / 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Estufa
Geladeira / 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Estufa
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Tabela 10 — Avaliacdo do pH no estudo de estabilidade acelerada do dentifricio contendo
extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

pH das amostras — Dentifricio
Tempo O | 7°dia | 15°dia | 30° dia | 60° dia | 90° dia | Média
/24 horas
Temperatura 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
ambiente
Estufa 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Geladeira 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

A densidade dos produtos previamente formulados foi medida para determinar se a
relacdo entre a massa e o volume continuou constante apds os periodos de estresse na estufa,
geladeira e temperatura ambiente. Dessa forma foi visto que durante o teste de estabilidade
preliminar em temperatura ambiente a média da densidade medida foi do enxaguatdrio bucal e
dentifricio foi de 1,009 g/mL e 1,219 g/mL, respectivamente. As amostras que foram
transferidas a cada 24 horas para condi¢des de temperatura diferentes e a cada 48 horas
analisadas obtiveram a média de densidade em 1,0077 g/mL para 0 enxaguatorio bucal e
1,216 g/mL para o dentifricio (Tabelas 11 e 12).

No teste de estabilidade acelerada os produtos, enxaguatério bucal e dentifricio
apresentaram média de densidade em temperatura ambiente de 1,036 g/mL e 1,2158 g/mL,
respectivamente. As amostras que foram pra estufa resultaram em média de densidade em
1,012 g/mL para o enxaguatorio bucal e 1,2119 g/mL para o dentifricio. Nas condicfes de
temperatura da geladeira as médias de densidade obtidas foram 1,0047 g/mL para o
enxaguatorio bucal e 1,2192 g/mL para o dentifricio (Tabelas 13 e 14).

Tendo em vista que a densidade obtida logo apés a formulacdo dos produtos foram
1,2172 g/mL para o enxaguatorio e 1,2216 g/mL para o dentifricio foi possivel concluir que
nenhuma das duas formulagBes apresentaram variacdes significativas de densidade
demonstrando que as formulagdes se mantiveram estaveis quando levado em consideracdo o

parametro fisico-quimico da densidade.
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Tabela 11 — Avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade preliminar do enxaguatorio
bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

Densidade das amostras — Enxaguatdrio Bucal (g/mL)
2°dia | 4°dia | 6°dia | 8°dia | 10°dia | 12°dia | Média
Temperatura | 1,0043 | 1,002 | 1,0102 | 1,0021 | 1,0097 1,0128 1,009
ambiente
Geladeira/ | 1,0031 | 1,0025 | 1,0031 | 1,0143 | 1,0125 1,0109 | 1,0077
Estufa
Geladeira/ | 1,0011 | 1,0063 | 1,0159 | 1,0037 | 0,9997 1,0168 | 1,0072
Estufa

Tabela 12 — Avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade preliminar do dentifricio
contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

Densidade das amostras — Dentifricio (g/mL)

2°dia | 4°dia | 6°dia | 8°dia | 10°dia | 12°dia | Média
Temperatura | 1,2216 | 1,2205 | 1,219 | 1,2187 | 1,2174 1,2172 1,009
ambiente
Geladeira/ 1,2243 | 1,2159 | 1,2152 | 1,2146 1,2135 1,2138 1,216
Estufa
Geladeira / 1,22 1,216 | 1,2151 | 1,2146 | 1,2124 1,2475 1,22
Estufa

Tabela 13 — Avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade acelerada do

bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

enxaguatorio

Densidade das amostras — Enxaguatdrio Bucal (g/mL)
Tempo 0 | 7° dia | 15°dia | 30° dia | 60° dia | 90° dia | Média
124 horas
Temperatura 1,0128 1,0037 | 1,0043 | 1,0205 | 1,0202 | 1,0203 | 1,0136
ambiente
Estufa 1,0109 1,0166 | 1,0042 | 1,0139 | 1,0135 | 1,0132 | 1,012
Geladeira 1,0168 1,004 | 0,9975 | 1,0033 | 1,0036 | 1,0032 | 1,0047
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Tabela 14 - Avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade acelerada do dentifricio
contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.

Densidade das amostras — Dentifricio (g/mL)

Tempo 0 | 7° dia 15° 30° dia | 60° dia | 90° dia | Média
/24 horas dia

Temperatura 1,2172 1,216 1,215 1,216 1,214 1,217 | 1,2158

ambiente

Estufa 1,2475 1,205 1,203 1,206 1,208 1,202 | 1,2119

Geladeira 1,2138 1,2121 | 1,2122 | 1,2225 | 1,2326 | 1,2221 | 1,2192

A viscosidade das amostras do dentifricio foram avaliadas com o auxilio de um
viscosimetro rotativo de Brookfield com 4 velocidades, onde todas as velocidades foram
testadas (6, 12, 30 e 60 rpm) com o spindle n° 4, porém o dentifricio demonstrou uma
viscosidade acima do limite do equipamento, impedindo a realizacdo do teste. Isto ocorreu
devido ao produto se tratar de um material ndo-newtoniano plastico, onde nédo existe relagdo
entre a forca e o cisalhamento, pois a deformacdo ocorre apenas no local aonde a forca é
exercida (Ansel, et al, 2007).
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo é possivel concluir que:

1. O extrato bruto seco de Eugenia uniflora L. (pitanga) produziu uma significante
atividade antimicrobiana in vitro sobre as linhagens de Streptococcus sanguis, Staphylococcus
aureus e Candida albicans, microrganismos que compdem o biofilme oral. Esses resultados
sdo muito promissores considerando que a inibicdo do crescimento provocada pelo EBS das
folhas de E. uniflora L. é tdo eficaz quanto a inibicdo produzida pelo produto de referéncia
utilizado neste estudo, o gluconato de clorexidina. A vantagem é que a utilizacdo do EBS do
estudo em substituicdo a clorexidina significa a diminuicdo de custos, de reacdes adversas e
efeitos colaterais, associada a possibilidade de maior adesdo ao tratamento por ser um
componente ativo de origem vegetal.

2. As formulagbes obtidas, dentifricio e enxaguatério bucal, apresentaram O6timos
resultados nos testes de estabilidade preliminar e acelerada demonstrando compatibilidade
entre as formulacdes e o extrato bruto seco das folhas de Eugenia uniflora L. (pitanga). O que
sugere a possibilidade de submeter as formulacBes desenvolvidas neste trabalho a estudos de

estabilidade de longa duracédo e estudos clinicos.
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ANEXO A — Representacdo grafica da avaliacdo do pH no estudo de estabilidade preliminar
do enxaguatério bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO B — Representacao grafica da avaliacdo do pH no estudo de estabilidade acelerada
do enxaguatério bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO C — Representacdo grafica da avaliacdo do pH no estudo de estabilidade preliminar
do dentifricio contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO D — Representacdo grafica da avaliacdo do pH no estudo de estabilidade acelerada
do dentifricio contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO E - Representacdo grafica da avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade
preliminar do enxaguatorio bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO F — Representacdo grafica da avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade
preliminar do enxaguatorio bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO G — Representacdo grafica da avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade

acelerada do enxaguatorio bucal contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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ANEXO H - Representacdo gréafica da avaliacdo da densidade em estudo da estabilidade
acelerada do dentifricio contendo extrato bruto seco das folhas de E. uniflora L.
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