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RESUMO

A Persea major (Pau de Andrade), é uma planta nativa do Sul do Brasil conhecida por
suas propriedades medicinais, com foco na casca como matéria-prima. Destaca-se o
crescente interesse na pesquisa de fitoterdpicos, visando recursos sustentdveis para o
desenvolvimento de medicamentos. A Persea major tem sido utilizada
tradicionalmente devido a suas propriedades cicatrizantes gastroprotetoras,
antibacterianas e antissépticas, embora haja uma escassez de publica¢des sobre seu
uso. Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de compostos bioativos, como
alcaloides benzil tetraidroisoquinolinas, flavondides e taninos, com potencial
farmacoldgico, incluindo agdo citotdxica contra células cancerigenas. No entanto, seu
potencial na Endodontia permanece pouco explorado. No presente estudo, os
compostos fendlicos foram extraidos por trés solventes distintos, agua, etanol:agua
(70:30 v/v) e etanol:agua:acido acético (70:25:5) e entdo quantificado a concentragédo
total de fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau. O resultado mais expressivo de
compostos fendlicos totais foi observada na amostra do extrato hidroetandlico
acidificado ( 439,9 + 1,22mg/mL ), sequida pela amostra do extrato hidroetandlico
(153,2 + 1,38mg/mL) e pela amostra do extrato aquoso (98,8 + 1,52mg/mL ). Porterior
a isso foi elaborado uma formulagdo piloto de gel contendo Persea major para uso
endodontico visando a eliminagdo bacteriana nos canais radiculares, com énfase na
erradicacdo do Enterococcus faecalis, uma bactéria conhecida por sua resisténcia aos
tratamentos convencionais.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Produto natural, Extracdo, Atividade antibacteriana;
endodontia.
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Persea major: Content of Total Phenolic Compounds and
Masterful Development of Gel for Application in
Endodontics.

ABSTRACT

Persea major (Pau de Andrade), is a plant native to southern Brazil known for its medicinal
properties, focusing on the bark as a raw material. The growing interest in herbal medicine
research stands out, moving sustainable resources towards the development of medicines.
Persea major has traditionally been used due to its gastroprotective, antibacterial and
antiseptic healing properties, although there is a paucity of publications on its use.
Phytochemical studies revealed the presence of bioactive compounds, such as benzyl
tetrahydroisoquinoline alkaloids, flavonoids and tannins, with pharmacological potential,
including cytotoxic action against cancer cells. However, its potential in Endodontics remains
little explored. In the present study, phenolic compounds were extracted from three
different solvents, water, ethanol:water (70:30 v/v) and ethanol:water:acetic acid (70:25:5)
and then the total concentration of phenolics was quantified by Folin-Ciocalteau method.
The most significant result of total phenolic compounds was observed in the acidified
hydroethanolic extract sample (439.9 + 1.22mg/mL), followed by the hydroethanolic extract
sample (153.2 + 1.38mg/mL) and the extract sample aqueous (98.8 * 1.52mg/mL).
Subsequently, a pilot formulation of gel containing Persea major was developed for
endodontic use, lesions to bacterial elimination in root canals, with emphasis on the
eradication of Enterococcus faecalis, a bacterium known for its resistance to conventional
treatments.

Keywords: Phenolic compounds, Natural product, Extraction, Antibacterial activity;
endodontics.
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INTRODUCAO

Atualmente, atencdo especial é dada ao estudo cientifico dos
fitoterapicos, buscando-se por recursos disponiveis, renovaveis, o que permita
uma atividade sustentavel (Salazar-Sanchez et al., 2010; Vieira et al., 2014;
Soares et al., 2021;). No processo de desenvolvimento de novos
medicamentos compostos ativos farmacologicamente provenientes de recursos
naturais de origem vegetal, representam uma importante fonte de matéria
prima (Vieira et al., 2014; Harvey et al., 2015; Chopra , Dhingra, 2021).

Apenas cerca de 14% dos recursos vegetais sdo conhecidos adequadamente.
O crescimento mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos e
curativos tem estimulado a avaliacdo da atividade de diferentes extratos de
plantas para o controle do biofilme dentario (Jeon et al., 2011; Volpato et al.,
2017; Rajendiran et al., 2021). A Persea major (Meisn.) L.E. Kopp (Lauraceae)
(sinbnimo botéanico: Persea pyrifolia (D. Don) Spreng, Persea pyrifolia Nees e
Mart., Persea cordata var. major (Meisn.) Mez e Persea willdenovii Kosterm)
popularmente conhecida como Pau de Andrade, Macaranduba ou Abacate-do-
Mato, é uma planta com atividade medicinal nativa do Sul do Brasil, cuja parte
utilizada compreende as cascas (Batista et al., 2010; Somensi et al., 2017).

