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RESUMO

Dentifricios sdo materiais cosméticos comumente utilizados na higiene bucal diaria.
Antes de serem disponibilizados para o consumo, faz-se necessério a realizacdo de testes de
seguranca para avaliar sua toxicidade, além disso o desenvolvimento de novos produtos com
propriedades antimicrobianas tém ganhado cada vez mais espaco, frente ao aparecimento de
microrganismos resistentes aos farmacos atualmente disponiveis. Nesse cenario, a associacao
de 6leos essenciais de plantas, com propriedades antimicrobianas a produtos de higiene bucal
surge como alternativa promissora para o desenvolvimento de novos produtos no controle da
carie dentaria, bem como no controle da doenca periodontal e outras infecgdes orais biofilme
dependentes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade por dose Unica e
repetidas de formulagdes diluidas de dentifricios fluoretados contendo éleo essencial de
Lippia sidoides Cham. (OELS-500: 1% do 6leo de Lippia sidoides (OELS), 500 ppm de fluor,
lauril sulfato de sddio (LSS) como surfactante e xilitol como edulcorante; OELS-1000: 1%
OELS, 1000 ppm de Fluor, LSS e eritritol; 1,50ELS-500: 1,5% OELS, 500 ppm de Fluor,
LSS e eritritol) em ratos Wistar de ambos os sexos. As toxicidades dos dentifricios foram
avaliadas em dose Unica (fase aguda) e por doses repetidas, durante 28 (fase subcronica),
conforme os protocolos nimeros 423 e 407 estabelecidos pela Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD), respectivamente. Apds 0s ensaios, todos 0s animais
foram submetidos a autdpsia para as analises histoldgicas, dosagens sericas bioquimicas, além
de leucograma e variacdo de massa corporal. Como resultados observamos que na fase de
dose unica formulacdo de dentifricio 1,50ELS-500 apresentou os melhores resultados de
toxicidade quando comparados ao grupo naive em relacdo aos parametro bioquimicos, a qual
foi selecionada para a fase de dose repetida. Na fase subcrbnica, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos testes, controle e naive em relacdo as dosagens
bioguimicas. Os resultados sugerem seguranca dessas formulacdes nas fases de estudo
analisadas, pois além de ndo terem sido observadas mortes durante o tempo de
experimentacdo, a maior parte das analises ndo apresentou alteracdo dos parametros
bioldgicos entre os grupos testes e grupo controle. No entanto, faz-se necessario mais estudos
de seguranca para avaliagdo das formulagGes antes de serem iniciados os testes clinicos em

humanos.

Palavras chave: Dentifricios. Oleos volateis. Testes de Toxicidade..



ABSTRACT

The development of new products with antimicrobial properties has gained more and
more marketing space, due to the emergence of microorganisms resistant to currently
available drugs. In this scenario, the association of essential oils to oral hygiene products that
are derived from plants and detain antimicrobial properties appears as a promising alternative
for the development of new products in the control of dental caries, as well as in the control of
periodontal disease and other biofilm-dependent oral infections. Toothpastes are cosmetic
products commonly used for daily oral hygiene. Before being made available for commercial
purposes and human consumption, safety tests are warranted to evaluate their toxicity. The
present study aimed to evaluate the toxicity of single and repeated doses of diluted
formulations of fluoride toothpastes containing essential oil of Lippia sidoides Cham. (OELS-
500: 1% oil of Lippia sidoides (OELS), 500 ppm of fluorine, sodium lauryl sulfate (LSS) as
surfactant and xylitol as sweetener; OELS-1000: 1% OELS, 1000 ppm of Fluorine, LSS and
erythritol; 1.50ELS-500: 1.5% OELS, 500 ppm of Fluoride, LSS and erythritol) in Wistar
rats of both sexes. The toxicity of toothpastes was evaluated in single (acute phase) and
repeated doses, during an observation period of 28 days (subchronic phase), according to
protocols numbers 423 and 407 established by the Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD), respectively. After the tests, all animals were submitted to autopsy
for histological analysis, biochemical serum dosages, in addition to leukogram and body mass
variation. As a result, we observed that in the single dose phase, the 1.50ELS-500 dentifrice
formulation presented the best toxicity results related to biochemical parameters, when
compared to the naive group. This formulation was selected for the repeated dose phase. In
the subchronic phase, no significant differences in biochemical analysis were observed
between the test, control and naive groups. These results suggest the safety of these
formulations in the analysed phases of the study, since in addition to not having observed
animal deaths during the experimental phase, most of the analysis did not show any change in
the biological parameters between the test groups and the control group. However, further

safety studies are needed to evaluate the formulations before starting clinical trials in humans.

