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RESUMO

O interesse por produtos contendo derivados vegetais vem crescendo cada vez mais na
odontologia. Extratos preparados a partir das folhas de Eucalyptus camaldulensis mostraram-se
efetivos no controle de diversos patdgenos. Entretanto, muitos destes extratos sdo obtidos com
solventes organicos agregando custo e toxicidade residual, o que limita seu uso pela industria
farmacéutica e cosmética. Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi analisar a droga vegetal e 0
extrato hidroalcodlico obtidos de E. camaldulensis, bem como determinar a atividade antioxidante e
citotoxica do extrato obtido a fim de preparar formulacdes de dentifricios incorporando o extrato
como ativo. A partir dos ensaios realizados, verificou-se a presenca de flavonoides, taninos e
saponinas na droga vegetal. Um teor considerdvel de polifendis totais foi determinado no extrato
hidroalcodlico (0,59% =+ 0,008). O extrato ndo foi citotoxico nas concentracbes de 1% e 5% e as
formulacbes de géis dentais desenvolvidas apresentaram caracteristicas organolépticas ideais para

Seu consumao.

Palavras-chave: Eucalipto, Polifendis, Antioxidante, Espalhabilidade
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ABSTRACT

The interest in research using natural products containing phytochemical derivatives is
increasing in the dentistry field. Leaf extracts of Eucalyptus camaldulensis have been effective in
controlling several pathogens. However, many of these extracts are obtained with organic solvents,
which add cost and residual toxicity and limits its use by the pharmaceutical and cosmetic
industries. Therefore, the objective of this work was to analyze the E. camaldulensis herbal drug
and hydroalcoholic extract obtained as well to determine antioxidant and cytotoxic activity of the
extract in order to develop dentifrices formulations. We verified the presence of flavonoids, tannins
and saponins in the vegetable drug. A considerable content of polyphenols was determined in
hydroalcoholic liquid extract (0.59% = 0.008). The extract was not cytotoxic at 1% and 5% and the
gels showed organoleptic characteristics suitable for consumption.

Keywords: Eucalypto, Polyphenols, Antioxidant, Spreadability
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INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de compostos biologicamente ativos utilizados como
precursores na sintese de farmacos ou diretamente na terapéutica. Evidéncias tém mostrado que
alimentos e bebidas enriquecidos com estes compostos beneficiam a manutencdo da sadde bucal.
Neste contexto, o interesse por produtos contendo derivados vegetais vem crescendo cada vez mais
na odontologia (Yoo et al., 2011).

Desde tempos antigos a medicina popular emprega o Eucalyptus como antisséptico anti-
inflamatorio e antipirético no tratamento de diversas patologias, até mesmo em afec¢des dentarias
(Sadlon & Lamson, 2010). Para as folhas de Eucalyptus camaldulensis (familia Myrtaceae) ja foi
relatada a presenca de saponinas (Babayi, 2004; Ayepola & Adeniyi 2008), 6leos (Sadlon &
Lamson, 2010), glicosideos cardiotbnicos (Ayepola & Adeniyi 2008) e compostos polifendlicos
(El-Ghorab et al., 2003; Ayepola & Adeniyi 2008). Os polifendis caracterizam-se quimicamente
pela sua capacidade redutora, a qual esta diretamente relacionadas a sua atividade frente espécies
reativas como os radicais livres (Halliwell, 2007). Estudos tém mostrado que os polifendis sdo
ativos contra a iniciacdo e propagacdo de diversas patologias, inclusive em processos cariogénios e
periodontites (Yoo et al., 2011).

Relatos na literatura destacam a atividade antibacteriana (Babay et al., 2004; Ayepola &
Adeniyi 2008), antifungica (Falahati et al., 2005; Moghimipour et al., 2009), antioxidante (El-
Ghorab et al., 2003; Singab, et al., 2011) e citotdxica (Singab, et al., 2011) para os extratos de E.
camaldulensis. Observa-se, entretanto uma ampla diversidade nas formas de obtencdo destes
extratos. Além disso, muitos dos quais empregam solventes organicos na extracdo dos metabolitos
ativos, tornando-se um fator limitante no uso destes pela indlstria farmacéutica e cosmética, pois
agregam custo e toxicidade residual ao produto final.