Se destaca pelo potencial de cicatrizacdo gastroprotetora sendo
utilizados para tratamento de ulceras (Cosmo et al., 2007), e feridas cutaneas
em humanos e animais (Zeni et al.,, 2017), apresentando propriedades
hemostatica, antibacteriana, e antisséptica, apresentando uma caréncia de
publicacdes (Maranho, Preussler, Rocha, 2009; Somensi 2et al., 2017). Como
antibacteriana o extrato da P. major mostrou-se eficiente sobre o Enterococcus
faecalis (Volpato et al., 2017)

As espécies do género Persea sdo caracterizadas pela presenca de
alcalbides benzil tetraidroisoquinolinas, flavonéides (keampferol e kaempferol-
3-ramnosideo, quercetina e quercetina-3-ramnosideo; flavan-3,4-diol:
leucocianidinas e flavan-3-ol: (z)-catequina) (Maranho, Preussler, Rocha,
2009). Outros autores isolaram e caracterizaram as folhas de Persea
obovatifolia e registraram novas neolignanas incluindo obovatifol, obovaten,

perseal C e perseal D. Essas novas neolignanas, apresentaram acéo citotoxica
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contra células cancerigenas ( Tsai, Hsieh, Duh, 1998; Volpato et al., 2017). A
analise fitoquimica mostrou que possui uma série de compostos,
principalmente os taninos, que precipitam proteinas (Amarowicz, 2007) e
possuem propriedades antibacterianas, anti-sépticas, antifingicas e
hemostéticas (Monteiro, Albuquerque, Araudjo, 2005; Orlando, Silva, Parreira,
2006). Na Endodontia o uso de derivados desta planta ainda é desconhecido.

Diante do exposto o objetivo desse estudo foi realizar uma pesquisa
laboratorial com extratos obtidos com diferentes solventes da casca da Persea
major para analisar o teor de fendlicos pelo método de Folin Ciocalteau e
preparacdo de um gel para uso em endodontia com a finalidade da eliminacao
e reducdo bacteriana presentes nos canais radiculares, com énfase, na
eliminagdo do Enterococcus faecalis, uma vez que essa bactéria tem se
mostrado resistente ao tratamento usual com hidroxido de calcio (Mohammadi,
Shalavi, Yazdizadeh, 2012; Bhandari, Ashwini, Patil, 2014).

METODOLOGIA

Para a elaboracdo do presente trabalho foram utilizadas as cascas da
Persea major, obtidas de lojas de produtos naturais no mercado local. Para a
extracdo foram utilizados agua destilada e, etanol absoluto e acido acético, de
grau analitico. Para dosagem do teor de fendlicos totais, o reagente de Folin-
Ciocalteu e como padrdo Acido Galico obtidos da Sigma Aldrich®. Para a
preparacdo do gel, foram utilizados, carboximetilcelulose (CMC), Carbopol
940®, Sacarina, Dodecil lauril sulfato de sédio, glicerina, AMP95®, cloreto de

célcio, nipagin, mentol, agua deionisada e corante.

Obtencao dos Extratos de P. major

Para a obtencdo dos extratos de P. major as cascas, foram submetidas
a pulverizacdo com auxilio de um processador doméstico. Foram pesados trés
aliquotas (Al, A2 e A3) de 50 g das cascas, as quais foram submetidas a
maceracdo com trés diferentes solventes, agua; etanol:agua (70:30 v/v);
etanol:agua:acido acético (70:25:5 v/v/v) por 72h a temperatura ambiente. Apds
esse tempo as trés solucdes foram filtradas, e o solvente eliminado por

rotaevaporagdo. Os extratos secos foram ressuspendidos em etanol: agua
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(70:30 v/v) de modo a obter uma concentracéo de 1002g/mL.