Keywords: Dentifrices. Oils, volatile. Toxicity Tests.
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1.INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

1.1.1 Historico

O ser humano utiliza plantas como forma de medicamento para prevencdo e
tratamento de comorbidades desde o principio da histéria das primeiras civilizages
humanas. A fitoterapia é um campo da medicina que usa plantas para tratar doencgas ou
como agentes promotores de salde. O uso tradicional de produtos naturais geralmente
preserva a composicao original e a integridade da planta de origem, na utilizacdo para
fins medicinais desta como um todo, ou de uma porcentagem desejada de seus

componentes minimamente processados. (HEISLER et al., 2015).

Alguns documentos relatam que 0s primeiros recursos terapéuticos eram
fabricados a partir de plantas. Muitas vezes, 0s experimentos para testar a eficiéncia
desses produtos eram realizados a partir do método de tentativa e erro, procedimento
que ocasionava muitos fracassos e acarretava mortes. Em outras situacdes, 0s
experimentos funcionavam e resultavam na melhora dos sintomas ou até mesmo na cura
para determinadas doencas, podendo, porém, em alguns casos, produzir severos efeitos
colaterais (JAMSHIDI-KIA et al., 2018).

Com o tempo, o ser humano passou, entdo, a descobrir os efeitos das
propriedades biologicas das plantas de maneira empirica. A observacao da natureza e do
comportamento dos animais teve importancia nesse processo, pois a percepcao de que
determinados animais ingeriam algumas plantas especificas em momentos de
comorbidades facilitou esse processo de selecdo de plantas para tratamentos (LlI;
WENG, 2017). Conforme o homem foi se desenvolvendo e aprendendo através do
processo de evolucéo, ele foi compreendendo quais plantas poderiam ser utilizadas para
medicar determinadas doengas. Dessa forma, algumas sociedades primitivas, que se
tornariam grandes civilizagGes no futuro, passaram a deter o conhecimento do uso de
plantas medicinais (TANDOM, 2017).

Existem relatos de civiliza¢cBes milenares, como 0s chineses e 0s egipcios, que

descreviam, de forma escrita, documentos, 0s quais serviam como guias médicos e
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farmacéuticos (FERREIRA et al., 2014). A primeira obra escrita, a qual era utilizada
como referéncia para a utilizacdo de plantas medicinais, que se tem registro, data de
2800 A.C., trata-se de um documento chinés intitulado Pen Ts’ao (“A Grande
Fitoterapia”) escrito pelo imperador chinés Shen Nung. Nesse texto estdo descritas 365
ervas, com propriedades medicinais que eram usadas através de inspiracfes taoista de
Pan ki, o Deus da criacdo. Na mesma época, na india, duas obras também relatavam o
uso de plantas como tratamento medicinal — a Veda (Aprendizado) e a Ayurveda
(Aprendizado de Longa Vida) (SUJARWO ET AL., 2016).

A civilizagdo egipcia também se destacava por sua medicina e uso de produtos
de origem natural para o tratamento de doencas. Documentos datados de 1500 a.C.,
descreviam informagdes sobre 811 prescri¢cbes e 700 drogas, escritos em uma obra
chamada “Ebers Papirus”. Dentre os produtos de origem natural, encontravam-se
extratos de plantas, venenos de animais, propriedades de metais como cobre e chumbo.
Algumas destas plantas sdo utilizadas até os dias atuais, como é o caso da Ginseng
(Panax spp.) e a Ephedra spp. (SHOJA et al., 2015).

As civilizagbes gregas e romanas desenvolveram o conhecimento sobre a
utilizacdo das plantas a partir do contato com outras civilizagbes mais antigas.
Pendamius Dioscorides, que era médico do imperador Nero, publicou uma obra
intitulada, De Materia Medica, que foi utilizada durante varios séculos tanto pelos
gregos como por outras civilizagbes, como 0s romanos, 0s turcos e os arabes. A obra
continha 1000 drogas descritas, dentre elas, cerca de 600 eram plantas, como a cicuta
(Canium maculatum), o canhamo (Cannabis sativa), o cdélquico (Colchicum
autumnale). Havia também o registro do desenvolvimento de anestésicos a partir de

mandragora (Mandragora offinarum) e de 6pio (ALVES, 2013).

