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CONTEXTUALIZACAO DA DISSERTACAO

Para o INCA (Instituto Nacional de Cancer), 2020, o Cancer € o crescimento anormal
de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a distancia, compreendendo mais
de 100 diferentes tipos de doencas malignas. Os tratamentos individualmente ou em
concomitancia na oncologia sdo cirurgia, radioterapia e quimioterapia, que também podem ser
utilizadas concomitantemente.

Segundo a European Society for Medical Oncology (ESMO), mucosites sdo lesdes
inflamatoérias decorridas de infec¢des na cavidade bucal ou trato gastrointestinal, existentes pela
queda no sistema imunoldgico ou medicamentos administrados. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), classifica a Mucosite Oral (MO) em quatro graus de severidade, na cavidade
bucal ou trato gastrointestinal, sendo grau I as lesdes eritematosas e dolorosas, grau Il a
presenca de tulceras e o paciente consegue se alimentar, grau Il o paciente apresenta ulceras e
s6 consegue ingerir liquidos e grau IV o paciente ndo consegue tolerar nenhum tipo de alimento.
Destacando que o comprometimento da ingestdo alimentar agrava o catabolismo no cancer e
deteriora o estado nutricional do paciente.

A MO ¢ uma intercorréncia comum em pacientes submetidos ao tratamento de
neoplasias e corriqueiramente debilitante, tornando uma prioridade na oncologia clinica. A MO
¢ uma lesdo aguda associada ao tratamento da radioterapia que pode atingir os labios até o
esofago e tem duragdo de mais ou menos 3 a 12 semanas, enquanto a quimioterapia envolve a
cavidade oral anterior e pode durar de 3 a 12 dias. Ja o tratamento concomitante delas tem inicio
mais curto e prolongado, aumentando sua gravidade

Em 2014 foi revisado as Diretrizes de Pratica Clinica MASCC/ISOQO para a prevencao
da MO, onde as principais recomendagdes foram: 30 minutos de crioterapia para pacientes em
uso de quimioterapia; laser terapia de baixa intensidade; e bochechos com benzidamina para
pacientes em uso de radioterapia. O enxaguante bucal a base de clorexidina, ainda ¢ um dos
principais tratamentos utilizados na MO. Até o momento, nenhuma intervencao foi capaz de
prevenir e tratar a mucosite oral por conta propria. E necessario combinar intervengdes que
atuem nas diferentes fases da mucosite, diminuindo os sintomas como dor e disfagia. Ainda ndo
estdo claras quais estratégias reduzem a mucosite oral, pois ndo existem evidéncias suficientes
que descrevam um tratamento com eficacia comprovada e superior aos demais tratamentos para

essa condicao.



O Plantago major L. ¢ conhecido por ser uma planta invasora de hortas e pertence a
familia Plantaginaceae, muito utilizado na medicina tradicional e conhecido popularmente
como tanchagem, tansagem ou lingua de vaca. Contém nutrientes, compostos antioxidantes,
fibras e proteinas, quando comparadas a alimentos convencionais, demonstrando assim sua
efetividade para uma dieta de qualidade. Também ¢ rico em compostos fendlicos (4cidos
cafeico e galico), terpenos (oleandlico e ursodlico), acidos graxos (linoleico, linolénico e
palmitico) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Este estudo tem por finalidade analisar o uso
do enxaguante bucal a base da tansagem em comparacdo com o enxaguante a base do
clorexidina, hoje utilizado nas lesdes de mucosites orais relacionadas ao tratamento
quimioterapico, nos pacientes com cancer.

O estudo se deu por meio de um ensaio clinico randomizado duplo cego com pacientes
de uma Clinica de Oncologia do Sudoeste do Parana e analisou 11 pacientes em randomizagao
simples. Os resultados estdo apresentados no decorrer do trabalho.

Esta ¢ uma breve contextualizacdo do trabalho de dissertacdo realizado e que encontra-
se escrito na sequéncia em forma de artigo cientifico, visando uma maior eficicia para a

publicacao dos resultados produzidos.



RESUMO

A Mucosite Oral (MO) ¢ uma intercorréncia comum em pacientes submetidos ao tratamento de
neoplasias e corriqueiramente debilitante, sendo seu tratamento umas das prioridades na
oncologia clinica. O objetivo deste trabalho foi formular e avaliar os efeitos de um enxaguante
bucal com extrato de Plantago major L. (tansagem) aplicado como enxaguante bucal em
pacientes com mucosites induzidas pela quimioterapia. A tansagem faz parte de uma lista
composta por 71 espécies vegetais com potencial na promogado a saude e de interesse para o
MS, ¢ uma planta invasora de hortas que pertence a familia Plantaginaceae e ¢ bastante utilizada
na medicina tradicional. Este ¢ um estudo clinico randomizado comparando o uso do
enxaguante a base da tansagem com o enxaguante a base de clorexidina (controle), realizado
com 11 participantes, divididos por randomizagdo simples através do Programa da Microsoft
Excel de uma Clinica de Oncologia do Sudoeste do Parana, com duragdo de 53 dias. A
avaliacdo oral dos pacientes que apresentaram mucosites, foi realizada semanalmente, no dia 0,
7 e 14 durante o tratamento com bochechos diarios com os enxaguantes bucais (3x ao dia). Para
fins de andlise e elaboracdo do enxaguante bucal, a extragdo hidroalcodlica da planta foi
realizada, bem como, sua caracterizagdo quanto ao conteido de compostos fenolicos, atividade
antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP), antimicrobiana e avaliagdo de potencial citotéxico em
linhagens celulares. A tansagem apresentou valores de compostos fenolicos de 19,64 (+0,38) e
de atividade antioxidante DPPH 444,12 (+0,759), FRAP 3848,11 (+ 84,46) ¢ ABTS 10435,19
(£447,63). Quanto a analise de citotoxicidade o extrato ndo apresentou atividade citotdxica nas
concentragdes de 0,06, 0,6 e bmg/mL. Na avaliagdo antimicrobiana, a tansagem teve resposta
bacteriostatica. Na comparag¢do com o uso do enxaguante a base de clorexidina e o enxaguante
a base de P major, nao houve diferenca significativa entre um enxaguante € ao outro, em relagdo
a dor e grau da mucosite, mostrando assim que o enxaguante a base da tansagem, ser uma opgao
de escolha no uso preventivo e profilatico das lesdes de mucosites ocasionadas pelo tratamento

de quimioterapia nos pacientes com cancer.