O objetivo deste trabalho foi analisar a droga vegetal e o extrato hidroalcodlico obtidos a
partir das folhas de E. camaldulensis, bem como determinar a atividade antioxidante e citotoxica do
extrato obtido para posterior incorporacdo em geéis dentifricios.
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MATERIAL E METODOS

Obtencédo da droga vegetal

O material vegetal foi coletado no municipio de Farroupilha - Rio Grande do Sul (N:
037°33°59” ¢ E:126058°00") e depositado no Herbario da Universidade de Caxias do Sul
(exsicata HUCS39594) sob responsabilidade do professor Ronaldo A. Wasum. As folhas do
E. camaldulensis foram coletadas, higienizadas em agua corrente, secas em estufa de ar
circulante a 40 £ 5°C (TE-394/2, Tecnal) por 6 dias e reduzidas em moinho de facas (TE-
650, Tecnal). A droga vegetal moida foi armazenada em frasco hermeticamente fechado ao

abrigo de luz e umidade até 0 momento do uso.

Caracterizacdo da droga vegetal

Para a caracterizacdo da droga vegetal foram realizados a prospecgdo fitoquimica e
ensaios de pureza. Na prospeccdo fitoquimica a ocorréncia de alcaloides, cumarinas,
flavonoides, metilxantinas, quinonas, saponinas e taninos foi pesquisada, mediante
metodologias propostas por Matos (2009).

Os ensaios de pureza referente ao percentual de material estranho e o teor de umidade pelo
método gravimétrico foram realizados em triplicata, conforme preconizado na 5% edicdo da

Farmacopeia Brasileira volume | (2010).

Obtencédo do extrato hidroalcodlico

Foram preparados trés extratos com diferentes propor¢Ges de droga vegetal: solugéo
hidroalcodlica 50% (1:5, 1:10 e 1:15). Realizou-se a correcdo do teor de umidade presente na droga
vegetal. Apds 3 dias em maceracdo a temperatura ambiente com agitacdo ocasional os extratos
hidroalcoolicos foram filtrados e armazenados em frascos &mbar até 0 momento da utilizagdo. Em
estudo prévio, o extrato preparado na proporcdo 1:5 droga vegetal: solucdo hidroalcodlica 50%
apresentou melhor perfil de reducdo do radical DPPH (dados ndo apresentados) e, portanto, foi
escolhido para conducéo deste trabalho.
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Caracterizacdo do extrato hidroalcoolico

Foram determinados o pH, a densidade relativa e o percentual de residuo seco, em triplicata,
de acordo com a 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira, volume | (2010). Para a cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizou-se como fase estacionaria placas de silica-gel GFass (Merck®) e
para a fase movel uma solucdo composta por acetato de etila: acido formico: acido acético glacial:
agua destilada (100:11:11:26 v/v/viv). Apbds total eluicdo a placa foi revelada com solucdo de
difenilborato de aminoetanol 1% (m/v) e em seguida com solugéo polietilenoglicol 5% (p/v) em
metanol. Examinou-se o0 aparecimento das bandas sob a luz ultravioleta a (365nm).

O doseamento dos polifendis totais foi realizado com embasamento na monografia da
Maytenus ilicifolia descrita na 52 edi¢do da Farmacopeia Brasileira, volume Il (2010). Utilizou-se o
acido clorogénico como padréo devido a positividade na CCD.

Atividade antioxidante do extrato hidroalcoélico

A atividade antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico foi determinada através da sua
capacidade de reduzir o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Spada et al., 2008). Nesta
reacdo, 200 uL do extrato nas concentracfes de 0,1 a 1 % foram adicionados a 800 puL do tampéo
Tris-HCI (100 mM, pH 7,0) em seguida, foi adicionado 1 mL da solu¢cdo de DPPH (250 uM em
etanol). Apds 20 minutos ao abrigo da luz, foi realizada a leitura do produto da reacdo em

espectrofotdmetro (modelo UV-1700, Shimadzu) a 517 nm.