No mesmo periodo histoérico, Plinio, o Velho, desenvolveu uma doutrina que
acreditava que para cada doenga ou comorbidade, existiria uma planta especifica que
poderia ser usada para o tratamento. Ele foi o autor da obra Historia Natural, que
continha 37 volumes com varias mencdes, descricfes e usos para plantas medicinais
(BHATTARAM et al., 2002)
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1.1.2. Oleos Essenciais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata que aproximadamente 80% da
populacdo do planeta faz uso de conhecimento pratico tradicional em relacdo a atencédo
priméaria em saude e, quase 90% deste numero, utiliza de conhecimento basico em

fitoterapia, destacando -se o Brasil nessa pratica(BRASIL, 2006).

Os avangos da tecnologia para lidar com a problematica do surgimento de
microrganismos, cada vez mais resistentes aos antimicrobianos convencionais, tém
motivado a busca por novas substancias de origem natural, com eficacia maior ou igual
as dos medicamentos habitualmente utilizados (VERAS et al., 2014). Além disso, 0s
medicamentos atualmente disponiveis apresentam uma série de efeitos adversos e novas
estratégias sdo necessarias para melhorar o tratamento (RATES, 2001). Este fato tem
estimulado a busca por novos agentes antimicrobianos atdxicos e naturais, que podem
ser encontrados em plantas. Oleos essenciais podem ser extraidos de diversos 6rgaos
das plantas tais como flores, sementes, folhas, entre outras estruturas. Varios autores
citam que muitos desses Oleos possuem atividades antimicrobianas, bem como
propriedades antivirais, antimicéticas, antiparasitarias e inseticidas (PEDROI et al.,
2018). Assim, o surgimento da fitoterapia despertou o interesse pelos efeitos de extratos

vegetais para o controle de placa bacteriana e outras doencgas orais (LOBO et al., 2014).

Os Oleos Essenciais (OE) tém sido foco de estudos ha varias décadas. Trata-se
de liquidos oleosos aromaticos e que podem ser obtidos de diferentes orgdos das
plantas, utilizando diferentes técnicas de extracdo (BURT, 2004; GUENTER, 1948).
Esses dleos consistem em uma mistura de constituintes volateis, agindo como um
mecanismo de defesa contra microrganismos, predadores ou mudangas climaticas
(BAKKALI et al., 2008). Varios autores citam que muitos desses 0leos possuem
atividades antimicrobianas, propriedades antivirais (BISHOP, 1995), antimicéticas
(AZZOUZ E BULLERMAN, 1982), inseticidas (KONSTANTOPOULOU et al., 1992)
e antiparasitarias (PANDEY et al., 2000). H& também relato da acéo desses 6leos contra
bactérias orais (KARYGIANNI et al., 2016). Nesse cenario, OE tém ganhado destaque
entre os agentes naturais com atividades antimicrobianas (BASSOLE E JULIANI,
2012).

Existem mais de 3000 OE conhecidos, dentre os quais cerca de 300 sdo

utilizados pelas industrias cosméticas, alimenticias e farmacéuticas (BASSOLE E
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JULIANI, 2012). Vale ressaltar que medicamentos, materiais, prepara¢des e produtos
naturais a base de plantas, contendo sementes, folhas, flores, galhos ou outras partes
vegetais, (usadas como ingredientes ativos) sdo utilizados had mais de 2000 anos para
manter a higiene bucal e para prevenir inflamagcdes (VARGHESE et al., 2012;
PALOMBO et al., 2011).

O Brasil é um pais com uma ampla biodiversidade de plantas. Ele é considerado
0 maior pais no que diz respeito & megadiversidade, tanto em relacdo ao nimero de
espécies quanto a prevaléncia delas em toda a extensdo do seu territorio (ALBAGLI,
2001). Essa grande disponibilidade e variedade podem fornecer componentes para a
producéo e fabricacdo de produtos originados de recursos vegetais como os fitoterapicos
e os fitofarmacos. Por conta da variedade dos biomas, muitos deles s6 s&o encontrados
no Brasil, o Pais é destaque e tende a se desenvolver como um dos principais produtores
no desenvolvimento de medicamentos e produtos de origem vegetal (VILLAS BOAS;
GADELHA, 2007). Esses produtos sdo formados por micromoléculas de baixo peso
molecular, que possuem complexas estruturas, marcantes atividades bioldgicas e que
normalmente sdo encontrados em concentracdes baixas em plantas especificas (POSER;
MENTZ, 2004).