Palavras chaves: antioxidante; antimicrobiana, plantas medicinais; quimioterapia.



ABSTRACT

Oral Mucositis (OM) is a common intercurrence in patients undergoing treatment for cancer
and is routinely debilitating, and its treatment is one of the priorities in clinical oncology. The
objective of this work was to formulate and evaluate the effects of a mouthwash with Plantago
major L. extract (tansagem) applied as a mouthwash in patients with mucositis induced by
chemotherapy and radiotherapy. The tansagem is part of a list composed of 71 plant species
with potential to promote health and of interest to MS, it is an invasive plant that belongs to the
Plantaginaceae family and is widely used in traditional medicine. This is a randomized clinical
study comparing the use of a mouthwash based on tansagem with a mouthwash based on
chlorhexidine (control), carried out with 11 participants, divided by simple randomization
through the Microsoft Excel Program of an Oncology Clinic in the Southwest of Parana , lasting
53 days. The oral evaluation of patients who had mucositis was performed weekly, on days 0,
7 and 14 during treatment with daily mouthwashes with mouthwashes (3x a day). For purposes
of analysis and elaboration of the mouthwash, hydroalcoholic extraction of the plant was carried
out, as well as its characterization regarding the content of phenolic compounds, antioxidant
(DPPH, ABTS, FRAP), antimicrobial activity and evaluation of cytotoxic potential in cell lines.
The tansage presented values of phenolic compounds of 19.64 (+0.38) and of antioxidant
activity DPPH 444.12 (£0.759), FRAP 3848.11 (£ 84.46) and ABTS 10435.19 (+447.63 ). As
for the cytotoxicity analysis, the extract did not show cytotoxic activity at concentrations of
0.06, 0.6 and 6mg/mL. In the antimicrobial evaluation, tansage had a bacteriostatic response.
In the comparison with the use of the mouthwash based on chlorhexidine and the mouthwash
based on P major, there was no significant difference between one mouthwash and the other, in
relation to pain and degree of mucositis, thus showing that the mouthwash based on tansage, to
be an option of choice in the preventive and prophylactic use of mucositis lesions caused by

chemotherapy treatment in cancer patients.

Keywords: antioxidant; antimicrobial, medicinal plants; chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

Cancer ¢ o termo que define um grupo de doencas que pode afetar qualquer regido do
corpo, sendo uma das principais causas de morte nas Américas (OPAS, 2020). O tratamento
agressivo de doencgas malignas como a quimioterapia e radioterapia, podem produzir
toxicidades inevitdveis para as células normais. O revestimento da mucosa do trato
gastrointestinal, incluindo a mucosa oral, ¢ bastante suscetivel a toxicidade dos tratamentos
antineoplésicos em virtude de sua rapida taxa de renovagdo celular. A cavidade oral ¢ altamente
suscetivel aos efeitos toxicos diretos e indiretos da quimioterapia do cancer e da radiacao
ionizante (CARVALHO, 2009).

A dor e a gravidade em decorréncia das lesdes da mucosite interferem na alimentacao
do paciente, aumentando sua morbimortalidade, sendo muitas vezes indicado o uso de nutrigao
enteral ou parenteral para melhorar a ingesta alimentar, ou at¢ mesmo, a suspensao do
tratamento antineoplasico até melhora do quadro clinico (SANTOS et al., 2009).

Comumente as pessoas usam plantas medicinais no tratamento da mucosite, isso porque
essas plantas apresentam caracteristicas importantes, como atividades anti-inflamatorias,
antissépticas ou emolientes (BRAGA; et al., 2015). Tendo em vista esse aspecto € o crescente
aperfeicoamento das pesquisas com plantas medicinais, o Ministério da Saude (MS) divulgou
em 2009, a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de beneficio ao SUS (RENISUS). A
tansagem (Plantago major L) faz parte de uma lista composta por 71 espécies vegetais com
potencial na promocao a satude e de interesse para o MS (CARVALHO, 2011).

A Plantago major L. conhecida popularmente como tanchagem, tansagem ou lingua de
vaca ¢ uma planta invasora de hortas que pertence a familia Plantaginaceae e ¢ bastante
utilizada na medicina tradicional. Suas folhas sdo utilizadas em forma de chés por cocgdo e
infusdo, em emulsdes e como emplastos para o tratamento de feridas e inflamacgdes
(SAMUELSEN, 2000). A planta apresenta em sua composi¢do nutrientes, compostos
antioxidantes, fibras e proteinas, que contribuem para uma dieta saudavel e de qualidade
(BEZERRA et al., 2017). Também ¢ rico em compostos fendlicos (acidos caféico e galico),
terpenos (oleanolico e ursolico) e acidos graxos (linoleico, linolénico e palmitico) (BRASIL;
MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Os compostos fenodlicos sdo compostos bioativos
considerados extremamente importantes a vida pois fornecem beneficios a satide, auxiliando na
defesa do organismo através de agdes antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimutagénicas (DE

OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Sua atividade antibacteriana ndo estd bem caracterizada,
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apresentando controvérsias nos estudos realizados por microrganismos criadores de biofilme
(SOBREIRA et al, 2020).