Atividade citotdxica do extrato hidroalcodlico

O in6culo de 2x107 células/mL da levedura Saccharomyces cerevisiae (linhagem XV185-
14C), em fase estacionaria de crescimento, foi tratado com perdxido de hidrogénio 75 mM (controle
positivo), solucdo salina 0,9% (controle negativo/branco) e com o extrato hidroalcodlico nas
concentragdes de 1 a 15%. Os tratamentos foram incubados a 28°C por 1 hora, e em seguida, foram
plagueados em meio Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) solido composto por 1% (p/v) de
extrato de levedura, 2% (p/v) de peptona e 2% (p/v) de glicose. As placas foram incubadas a 28 °C
por 48 horas. Apos este periodo, as col6nias foram contadas em cada placa e foram determinados 0s
percentuais de sobrevivéncia celular considerando o controle negativo como 100% de

sobrevivéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Desenvolvimento e avaliacdo das formulag6es dentifricias

Apo0s a anélise da droga vegetal e do extrato hidroalcodlico duas formulagBes de géis dentais
foram propostas incorporando o extrato como ativo terapéutico. As formulagdes (Tabela 2) foram
avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas: aspecto, cor, odor e sabor, pH e a consisténcia
por espalhabilidade (Borghetti & Knorst, 2006). Os testes foram realizados em triplicata para cada

formulagdo e as médias calculadas.

Anélise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrdo das triplicatas
experimentais. Para andlise estatistica utilizou-se o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS 19.0) no qual foi realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) e pds-teste de
Tukey (p<0,05).

RESULTADOS

A droga vegetal obtida das folhas do E. camaldulensis apresentou coloracdo verde clara sob
a forma de p6 com odor caracteristico de eucaliptol. De acordo com os dados da Tabela 1 verifica-
se que a mesma apresentou-se adequada para a preparacdo do extrato hidroalcodlico. Além de
apresentar metabolitos biologicamente ativos como flavonoides (flavonas, flavonois, flavanonas,

chalconas e isoflavonas), saponinas e taninos hidrolisaveis.

Tabela 1: Caracterizacdo da droga vegetal e do extrato hidroalcodlico obtidos a partir das folhas de
E. camaldulensis.

Anélise Droga vegetal Extrato vegetal
Polifenois totais* 126,50 mg/g £ 3,01 5,90 mg/mL £ 0,08
Material estranho 0,42 % + 0,01 -

Teor de umidade 7,2 % + 0,05 -
Densidade - 0,94 g/mL + 0,00
pH - 5,46 £ 0,01
Residuo seco - 2,75% + 0,10

*Polifenoistotais expressos em acido clorogénico
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A presenca de polifendis bem como de acido clorogénico no extrato foi observada através da
cromatografia em camada delgada. Na qual foram observadas manchas caracteristicas de polifenois
sendo que a mancha de maior intensidade ostentou Rf = 0,69 e cor azul, correspondente & mancha
do padrdo &cido clorogénico de Rf = 0,62 de mesma coloragdo. Foram doseados 0,59% + 0,008 de
polifendis totais expressos em equivalentes de acido clorogénico no extrato hidroalcoolico obtido.
Por se tratar de um extrato com teor consideravel de polifendis, os quais sdo reconhecidos pela sua
capacidade redutora, a atividade antioxidante foi determinada. No Grafico 1 é apresentado o perfil
de reducdo do radical livre DPPH. Verificou-se que para reduzir 50 % do radical (ICso) foi
necessario 0,85 % + 0,036 do extrato hidroalcodlico obtido, concentracdo esta que ndo se mostrou

citotoxica para as células eucarioticas.
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Gréfico 1. Percentual da reducdo do radical livre DPPH frente as diferentes concentra¢fes do
extrato hidroalcodlico (%). - 1Cso. Resultados expressos em média e desvio padrdo da triplicata
experimental.