O oleo essencial de lavanda (Lavandula officinalis), também conhecida como
alfazema, que é amplamente encontrada no sul do pais, possui propriedades calmantes
para o sistema nervoso central, causando efeitos relaxantes, antiestresse e sedativos.
Essas propriedades se devem principalmente aos constituintes principais desse 6leo que
sdo o linalol e linalil acetato (BUCHBAUER, 1991). Lee et al. (2006) demonstraram
que o Oleo essencial de lavanda melhorou a qualidade de sono e ajudou no combate a

insdnia nas mulheres.

Outra planta que possui um 6leo essencial com propriedades terapéuticas é o
horteld- pimenta (Mentha piperita), conhecido popularmente como menta, planta de
origem inglesa, mas que é bastante cultivada no Brasil. Ela possui propriedade
antisséptica importante, atuando principalmente contra Escherichia coli. O 6leo dessa
planta também ja demonstrou propriedades terapéuticas no combate a problemas
digestivos (CAPELLO et al., 2007), a acne e a dermatites (NEUWRTH, CHAVES E
BETTEGA, 2015) .
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J& 0 0Oleo essencial de boldo-do-chile (Peumus boldus) demonstrou forte acdo no
controle de Candida albican. Essa planta € amplamente distribuida em todo o territério
brasileiro e populamermente utilizada para o controle de dor abdominal, flatuléncia e
como hepatoprotetor (LIMA et al., 2006 )

1.2 Lippia sidoides Cham.

O alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham., Verbenacea) é uma arvoreta ou
subarbusto que comumente encontra-se em regides com vegetacOes prdprias de clima
semi-arido. As caatingas do Nordeste Brasileiro sdo exemplos de biomas onde
facilmente encontramos plantas dessa espécie. A Lippia sidoides Cham. pode alcancar
até 2 metros de altura e seu tronco chega a até 8 cm de didmetro. E comum ela se
apresentar com varios ramos, nos quais encontramos folhas com propriedades
aromaticas, que possuem tamanhos variados e grosso-serreadas, podendo chegar até
8cm de comprimento, sua forma e ovalada e lanceolada, além disso, elas possuem
pequenos pelos revestindo-as e podem possuir pontos glandulosos na porgdo superior
(MATOS E OLIVEIRA, 1998).

As folhas possuem odor aromatico semelhante ao timol e sabor picante que é
perceptivel nas folhas frescas, caracteristicas o que conferiram a arvoreta 0 nome de
alecrim-pimenta, na linguagem popular. Suas flores sdo pequenas de tonalidade branca
ou amarelada e distribuidas em inflorescéncias de formato semelhante a piramides ou
globos partindo de um pedunculo longo, normalmente, menor que as folhas (MATOS E
OLIVEIRA, 1998).

O género Lippia (Verbenacea) engloba quase 200 espécies, que podem estar
distribuidas em diversas regides do mundo incluindo a América do Sul (AGUIAR et al.,
1984). A Lippia sidoides, um arbusto muito encontrado no Nordeste do Brasil, contém
um o6leo essencial rico em timol e carvacrol, que sdo substancias com atividade
antimicrobianas (BOTELHO et al., 2009).

O O6leo essencial de L. sidoides (OELS) apresentou potencial atividade
gastroprotetora e anti-inflamatéria topica quando utilizado em diferentes concentracoes,

provavelmente devido as suas propriedades antioxidantes (MONTEIRO et al., 2007).
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Acredita-se que o maior representante, o timol, seja o responsavel pelas propriedades
bioldgicas do OELS, mas isso ainda ndo havia sido comprovado, pois o 6leo essencial
pode conter substancias menores que também podem ser responsaveis pelas atividades
bioldgicas. O dleo essencial de Cordia verbenaceae, por exemplo, contém 4,64% de a-
humuleno, que é responsavel pela atividade anti-inflamatéria (DE CARVALHO et al.,
2004; FERNANDES et al., 2007).

Em estudo feito em 2002 por Costa et al.,, os pesquisadores analisaram 0s
componentes quimicos do 6leo de Lippia sidoides cham. atraves do método de analise
espectroscépica encontrando um total de 13 constituintes principais: oleandlico , metil-
3,4-diidroxibenzoato, lapachenol, tecomaquinona |, tectoquinona, tectol, tectol
acetilado, quercetina, luteolina, glucoluteolina, lippisidoquinona, taxifolina e

isolariciresinol.