Em decorréncia de todos os transtornos acometidos pelos pacientes submetidos ao
tratamento do cancer, suas complicagdes e agravamentos, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e avalia¢do do uso oral de um enxaguante bucal a base de extrato de P. major
(tansagem) no tratamento das mucosites em pacientes em uso da quimioterapia.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do enxaguante bucal a base do
extrato de P major L em pacientes com mucosites induzidas pela quimioterapia e radioterapia
no tratamento do cancer, comparando a extensdo e dura¢do das mucosites com o enxaguante a

base de clorexidina a 0,12%.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado por ensaio clinico randomizado duplo cego, em que os pacientes
de uma Clinica de Oncologia do Sudoeste do Parand, receberam para cuidados de rotina e
bochecho os enxaguantes bucais a base do extrato de P major L. (grupo experimental) ou
enxaguante bucal a base de clorexidina (grupo controle). A avaliagcdo diaria foi realizada por
meio do questionario Perfil de Impacto de Saude Bucal (Oral Health Impact Profile — OHIP)
(TAYLOR et al., 2009), bem como a analise da escala da dor e duragdo da MO comparadas

entre cada grupo experimental e o grupo controle.

2.1 FORMULCAO DO ENXAGUANTE BUCAL

Os espécimes de P major L. foram adquiridos em uma horta de agricultores de Sao Joao
no Sudoeste do Parana (25° 49' 27" Sul). Uma amostra do material vegetal foi identificada pela
Botanica Dra. Giovana Faneco e depositada no Herbério da Universidade Tecnoldgica Federal

do Parand (UTFPR), sob o nimero de registro HPB 1254.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

A planta P. major L. depois de colhida foi submetida a lavagem e posterior imersdao em
solugdo de hipoclorito de sodio 0,01% (v/v), para desinfec¢do, por 15 minutos. Apos este
procedimento, o material vegetal foi submetido a secagem prévia, por aproximadamente 24
horas, a temperatura ambiente, sobre bancada previamente limpa, sanitizada e revestida com
papel absorvente. Na sequéncia o material foi seco em estufa com circulacao de ar, a 60°C, por
24 horas. As folhas secas foram trituradas em liquidificador e submetidas a extracdo
hidroalcoolica (etanol/agua 70%, v/v). A extragdo foi realizada utilizando 1 g das folhas e 30
mL de solvente, com extracdo durante 24 horas a temperatura ambiente (24°C) sob agitagao

magnética e ao abrigo da luz. O extrato foi filtrado em papel filtro e o solvente evaporado a
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baixa temperatura (40 °C) sob vacuo em rotaevaporador, sendo entdo o extrato final liofilizado

e armazenado a -18 °C até uso.

2.3 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada para verificar a citoxicidade do extrato. A avaliagdo
foi executada utilizando o reagente de ensaio MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-i1-2,5-
difeniltetraz6lio) na concentracdo de 5 mg/mL em tampao fosfato salino. Esse reagente de
coloragdo amarela ¢ facilmente incorporado as células vidveis, sendo sequencialmente
reduzido, pela atuacao de enzimas desidrogenases ao sal formazan, de coloragdo roxo-purpura,
o qual foi solubilizado pela a adicdo do DMSO e quantificado colorimetricamente a 560 nm,
sendo a intensidade de cor proporcional a quantidade de células vidveis (FUKUI; YAMABE;
ZHU, 2010).

Para verificacdo do potencial citotoxico utilizou-se cé€lulas mononucleares do sangue
periférico (PBMC, do inglés peripheral blood mononuclear cell) obtidas de voluntérios
saudaveis. Para isso, coletou-se sangue periférico em tubos contendo EDTA, e procedeu-se o
isolamento das PBMCs conforme o protocolo de Boyum (1968) com adaptagdes. Ao final, as
células obtidas foram ressuspendidas com meio de cultivo RPMI (meio do Instituto Roswell
Park Memorial) suplementado com 10% de soro fetal bovino, acrescido de 1% de antibiotico e
antifungico e cultivadas em placas de 96 pogos. O referido projeto teve aprovagdo pelo comité
de ética da Universidade Federal da Fronteira Sul, sob o nimero 822.782.

Para realizagdo dos ensaios as células foram tratadas por 24 horas com os extratos do P.
major. Para isso o extrato foi diluido utilizando o meio de cultivo RPMI. As concentragdes de
tratamento foram 0,06, 0,6 ¢ 6 mg/mL. O controle da reacdo foi realizado utilizando apenas o
meio RPMI. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relagdo ao controle,

conforme Figura 1.
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2.4 ENSAIO CLINICO DUPLO CEGO RANDOMIZADO

O ensaio clinico duplo cego randomizado simples aconteceu na Clinica de Oncologia
do Sudoeste Ltda do Hospital Filantrépico Policlinica de Pato Branco, Parana. Foram
convidados a participar da pesquisa, pacientes que ao realizarem a quimioterapia, apresentaram
mucosites orais, apos serem avaliados por um cirurgido dentista e analisadas qual o nivel de
lesdo, 11 pacientes foram selecionados ao todo. Apos o aceite, foram randomizados em dois
blocos de 5 e 6 participantes, em amostragem aleatdria simples, ambos de forma duplo cega,
onde a aparéncia, cheiro e sabor dos enxaguantes eram idénticos nos dois grupos. Apds serem
avaliados e orientados quanto aos cuidados a serem realizados e sobre o retorno em 7 dias, a
enfermeira da clinica, entregava o enxaguante, sem conhecimento dos avaliadores, nem do
paciente de qual enxaguante ele faria uso, validando assim o cegamento duplo. O tratamento
consistiu em 14 dias, tempo médio da duragdo da mucosite com o uso do enxaguante bucal a
base do extrato e analise dos pacientes acometidos pela mucosite comparando o enxaguante
bucal a base clorexidina.

Os enxaguantes bucais foram formulados na Salazar e Guerra farmécia de manipulacao
LTDA - Vicofarma, sob o CNPJ: 34075588000164. Os enxaguantes de ambos os grupos,
tiveram a mesma formulacao base: Aroma liquido de morango, xilitol, nipagim e 4gua destilada
e a adicdo de 0,12% de clorexidina (concentracdo padrao utilizada nesses enxaguantes) em 20
frascos e os outros 20, ap0s a realizacao das analises e sendo perceptivel sua acao bacteriostatica
e antioxidante, foi adicionada 0,24% de tansagem.