Quantificacdo de Fendis totais

A quantificacao de fendis totais das diferentes solu¢des de P. major, foi
determinada pelo método de Folin—Ciocalteau modificado, compreendendo na
reducdo do acido fosfomolibdico-fosofotlingstico pelas hidroxilas fenélicas em
meio alcalino. As solucdes de P. major preparada na concentragdo de
100@g/mL, foi acrescentada a solucdo de Folin-Ciocalteau; sendo a reacdo
iniciada pelo acréscimo de uma solucdo de carbonato de sédio (7,5% p/v).
Posteriormente a mistura foi incubada a 37° C por 15min e determinada a
absorbancia em 680 nm. Utilizou-se como padrdo o acido gélico (Camargo et
al., 2016).

Preparac&o da Curva Analitica de Acido Galico

Como padrdo para se obter a equivaléncia de compostos fendlicos,
preparou-se uma curva analitica de acido galico com concentracfes de 20 a
200 pg/mL. O teor de fendlicos totais foi expresso como mg de EQ (equivalente
de acido galico por g de extrato). A Equacéo de regressao linear obtida foi y=
0,0068x - 0,0367, e o coeficiente de correlacdo R, = 0,9995.

Desenvolvimento Farmacotécnico de Gel de P. Major para uso em
Endodontia

Para o desenvolvimento do gel de P. major foi elaborado um
delineamento experimental contendo oito féormulas (F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7
E F8), com variacdo no tipo de polimero, sendo carboximetilcelulose e carbopol
940®, e com variacao nas concentracdes desses polimeros, corforme descrito
na Tabela 1.

Para a preparacdo dos géis, inicialmente os polimeros nas suas
diferentes concentracdes, foram incorporados em 50mL de agua deionisada e
permaneceram em descanso por 2 horas. Os géis a base de CMC sofreram
aquecimento a 75°C em chapa de aquecimento, sob constante agitacdo, até
total incorporacdo do polimero. Os géis a base de Carbopol 940® apos
incorporacdo completa do polimero tiveram seu pH alterado pelo acrescimo de

AMP95® até completa gelificagéo, obtida pela basificagdo do polimero.
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Tabela 1 - Delineamento experimental para a obtencéo do gel de P. major.

COMPOSTO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Gel base deCMC | 0,3% | 0,5% | 0,8% | 1,0% X X X X
Gel base de X X X X 0,3% | 0,5% | 0,8% | 1,0%
Carbopol®
Xilitol 0,4% | 0,4% | 0,4% | 0,4% | 0,4% | 0,4% | 0,4% | 0,4%
Glicerina 8% 8% 8% 8% 8% 8% 8% | 8%

Extrato secode P. | 10% | 10% | 10% | 10% | 10% | 10% | 10% | 10%
major

Nipagin 0,2% | 0,2% | 0,2% | 0,2% | 0,2% | 0,2% | 0,2% | 0,2%

Mentol 0,5% | 0,5% | 0,5% [ 0,5% | 0,5% [ 0,5% | 0,5% |[0,5%

Fonte: Os autores, 2024

RESULTADOS

A maior quantidade de compostos fendlicos totais (CFT) foi observada na
amostra do extrato hidroetandlico acidificado ( 439,9 = 1,22mg/mL ), sequida
pela amostra do extrato hidroetandlico (153,2 + 1,38mg/mL) e pela amostra do
extrato aquoso (98,8 + 1,52mg/mL ). Camargo et al.,, 2016 encontraram
variagdo de CFT nos chas obtidos pela C. sinensis, no entanto a variavel foi o
método de fermentacéo das folhas dos chas.

Podemos inferir que pequenas variacbes no processo interferem na
guantificacdo de CFT, seja a polaridade do solvente, conforme observado no
presente estudo, seja a forma de fermentacéo das folhas, conforme observado
no trabalho de Camargo et al., 2016.

Bodoira e Maestri, 2020, destacam que por conta da complexicidade das
matrizes que enceram os compostos fendlicos como por exemplo améndoas, 0
interesse por técnicas de extracdo ndo convencionais, como aquelas baseadas
em micro-ondas, ultrassom e fluidos comprimidos, combinadas com solventes
geralmente reconhecidos como seguros, esta ganhando grande interesse. Em
relacdo ao uso de solventes isolados ou combinados, etanol, agua e misturas
de etanol-dgua provaram ser eficazes como solventes de extragdo e permitem

operagOes de extracao limpas, seguras e de baixo custo (Camargo et al.,
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2016).