Conforme pode ser observado no Grafico 2, concentracdes iguais ou inferiores a 5% de
extrato ndo foram citotdxicas para células eucarioticas enquanto que concentracdes iguais ou
superiores a 10% e 15% mostraram-se citotoxicas uma vez que apresentaram 66,64% + 10,31 e

59,63% =+ 3,78 de sobrevivéncia, respectivamente.
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Gréfico 2. Percentual de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com
diferentes concentragdes do extrato. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de
ANOVA e pos teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados percentuais apresentam média e desvio

padréo.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as duas formulagdes de géis dentais desenvolvidas contendo o
extrato hidroalcodlico de E. camaldulensis. Ambas as formulacBes apresentaram aspecto
homogéneo, sem grumos ou precipitados. A coloracdo levemente amarela caracteristica do extrato
foi ajustada para verde com a incorporagdo dos corantes verde e azul. O odor apresentado foi tipico
da esséncia alimenticia de horteld, o sabor adocicado foi proporcionado pela sacarina e pelo
sorbitol, enquanto que o mentol conferiu sensacdo de refrescancia. O pH da formulacdo contendo
Natrosol® foi 6,20 + 0,02 e o da formulagdo contendo Carbopol Ultrez® foi de 5,14 + 0,05, ambos
ajustados com trietanolamina para pH=7,0. Observa-se no Grafico 3 que a formula contendo
Natrosol® apresentou valores de espalhabilidade significativamente superiores (p<0,05) em relagdo

a formula que continha o Carbopol Ultrez® como espessante.
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Tabela 2: Formulages dentifricias desenvolvidas contendo extrato de E. camaldulensis.

Concentracio (%)
Agente Finalidade
Formulacio 1 Formulacio 2

Sacarina Sodica 0.2 0.2 Adogante
Sorbato de Potassio 0.3 0.3 Conservante
Sorbitol (solugdo 70 %) 30 30 Umectante
Lauril sulfato de sodio 2 2 Detergente
Extrato de E. camaldulansis 5 5 Antioxidante/Anti-inflamatério
Esséncia | | Flavorizante
Dioxido de silicio 10 10 Abrasivo
Goma xantana 0,40 0,40 Viscosificante
Natrosol® 0,30 - Espessante
Carbopol Ultrez® - 0,30 Espessante
Fluoreto de Sédio 0,32 0,32 Agente Profilatico
Mentol 0.1 0.1 Refrescante
Agua destilada asp 100g asp 100g Veiculo
Trietanolamina asp pH=7,0 asp pH=7,0 Alcalinizante
DISCUSSAO

Em todo o mundo é crescente a utilizacdo de plantas medicinais seja pelo facil acesso, seja
pelo apelo convidativo ao “produto natural”. Desta forma, a produgdo de drogas vegetais também
tem sido crescente para alcancar a demanda (Gil, 2007). Fato este que torna fundamental o controle
de qualidade das matérias-primas vegetais (teor de ativos, pureza, eficacia e inocuidade)
possibilitando seu emprego em produtos farmacéuticos. Segundo a Farmacopeia Europeia (2007), a
droga vegetal obtida das folhas do Eucalyptus sp. deve apresentar no maximo 2% (p/p) de material
estranho e até 10% (p/p) de umidade. Assim, conforme a Tabela 1 verifica-se que a droga vegetal
obtida estd adequada ao preconizados na literatura. Para as folhas da espécie E. camaldulensis
Ayepola e Adeniyi (2008) relataram a presenga de taninos e saponinas, embora ndo tenham

encontrado flavonoides, enquanto que Begum e colaboradores (2002) identificaram um composto
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denominado 4acido eucaliptoico (triterpenoide do tipo a-amirina) o qual apresentou significativa
atividade espasmolitica.

Através do doseamento verificou-se um teor consideravel de polifendis no extrato obtido
sendo de carater majoritario o &cido clorogénico. Ferrazzano e colaboradores (2009) reportaram a
acdo anticariogénica dos polifenois, dentre os quais, o &cido clorogénico seria o principal
responsavel por reduzir a aderéncia do Streptococcus mutans na superficie dos dentes. Yoo e
colaboradores (2011) relatam a importancia destes compostos fitoquimicos na inibicdo da enzima
glicosiltransferase, responsavel pela formagdo de dextranas, as quais permitem a adesdo de bactérias
como o S. mutans e Streptococcus sobrinus form
adoras de céries dentarias.