O estudo foi submetido para analise e aprovacio pelo Comité de Etica de Pesquisa com
Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul, sob CAAE
65628022.5.0000.5564. Os critérios de inclusdo, pacientes do sexo masculino e ou feminino
com diagnostico de cancer em tratamento quimioterapico, maiores de 18 anos, que apresentam
algum grau de mucosite de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (HUNTER,
1980). Como critério de exclusdo considerou-se aqueles que apresentem distirbios
hematoldgicos ou realizem tratamento com antibidticos, antivirais, antifungicos ou drogas
monoclonais, que apresentem algum tipo de alergia aos componentes das formulacdes dos
enxaguantes ou que realizem laser terapia prévia nas lesdes das mucosites. Antes da analise,
todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

concordando com os termos, apresentados no mesmo.
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Os danos que poderiam ocorrer aos participantes da pesquisa foram considerados
baixos, visto que foi realizada andlise de toxicidade e biocompatibilidade do extrato antes da
administracdo desse em seres humanos, levando em consideragdao também, essa ja ser uma
planta de interesse do SUS, ja previamente liberada pelo Ministério da Satide (BRASIL;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A orientagdo foi de que os pacientes realizassem os bochechos 3 vezes ao dia, durante
os 14 dias de uso. Cada participante recebeu um kit contendo os frascos para o tratamento, um
conjunto de instrugdes, um didrio para registro de sinais e sintomas como: dor, presenca de
feridas e consumo de analgésicos e as recomendacdes para o armazenamento correto dos
enxaguantes. O grau da mucosite ¢ a intensidade da dor foram monitorados pelo pesquisador
responsavel, juntamente com o enfermeiro e ortodontista da Clinica de Oncologia nos dias 0, 7
e 14 dias. Aqueles que alcangaram o grau 0 das mucosites e referiram ndo sentir mais dor,

finalizaram a pesquisa.

2.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos totais presentes no extrato obtido de P major L. foi
determinado pelo método de Folin Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). A determinagdo
dos compostos fenolicos totais se deu em triplicata utilizando 0,1g do extrato liofilizado para
50 mL de dgua. O Acido Galico (GAE) foi empregado como padrio de referéncia, sendo
construida curva padrao com concentragdes de 2,5, 5, 10, 25, 40, 70, 85, 100 e 125 mg/L A
mistura reacional consistiu de 0,5 mL de amostra (ou acido galico na construcao da curva
padrdo), 2,5 mL do reagente de Folin Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10 (v/v), a qual
foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 5 minutos e entdo foi adicionado 2 mL de carbonato
de sodio (Na2CO3) 4% (v/v). A mistura permaneceu em repouso por 2 horas ao abrigo da luz e
apos foi realizado a leitura em 740 nm em um espectrofotometro. Como branco foi utilizada a

mesma mistura reacional, mas utilizando 4gua em substituicdo a amostra.
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2.6 ANALISE DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante do extrato de P. major L. foi avaliado pela capacidade de
eliminacgdo dos radicais ABTS e DPPH e pela avaliacdo do poder antioxidante redutor férrico

(FRAP).

2.6.1 Capacidade de eliminac¢ido do radical DPPH

A capacidade de eliminagdo do radical livre DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) foi
avaliada segundo (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Em um tubo de ensaio, as seguintes substancias foram adicionadas: 0,5 mL da amostra
(0,1 g de extrato em 50mL de dgua destilada), 3 mL de etanol e 0,3 mL de Solu¢do do radical
DPPH em etanol (0,5 mmol/L). A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por
45 min. Em seguida, a absorbancia da mistura foi medida em um espectrofotometro a 517 nm.
O aparelho foi zerado com etanol absoluto. A eliminacdo do radical DPPH foi medida usando
uma curva de calibragdo com trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- acido tetrametilcroman-2-carboxilico)
como padrio (R = 0,9992). A curva padrio de trolox foi preparada seguindo a mesma mistura
reacional da amostra, apenas substituindo a amostra (0,5 mL) por solugdo de trolox (20, 60, 80,
100, 150, 200, 250 e 300 pmol/L). Os resultados foram expressos em mmol de trolox

equivalentes por grama de extrato (mmol TE/g 1073).

2.6.2 Avaliaciao do poder antioxidante de reducio férrica (FRAP)

Solu¢dao de FRAP foi preparada pela mistura de 25mL de solucdo tampao acetato de
sodio pH 3.6, 2,5mL de solucdo TPTZ (Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-1,3,5-Triazina 1:3 com
Acido p-Toluenosulfonico) e 2,5 mL de solugdo de cloreto férrico, a qual foi mantida em frasco
ambar a 37°C. Um volume de 90 pL de amostra foi transferido para tubo de ensaio e adicionado

270 uL de 4gua destilada e 2,7 mL de solugdo FRAP. O tubo foi agitado em vortex e incubado
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ao abrigo da luz por 30 minutos a 37°C. As leituras (amostras em triplicatas) foram realizadas
em 595 nm e os resultados foram apresentados em média e desvio padrdo em mmol/g. Curva
padrao de sulfato ferroso foi construida seguindo o mesmo protocolo, apenas substituindo a
amostra pelas solucdes de sulfato ferroso (0,2mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM e 2,0 mM). Os

resultados foram expressos UM equivalentes de sulfato ferroso por grama de extrato liofilizado.

2.6.3 Capacidade de eliminac¢do do radical ABTS

Para obtencao da solucdo do radical ABTS foram misturados 5 mL da solugdao de ABTS
(7 mmolL") com 88 uL da solugio de persulfato de potassio (140 mmolL ") e deixado ao abrigo
da luz por 16 horas. A solugdo do radical ABTS foi diluida em etanol até absorbancia de 0,700
a 734 nm. Em um tubo de ensaio foram misturados 30 uL. da amostra apropriadamente diluida
com 3 mL da solugdo do radical ABTS. A mistura foi agitada vigorosamente em vortex e
deixada ao abrigo da luz por 6 minutos. As leituras foram realizadas a 734 nm (triplicatas).
Como branco foi utilizado o mesmo solvente empregado no preparo da amostra do extrato.
Curva padrao de trélox foi preparada substituindo a amostra por solu¢do de trolox (mesmo
procedimento reacional das amostras, porém, com diferentes concentragdes de Trolox (0,1mM,
0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM e 2,0 mM). Os resultados da atividade antioxidante foram

expressos em mM de trolox/g de extrato.