Estudos identificaram haver propriedades anti-inflamatdrias topicas e
gastroprotetoras no 0leo essencial, extraido da folha de Lippia sidoides (OELS), testado
em camundongos, na presenca de doses variadas de 10, 50 e 100 mg/kg. No
entendimento dos autores, esses efeitos devem-se a propriedade antioxidante do timol
(MONTEIRO et al., 2007).

Nesse mesmo ano, Fontenelle et al. (2007) publicaram resultados da analise por
cromatografia gasosa do OELS, onde os autores verificaram seus principais
componentes como o p-cimeno, E-cariophileno, mirceno, y- terpineno e constataram — o
timol —como o principal componente do 6leo (59,65%). A grande concentracdo de
Timol e Carvacrol encontrada no OELS , revela um OE, de amplo uso na medicina
tradicional brasileira, especialmente, pelas comunidades locais pobres do Nordeste, para

cortes na pele, picadas de insetos e dor de garganta (LEMOS et al., 1990).

Os OE sdo ricos em timol e carvacrol, que sdo substancias com atividade
antibacteriana (BOTELHO et al., 2009), eles sdo isdbmeros e fazem parte do grupo dos
terpenos que correspondem a uma classe de substancias quimicas que se derivam do
metabolismo secundario dos vegetais, cuja origem vem de unidades de isopreno (CsHs)
que possui em sua maior parte forma de estrutura ciclica. O timol que também ¢é
conhecido como 2-isopropil-5-metilfeol se caracteriza como um monoterpeno tenco
como seu isdbmero o carvacrol, eles possuem odor agradavel- e sdo solGveis em alguns

solvenes organicos (LIMA et al., 2017). Estudos demonstraram que esta planta, rica



19

nesses terpenos, possui atividade inseticida contra Lutzomyia longipalpis, vetor de
leishmaniose visceral (MACIEL et al., 2009), acdo larvicida contra Aedes aegypti
(COSTA et al., 2005), atividade tripanocida contra Trypanosoma cruzi (BORGES et al.,
2012) e propriedade anti-inflamatéria em camundongos (VERAS et al., 2012). Estudos
in vitro de L. sidoides também revelaram atividade antifingica contra Candida spp. e
Cryptococcus neoformans (FONTENELLE et al., 2007) e atividade antibacteriana
contra Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Yersinia enterocolitica (CASTRO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2006).

Alguns estudos ja demonstraram que o timol e o carvacrol possuem efeitos
sinérgicos em relagdo as suas propriedades antimicrobianas (VALE et al., 2021,
SOUSA SILVEIRA et al., 2020). Uma mistura timol-carvacrol foi altamente eficaz em
reducdo da S. mutans na saliva, mas sua eficacia ndo foi superior ao OELS nas
formulagdes de enxaguante bucal e gel com o maior percentual de redugédo de S. mutans,
demonstrando uma estreita associacdo entre a eficacia antimicrobiana deste Oleo
essencial e da acdo de seus principais constituinte, timol e carvacrol. Estes resultados
confirmaram que o OELS apresenta um espectro antibacteriano, principalmente, gram-
positivo e uma agdo limitada contra bactérias gram-negativas (BERTINI et al., 2005).
Além disso, estudos realizados com os principais constituintes do OELS, timol e
carvacrol, demonstraram uma excelente atividade antimicrobiana destes compostos
contra patdgenos envolvidos no processo de carie dentaria (LOBO et al., 2011). Uma
mistura timol-carvacrol foi altamente eficaz em redugdo da S. mutans na saliva, mas sua
eficdcia ndo foi superior a Lippia sidoides nas formulacGes de enxaguatério bucal e gel
com o maior percentual de redugéo de S. mutans, demonstrando uma estreita associagdo
entre a eficicia antimicrobiana deste Oleo essencial e da acdo de seus principais
componentes. Estes resultados confirmaram a Lippia sidoides como tendo um espectro
antibacteriano, principalmente, gram-positivo, além de uma acdo limitada contra

bactérias gram-negativas (LOBO et al., 2014).

Em uma pesquisa realizada, verificou-se que um enxaguatério bucal preparado
com o 0leo essencial dessa planta reduziu o crescimento de bactérias-placa em humanos
e alterou a resposta clinica e histoldgica no periodonto de cdes com gengivite marginal
(MONTEIRO et al., 2007). O o6leo essencial dessa planta também possui propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes e gastroprotetoras (FREIRES et al., 2015), e 0 OELS
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contém constituintes volateis, os quais estdo relacionados a uma acdo bioldgica
intrinseca e, portanto, poderiam ser empregados na producdo de formulacdes clinicas

para uso odontologico.