Outro ponto importante a ser considerado relaciona-se a prevengdo da evolucdo da leséo
periodontal, na qual leucdcitos polimorfonucleares produzem espécies reativas de oxigénio (ERO)
como mecanismo de defesa frente ao agente infeccioso. A producédo acelerada de ERO pode induzir
ao estresse oxidativo na mucosa, 0 qual estd diretamente relacionado ao dano inflamatorio
progressivo. Portanto, a terapia com antioxidantes oferece beneficios no manejo do processo
inflamatdrio periodontal (Maruyama et al., 2011).

Como pode ser observado no Gréfico 1 o extrato obtido neste estudo possui importante
atividade antioxidante uma vez que é necessario 0,85% + 0,036 do extrato para inibir 50% do
DPPH. Singab et al. (2011) relatam que apenas 14,0 pg/mL + 0,20 do extrato de E. camaldulensis
seriam necessarios para obter a mesma resposta. No entanto, o extrato deveria ser obtido com
solvente organico (acetona) além de passar pela operacdo de secagem, agregando assim custos e
toxicidade residual significativos no produto final.

Por apresentar atividade antioxidante e ndo ser citotoxica em célula eucariota, a
concentracdo de 5% de extrato foi escolhida para incorporagdo nos géis dentifricios. Caracterizando
um produto destinado a finalidade profilatica de um processo cariogénico e inflamatério. Assim, a
variabilidade entre as formulacbes desenvolvidas (Tabela 2) limita-se ao tipo de espessante
empregado (Natrosol® ou Carbopol Ultrez®) sendo este um fator chave na formulagdo de géis
devido a influéncia dos mesmos no comportamento reoldgico e na estabilidade fisica do produto
(Corréa et al., 2005).

A espalhabilidade é uma caracteristica importante das formulacdes de aplicacdo topica e
semi-sélidas como os géis (Borghetti & Knorst, 2006). Relaciona-se diretamente a facilidade de
utilizacdo de um produto, transferéncia de dosagem do principio ativo, extrusibilidade a partir de
uma embalagem e acima de tudo, a preferéncia pelo consumidor (Garg et al., 2002).
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Os perfis de espalhabilidade em funcéo do peso adicionado sao apresentados no Gréafico 3. Verifica-
se que a formula contendo Carbopol Ultrez® apresentou maior consisténcia quando comparada ao
gel de Natrosol® uma vez que a espalhabilidade foi significativamente inferior (p<0,05). Obtendo-
se um produto tipico para comercializagdo em embalagem do tipo bisnaga na qual uma forca deve
ser exercida para que o produto saia da embalagem e seja utilizado. Para a formula contendo
Natrosol® este tipo de embalagem néo seria ideal devido a baixa consisténcia a qual se torna ideal

para outras embalagens.
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Gréfico 3. Espalhabilidade das formulagoes contendo Natrosol® e Carbopol Ultrez® em funcgdo do
peso adicionado (n=3).

A escolha do tipo de apresentacdo destes dentifricios, de maior ou menor consisténcia,
depende da exigéncia de cada consumidor, bem como das propriedades reoldgicas requeridas.
Ambos os géis dentais desenvolvidos apresentaram caracteristicas organolépticas adequadas ao

consumao.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que, a partir da droga vegetal
do E. camaldulensis, foi possivel obter um extrato hidroalcodlico com teor consideravel de
polifendis. O qual apresentou importante atividade antioxidante, podendo ser empregado no
desenvolvimento de dentifricios com a finalidade de prevencdo de um processo cariogénico e
inflamatério. Embora as formulagdes obtidas tenham apresentado caracteristicas adequadas ao

consumo, mais estudos sdo necessarios para verificar a sua eficacia, seguranca e inocuidade.
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