2.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

A atividade antibacteriana e antifiingica in vitro do extrato de P. major L. foi avaliada
pelo método de difusdo em disco CLSI (2012) pelo método de microdiluigdo em placas para
determina¢do da concentracdo inibitdria minima frente a microorganismos clinicamente
importantes (CLCI 2003). Agentes antibacterianos comerciais (norfloxacina e fluconazol)
foram usados como controles positivos. Uma solucdo de dimetilsulféxido a 1% foi usada como

controle negativo.
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Os ensaios foram realizados em placas Elisa de 96 pogos contendo 100 puL de caldo
Miiller-Hinton (bactéria) ou caldo Sabouraud (levedura), 100 puL de extrato de folhas de P.
major em varias concentracdes € 20 pL de cepas microbianas previamente padronizadas por
MacFarland. Escala 0,5 (1,5 x 108 UFC mL-1). Apo6s 24 horas de incubagao a 37°C (bactéria)
e 48 horas a 28°C (levedura), 20 puL de corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5
mg/ml foi adicionado a todos os pocos. Retirado da placa e incubado novamente por 2 horas.
Um resultado positivo para inibigdo microbiana ¢ observado quando o meio de cultura nao
muda de cor (células inativas) e a presenca de células viaveis ¢ indicada por uma coloragao
rosa. As amostras positivas do teste MIC (injeg@o cérebro-coragdo) foram inoculadas em placas
contendo 4dgar BHI e incubadas por 24 h a 37 °C para determinar a concentragdo bacteriana
minima (MBC) e 48 horas em 28 °C para determinar a concentragao bactericida minima (MFC).
Resultados positivos para atividade bacteriana e fungica foram confirmados pela auséncia de

desenvolvimento de coldnias microbianas na superficie do agar BHI.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

O programa utilizado para analise foi o Software Microsoft Windows Excel. Os dados
foram apresentados como média e desvio padrao (DP). As varidveis de linha de base foram
comparadas entre os dois grupos de amostra independente. A andlise de medidas repetidas e de
amostra independente foram usados para comparar a eficicia da intervencdo entre os dois
grupos, o desvio-padrdo de 0,05, poder estatistico de 95% e erro alfa de 0,05 (T Student). Os

testes de ANOVA e Tukey foram realizadas na anélise da viabilidade celular.

2.9 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.9.1 Viabilidade celular
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A atividade citotoxica do extrato da tansagem ¢ mostrada na Figura 1. O resultado da
analise realizada pela técnica MTT com 0,06, 0,6 ¢ 6 mg/mL frente aos PBMCs, demonstrou

que o extrato nao apresentou atividade citotdxica nessas concentracoes.

Figura 1. Viabilidade celular.
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Tratamento (mg /mL)

Viabilidade celular (% do controle)
(MTT)

Legenda: CT: Controle. Os dados sdo expressos como média = desvio padrdo. Os resultados foram
analisados pelo teste de varidincia ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey, sendo que
asterisco (****) representam valores de p. <0,0001.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Esses resultados sao corroborados por Ruffa ef al. (2002) que analisaram a citoxicidade
da tansagem na quantidade de 15,5-1000 pug/mL e nao apresentou efeito inibitorio sobre células
Hep G2 (cancer de figado humano) pelo método MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazélio). No entanto, Kartini et al. (2014),
utilizando diferentes extratos metandlicos (MeOH) e aquoso, demonstraram efeito citotoxico
da planta em linhagens celulares de cancer SiHa (cancer colo uterino) e Hep G2. O valor da
concentragdo inibitoria variou de 174,42 a 496,14 ng/mL. As diferengas encontradas nestes
estudos podem ser explicadas devido a diferengas nas metodologias uso de outras partes da
planta, como a raiz e as sementes, sendo que neste estudo foi utilizado somente a folha da
tansagem. As variacoes climaticas e tipos de extragdes também podem explicar as diferencas

encontradas na literatura.
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2.9.2 Atividade antioxidante e fenolicos totais

Os resultados referentes ao contetido de Fenodlicos Totais e atividade antioxidante
avaliada pela capacidade de remocao dos radicais ABTS e DPPH e potencial redutor do ion

férrico do extrato de P. major estdo descritos na Tabelal.

Tabela 1- Conteudo de Fenolicos Totais e Atividade antioxidante do extrato do P. major

Resultados Atividade antioxidante
Fendlicos totais (mg Gae/g) 19,64 +0,38
ABTS (mM Teq/g) 10435,19 + 447,63
DPPH (mM Teq/g) 444,12 + 0,759
FRAP (mol/L de sulfato ferroso/g) 3848,11 + 84,46

mM Teq: mM de trélox equivalente.
Fonte: Autoria propria (2023)

Elevado conteudo de fendlicos totais foi observado no extrato de P. major (19,64 mg
Gae/g extrato liofilizado). De fato, na literatura cientifica sdo encontrados trabalhos que
mostram que a planta € rica em conteudo fendlico. Neste contexto, Kazazic; Djapo; Ademovic,
(2016) reportaram valores similares de fenolicos totais (18,96 mg GAE/g) em extrato de
espécime de P. major L. colhida na cidade de Mostar na Bosnia e Herzegovina e obtido por
extragdo aquosa. Por outro lado, conteudos inferiores de fendlicos totais (6,6 mg GAE/g) foram
reportados por Farid et al., (2022) em extrato de folhas da planta cultivada e coletada em Arak,
provincia de Markazi, Ird. Cabe mencionar que o referido extrato foi obtido por maceracao
com etanol 70% (m/v), condicao similar a empregada no presente estudo.