Redha, 2021 destaca que a aplicagdo da quimica verde, com o0 uso de
solventes ditos eutéticos, para a extracdo de compostos para uma investigacdo
cientifica mais sustentavel e amiga do ambiente é essencial. Fato esse que
pode influenciar significativamente a produtividade e a qualidade do resultado,
conforme observado no presente estudo.

Podemos explicar a diferenca de compostos fendlicos extraidos da
mesma matriz, extamente pela alteracdo de polaridade dos mesmos. Gil-Martin
et al., 2021 relatam que a efichcia da extracdo vem da interacdo entre a
capacidade de solubilizacdo do solvente e a solubilidade relativa da amostra de
fendlicos. E a polaridade do solvente que é decisivo para a a obtencdo da
solvatacao e libertacdo das espécies ligadas a matriz. Assim, quanto maior for
a difusividade do solvente dentro da matriz, mais facil sera a desestabilizacéo
da rede de ligac6es de hidrogénio dentro de sua estrutura e maior a solvatacao
dos compostos alvo.

Os compostos fendlicos sdo geralmente polares e, portanto, mais
hidrofilicos do que lipofilicos, embora a sua hidro/lipofilicidade especifica
dependa do numero e da conjugacdo dos grupos fenol, os solvente polares,
como alcoois alifaticos e solventes orgéanicos polares, fornecem melhores
resultados de extracdo (Garcia-Salas et al., 2010; Reynoso-Camacho et al.,
2021), alternativa que foi utilizada no presente estudo, sendo que o melhor
solvente para extracdo foi a solucdo etanol:agua:acido acético (70:25:5 v/v/iv).
Em recente estudo, Reynoso-Camacho et al., 2021 demonstraram que metanol
e etanol juntamente com acetona e acetato de etila sdo frequente na extracéo
de fendlicos de cascas de frutas citricas. Subprodutos de laranja, tangerina e
toranja submetidos a decoccdo em solucdo acidificada metanol:agua (50:50,
pH 2) e posterior lavagem em acetona:agua (70:30) forneceram extratos ricos
em hesperidina, naringina e flavanonas narirutina, corroborando com o0s
resultados obtidos no presente estudo.

Mohammed, Saeed, Ali, (2023), demonstraram atividade antibacteriana
dos componentes isolados (acido 4-hidroxibenzdico, catecol e acido cumarico),
compostos fendlicos, contra diferentes tipos de bactérias gram positivas e gram
negativas. O ensadio utilizado foi o de difusdo em disco. O ensaio revelou

atividade antibacteriana sobre K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. Aureus.
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Vazquez-Armenta et al, 2022 também demonstraram em recente estudo a
relacdo netre a maior quantidade de compostos fendlicos com a presenca de
atividade antibacteriana. Zurek et al., 2022, demonstraram que além da
concentragcéo elevada estar relacionada com a atividade antibacteriana contra
cepas gram positivas e gram negativas, também ha uma relacdo da
cocnetracdo desses metabdlitos secundarios com a atividade citotoxica sobre
linhagens de cancer, justificando dessa forma a pesquisa do teor de fendlicos
no presente trabalho.

O desenvolvimento farmacotécnico da formulacéo de gel de P. major, foi
realizado com a analise critica da compatibilidade entre os insumos. Dentre as
oito formulacdes, foi considerada a melhor férmula a contendo 0,3% de CMC
sendo os critérios necessarios para a selecdo avaliados de acordo com as
caracteristicas organolépticas, e valor de pH compativel com a oromucosa, a
gual se manteve em 6,9, medida por meio de pHmétro. Os aspectos
fisicoquimicos avaliados foram: caracteristicas organolépticas, pH, densidade e

viscosidade.

CONSIDERAGOES FINAIS

Dessa forma, comprovou-se que as cascas da P. major € rica em compostos
fendlicos, os quais estdo relacionados a atividade antibacteriana de produtos
naturais, o melhor solvente extrator dessa classe de compostos para o produto
natural em questdo é o hidroalcodlico acidificado. A formulacdo proposta e que
comportou-se de forma estavel, trata-se de um estudo piloto, sendo que mais
analises devem ser efetuadas, como estabilidade, teste de estresse acelerado
e principalmente a analise microbioldgica da formulacéo final. Dessa forma,
demonstrou-se que é possivel a formulacao de gel de P. major, orocompativel

para aplicacdo em endodontia.
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