Os compostos fenolicos presentes em extratos vegetais contribuem para a habilidade
antioxidante comumente verificado nestes (SAVI et al., 2020). E importante destacar que o
conteudo de fendlicos pode variar bastante de uma planta para outra. Neste sentido, condi¢des
agrondmicas de cultivo, cultivar, época de colheita, parte da planta e processo de extragdo
(tempo e temperatura de extragdo e tipo de agente extrator) influenciam muito no conteudo de
compostos fendlicos presentes (FONSECA et al., 2018; PINCEMAIL et al., 2012;).

O extrato obtido no presente estudo mostrou uma habilidade de eliminacao do radical

ABTS de 10.435,19 mM Teq/g de extrato liofilizado. No estudo conduzido por Kazazic; Djapo;
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Ademovic, (2016), o extrato da planta foi capaz de eliminar o radical ABTS, mas com uma
atividade bastante inferior (3,50 + 0,23 mM TE/100 g).

Em relagdo ao potencial de eliminacao do radical DPPH foi verificado um valor de
444,12 mM Teq/g, valor este também bastante superior ao reportado no trabalho de Kazazic;
Djapo; Ademovic (2016), os quais encontraram valores de 3.77 = 0.17 23 mM TE/100 g. Da
mesma forma, Chirinos et al., (2013) também reportaram valores inferiores (298.2 + 14.2 uM
TE/ g) de capacidade de eliminagdo do radical DPPH.

A capacidade antioxidante redutora do ion férrico (FRAP) encontrada no extrato de P.
major L. foi de 3848,11 mol/L de sulfato ferroso equivalente / g de extrato liofilizado
(3848,11M Fe'?/g). Valor bastante inferior de FRAP (1,26 mM Fe*%/100 g) foi reportado por
Kazazic; Djapo; Ademovic, (2016) em extrato de P. major L.. Similarmente, Li et al (2013)
mencionaram potencial FRAP bastante inferior (96.42 + 0.16 mM Fe*?/100 g) em extrato de P.
major L.

Selamoglu et al, (2017) evidenciaram maior poder antioxidante pelos métodos DPPH e
FRAP, comparando algumas plantas ricas em alantoina, um produto de oxidacao do acido urico,
facilmente eliminada na urina e com biomarcador de estresse oxidativo. Nesse estudo a

tansagem mostrou melhor atividade antioxidante que as demais plantas analisadas.

2.9.3 Atividade antimicrobiana

Na Tabela 2 ¢ mostrado o potencial antimicrobiano do extrato liofilizado de P major L
e dos padrdes tetraciclina (antibacteriano) e Fluconazol (antifingico). Conforme pode ser
verificado o extrato de P. major L, apresentou atividade bacteriostatica contra as bactérias
patogénicas Gram-negativas E. coli. e Salmonella entérica Typhimurium na concentragdo de
Smg/mL. Efeito bacteriostdtico na mesma concentracdo (5Smg/mL) também foi verificado
contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus.

Atividade antimicrobiana em extrato de P major L tem sido reportado na literatura
cientifica, sendo verificada diferentes potencialidades. Nogueira, et al, (2021) menciona
concentragcdes minimas inibitorias de extrato de P major contra S. aureus e C. tropicalis de
Img/mL e um valor de MIC > 1mg/mL para E. coli. O extrato também demonstrou potencial
antimicrobiano com atividade fungistatica contra C albicans e C. tropicalis na concentragdo de

25mg/mL e 50mg/mL, respectivamente.



28

Esses resultados vao de encontro com outros estudos em que a Plantago ndo demonstrou
atividade antibactericida contra S. aureus (VENTURA et al., 2016); (SAMUELSEN, 2000).
Similarmente, Trindade (2020) em seus achados, pode afirmar que o macerado hidroalcodlico
¢ ativo contra S. aureus e P. aeruginosa (bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
respectivamente) e apresenta um halo inibitdrio maior com o aumento da concentracdo da
planta, mesmo resultado esse que ndo conseguiu frente ao extrato aquoso. Ressalta com isso, o
fato de a relacao entre o método de extragao utilizado e o solvente determinado indicar diferenca
na atividade antibacteriana e que isso pode estar associado a uma variedade de metabolitos

extraidos que muitas vezes sdo importantes para o efeito desejado.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana do extrato de P major L e padrdes antimicrobianos

' _ Concentragao Biostatica Minima (mg/mL)
Cepa microbiana

Extrato liofilizado* Tetraciclina** Fluconazol***
Escherichia coli 5 mg/mL B
Staphylococcus aureus 5 mg/mL Efeito bactericida _
Salmonella enterica 5 mg/mL (22,7 pg/mL) B
Typhimurium
Candida albicans 50 mg/mL B Efeito fungicida
Candida tropicalis 25 mg/mL _ (22,7 pg/mL)

* Extrato liofilizado de Plantago major L. **Molécula bactericida padrdo. *** Molécula fungicida padrao.

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella entérica Typhimurium ATCC
0028, Candida albicans ATCC 118804 e Candida tropicalis ATCC 13803.

Fonte: Autoria propria (2023).

Sobreira et al, (2020), afirmam que ainda hd uma vasta variagdo de estudos
comprovando desempenho dos principais extratos vegetais da Plantago. A atividade vegetal, a
genotoxicidade e a citotoxicidade em outros microrganismos, bem como a sensibilidade da
Tansagem a bactérias patogénicas formadoras de biofilme, ainda sdo controversas, sendo

necessarios mais estudos in vitro com outros tipos de bactérias.

Nogueira et al., (2021) corrobora afirmando em seu estudo que, encontrou na tansagem
varias classes de fitoquimicos com esta atividade farmacoldgica e sua atividade anti-
inflamatéria ndo pode ser ignorada como eficaz no alivio dos sintomas de varios disturbios
microbianos. A partir dos resultados obtidos nas andlises realizadas tendo observado que

2,4mg/mL de produto liofilizado ndo apresenta toxicidade e ainda tem uma boa resposta anti-
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inflamatoria, aos enxaguantes previamente formulados foi adicionado a quantidade de

600mg/250mL de enxaguante e assim realizado a randomizagao.

2.9.4 Caracteristica dos participantes — Randomizacio

O estudo clinico randomizado aconteceu do dia 20 de margo ao dia 12 de maio, nesse
periodo foram realizadas 703 sessdes de quimioterapia com diversos esquemas e drogas, porém
observou-se que o quimioterapico Fluourouracil foi o que mais causou lesdes de mucosites nos
pacientes, dos 38 pacientes que realizaram o esquema com o quimioterapico Fluorouracil, 13
pacientes apresentaram lesoes orais (34,2%), destes, 3 foram excluidos do protocolo: 2 estavam
fazendo tratamento com laser com ortodontistas e 1 ndo conseguiu vir até a institui¢do para
avaliagdo e tratamento com o enxaguante. Apenas 1 paciente do estudo (9%) apresentou a lesdao
realizando o esquema com o quimioterapico Cisplatina. A amostra final para randomizagao foi

de 11 participantes.

Fluxograma 2 — Randomizagao simples do uso dos enxaguantes bucais

703 sessoes de

quimioterapia
14 pacientes
apresentaram
mucosites orais
Randomizados Excluidos .
2 - laserterapia
(nll) 1 - ndo pode comparecer
Clorexidina P major L
(n6) (n5)
Cisolati L Fluorouracil
Isplatina Fluorouracil (n5)
(nl) (n'5)

Fonte: Autoria propria (2023)
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O desfecho primdrio deste ensaio clinico foi a gravidade da mucosite oral avaliada pelo
investigador de acordo com a escala da OMS. Os resultados secunddrios incluiram limiar de
dor dos pacientes, analisada de 0 a 10, quando 0 ¢ sem dor e 10 ¢ uma dor insuportavel

(WALKER; POLANER; BERDE, 2018).

Os dados demograficos basais e as caracteristicas clinicas dos pacientes do estudo sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados demogréaficos basais e caracteristicas clinicas de ambos os grupos de estudo.

Caracteristicas [G,?:f:; )Plantago major ((:11;116[))0 Clorexidina ¥alor
Idade (Ano), Média (xDP) 52,2 +£13,88 58,6 £12,74 0,44
Sexo (Masculino/Feminino) N 1/4 1/5 0,90
Escolaridade (Ens. Fund. 23 0/5
Comp/Incomp)
Quimioterapia 5/0 5/1

(Fluorouracil/Cisplatina) N

Fonte: Autoria propria (2023)

81,8% dos pacientes (n = 9) eram mulheres. Todos os participantes se consideravam
brancos, com idade média de 55,7 anos (DP +13,0). Em relagdo a distribuicao do tumor, 36%
(n =4) tinham cancer de intestino ou colorretal, 27% (n = 3) géstrico, 18% (n = 2) pulmao, 9%
(n = 1) vesicula biliar ¢ 9% (n = 1) metastase 6ssea. Duas drogas quimioterapicas foram
administradas sendo que 91% (n=10) dos pacientes utilizaram fluorouracil, enquanto apenas
9% (n=1) fizeram uso do quimioterapico cisplatina. Quanto ao uso de analgésicos, 45,45%
(n=5) da amostra, ndo fizeram uso de nenhum tipo de analgésico, 45,45% (n = 5) fizeram uso
de analgésicos do nivel 1 da escala de dor da OMS (ndo opioides + adjuvantes) e 1 participante
(9%) usou medicamentos do passo 2 (opioides moderados). 54,5% (n=6) dos participantes
apresentaram mucosite grau III, 36,4% (n = 4) apresentavam mucosite grau Il e 0 9% (n=1)
apresentou mucosite grau I. A média de dor basal no dia 1 (D1) foi de 8 pontos (DP 2,3) na
escala visual numérica (EVN). 54,5% da amostra (n = 6) ndo utilizavam nenhum tipo de protese
dentaria enquanto 45,4% (n = 5) usavam protese removivel. A anélise de homogeneidade ndo

mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em nenhuma das varidveis
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no inicio do estudo. Também ndo houve diferengas significativas nos dados sociodemograficos

ou nas caracteristicas de satde entre os dois grupos.

No campo da medicina oral, muitos esforgos estdo sendo feitos para sugerir estratégias
para reduzir os sintomas da inflama¢ao da mucosa oral devido ao seu grande significado clinico
e econdmico. Apesar do entendimento da etiologia, o tratamento da inflama¢ao da mucosa oral
permanece dificil e deve focar em medidas preventivas. Avangos em ferramentas de diagnostico
para prever o risco de mucosite oral e expansao de intervengdes baseadas em evidéncias para
melhorar o manejo clinico dessa complexa biotoxicidade sdo urgentemente necessarios

(SHETTY et al., 2022).

As estatisticas descritivas da gravidade da mucosite nos grupos estudados sdo

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Estatistica descritiva da gravidade da mucosite avaliada pela escala da OMS nos

grupos estudados.

( :“?\fiudlzt:i‘ioda Grupo P. major (n Grupo clorexidina (n = valor Diferenca Média (%95
g . = 5) Média (zDP) 6) Média (+DP) P* Intervalo de Confianca)
mucosite)
1* dia 2,4+0,54 2,16 £0,75 0,57 0,23 (-0,20 2 0,67)
7% dia 1,2+ 1,30 0,66 + 1,21 0,49 0,53 (0,26 a 1,32)
14% dia 0,2+0,44 0,17 £0,40 0,90 0,03 (-0,40 a 0,46)

Fonte: Autoria propria (2023)

Quanto ao grau da mucosite, ndo houve diferenca significativa (p valor >0,05) quanto
ao uso dos enxaguantes, ambos demonstraram auxiliar € diminuir as consequéncias das lesoes,
salientando assim, o enxaguante a base da tansagem também ser uma opg¢ao de tratamento
preventivo e curativo para a mucosite oral. Notou-se que quanto mais cedo iniciar o tratamento
preventivo com os enxaguantes bucais, hd uma melhora significativa nas lesdes, pacientes que
iniciaram o tratamento ja com o grau da mucosite 3, levaram maior tempo para a melhora
clinica, ja os participantes que iniciaram ainda com o grau de mucosite 1 e 2, a melhora clinica
foi mais evidente. Corroborando com o0s nossos resultados, um outro ensaio clinico
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo avaliou a eficacia do xarope P major L para

a prevencao da mucosite induzida por radiacdo em pacientes com cancer de cabeca e pescogo
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o qual, se mostrou eficaz na redugdo da gravidade da mucosite induzida por radiagdo

(SOLTANI et al., 2020).

As estatisticas descritivas da intensidade da dor nos grupos estudados sdo apresentadas
na Tabela 5.

Tabela 5. Estatistica descritiva da intensidade da dor avaliada pela EVN nos grupos estudados.

Resultado Grupo P major (n = Grupo Clorexidina (n= valor Diferenca Média (% 95
(gravidade da dor) 5) Média (DP) 6) Média (DP) P* Intervalo de Confianca)
1° dia 9+1,09 7+2,68 0,20 2,00 (0,44 a 3,56)
7" dia 4,4+5,17 1,8 +4,02 0,37 2,57 (0,48 a 5,62)
14* dia 1£2,23 1,3+£3,26 0,85 -0,33 (-2,16 a 1,48)

Fonte: Autoria propria (2023)

Nao observou-se diferenca na intensidade da dor dos participantes do grupo intervencao
e controle, na avaliagdo semanal (p valor > 0,05), em seus relatos, os pacientes disseram haver
um alivio momentaneo da dor ja na realizagdo do bochecho, o que permitia que eles
conseguissem se alimentar e descansar, ficando menos estressados com o incomodo gerado pela
lesdo. Shetty, et al (2022) salienta que a inflamacdo da mucosa oral estd associada a dores
debilitantes, bem como a problemas de fala, degluticdo, sono e alimentacao e que por vezes a
hospitalizagao prolongada e a descontinuacao da terapia antitumoral podem ser necessarias para
aliviar os sintomas da mucosite oral, aumentando assim o tempo total de tratamento, afetando
o controle do tumor, multimedicamentos, nutricdo parenteral e aumentando o custo do

tratamento.

A taxa de cura da dor foi mais relevante que o grau da mucosite, demonstrando assim o
enxaguante da tansagem ser uma op¢ao de escolha no tratamento das mucosites. Resultados
parecidos foram encontrados por Cabrera-Jaime et al., (2018) em seu estudo de randomizagao
tripla, comparando o uso do enxaguante bucal clorexidina, tansagem e o bicarbonato de sodio,
nas mucosites relacionadas a quimioterapia, nesse estudo a média de melhora dos pacientes nos

14 dias foi de 68%, quando o nosso foi de 81,8% de cicatrizacao das lesdes nos 14 dias.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados deste ensaio clinico, concluimos que o uso do enxaguante
bucal a base de P major L em comparacao com o uso do enxaguante a base da clorexidina se
mostraram eficiente na melhora clinica dos pacientes. Relatando melhora significativa da dor
j& nos primeiros dias de uso.

Por ser uma planta ja utilizada na medicina tradicional e sendo também uma planta de
interesse do SUS, este estudo vem corroborar com o uso desta na composi¢ao do enxaguante
bucal, bem como demonstrou ser uma planta rica em fendis totais e antioxidantes, reiterando
seu custo-beneficio para os pacientes por se tratar de uma planta normalmente encontrada em
hortas das Regides.

Nao ha relatos no Brasil, de outros estudos que compararam o uso dos enxaguantes
clorexidina e a tansagem, pelo numero da amostra ainda ndo ser significativo para melhores
conclusoes, v€ se a necessidade da realizagdo de mais estudos como esse para comprovagdo da
sua eficacia. No entanto, os relatos dos pacientes revelam uma melhora significativa ao realizar
o bochecho, sentindo alivio da dor momentaneo.

O pequeno tamanho da amostra ¢ uma das limitagdes deste estudo. No entanto, como
este estudo ¢ um estudo piloto em pacientes com cancer, o tamanho minimo da amostra pode
ser aceitdvel. Obviamente, devido aos resultados positivos deste estudo, recomenda-se que
estudos futuros sejam conduzidos com amostras maiores. Embora tenhamos utilizado a escala
da OMS para avaliar a gravidade da mucosite em pacientes como uma medida valida e
confiavel, outra limitagdo ¢ a falta de uma ferramenta objetiva para avaliar a mucosite em
pacientes. Outra limitacdo ¢ a falta de fatores caracteristicos mais basicos, como estagio do
cancer, estado de higiene oral e uso de dentaduras. Recomenda-se que estudos futuros incluam

esses elementos-chaves.
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CONSIDERACOES FINAIS DA DISSERTACAO

O enxaguante bucal a base da Plantago Major L se mostrou eficaz em caso de mucosites
orais no tratamento da quimioterapia. Esse € o primeiro estudo relatado no Brasil que comparou
o uso do enxaguante a base clorexidina com o exnaguante a base da Plantago Major L. Nas
analises realizadas, foi possivel observar os beneficios do extrato em relacdo a atividade

antioxidante, bem como na concentragao dos compostos fendlicos.

Este trabalho traz resultados importantes no tratamento de mucosites orais provenientes
de pacientes que estdo em tratamento quimioterapico, pois eles muitas vezes encontram-se em
estado de caquexia e com o sistema imunitario comprometido. Sugere-se o desenvolvimento de
estudos futuros também em pacientes em tratamento de radioterapia. A implantacao de
protocolos profilaticos aos pacientes com cancer, pode ser um padrao ouro na qualidade de vida

desses pacientes.