1.3 Edulcorantes

Edulcorantes também conhecidos como adogantes sdo substancias de origem
natural ou artificial que proporcionam aos alimentos um gosto doce. Eles normalmente,
apresentam baixo ou nenhum valor energético, sdo utilizados para pessoas que tém
intolerdncia a agucares ou estdo em dietas com baixo teor calérico. (GARCIA-
ALMEIDA E CASADO FDEZ, 2013). Nos altimos 35 anos observamos um aumento
da utilizacdo de adocantes pouco caloricos substituindo o uso de agtcar em alimentos e
bebidas industrializados (ANDERSON, 2012).

Essas mudancas acompanham a tendéncia mundial de maior consumo em
alimentos processados e modificados com o objetivo de realizar uma dieta com menos
calorias e baixo teor de gordura e de agUcar. Assim, alimentos com edulcorantes
apresentaram um crescimento exponencial no consumo em relacdo aqueles que
apresentavam acgucares convencionais como ingrediente. Essa pressdo da industria,
frente as mudancgas no consumo e padrdo alimentar, acelerou o processo de testes para
salientar a eficacia e a seguranca destes adogantes a fim de transmitir informacdes claras
aos consumidores (GARCIA-ALMEIDA E CASADO FDEZ, 2013).

A descoberta do xilitol ocorreu no final do século XI1X. Ele é um edulcorante,
que pode ser encontrado na natureza em alguns vegetais e frutas como abdbora, couve-
flor, ameixas e morangos. E um &lcool de agticar com cinco carbonos (CsH120s), com
peso molecular de 152,15 g/mol. E muito utilizado como adogante na fabricacdo de
produtos doces sem acucar, devido ao seu sabor e ao tempo de dogura ser equivalente ao
da sacarose; além disso, possui menos de dois tercos das calorias da maior parte dos
acucares disponiveis (UR-REHMAN et al., 2015).

Outra propriedade interessante é que o xilitol é anticetogénico e nao requer
insulina para entrar nas células, tornando-se, desse modo, uma excelente fonte de
energia para os diabéticos. (HOREKI E TAKAGI , 2012; PETERSON, 2013). Ele se
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caracteriza por ser o mais doce dentre todos os polidis (MITCHELL, 2008). O xilitol
ganha certo destaque na area odontoldgica em virtude de seus beneficios referentes ao
controle e a diminuicdo de risco de carie dentaria (JANAKIRAM, KUMAR E JOSEPH,
2017). Existem trés mecanismos que sdo usados para explicar essa acdo frente & doenca
carie. O primeiro, refere-se a substituicdo da sacarose cariogéncia pelo xilitol; o
segundo, relaciona-se ao fato do xilitol estimular a salivacdo e o terceiro mecanismo,
alude-se a questao do xilitol possuir efeitos inibitorios especificos sobre o Streptococcus
mutans, que € a principal bactéria envolvida no processo de formacdo da carie
(MAKINEN, 2016; SALLI etal ., 2019).

O eritritol também pertence & familia dos poliodis ou alcoois de agucar ((2R,3S)-
butan-1,2,3,4-tetrol) (BILLAUX et al.,, 1991). Os polidis sdo formados a partir de
processos de hidrolizacdo de grupos aldeidos em carboidratos. Os polidis sdo
abundantes na natureza, sendo encontrados em alimentos fermentados como o molho de
soja, além de frutas e vegetais como uvas e cogumelos (BERNT, 1996). O eritritol
possui apenas quatro atomos de carbono, portador, desse modo, do menor peso
molecular entre todos os alcoois de aclcar, o que ird implicar em algumas diferencas em
suas propriedades fisicas e quimicas; além disso, por ser uma molécula simétrica, ele ira

existir em apenas uma forma, a mesoforma (MOON et al., 2010).

O eritritol também forma cristais anidros que possuem um sabor doce que
alcanca entre 60 a 80% em relacdo a dogura da sacarose, contudo, ele possui a vantagem
de nédo deixar sabor residual, podendo ser facilmente misturado a agucares de sabor mais
intenso (COCK, 2012). No entanto, o eritritol demanda um alto custo para a sua
fabricacdo quando comparado a outros edulcorantes de sabor mais intenso como xilitol,
essa caracteristica faz com que ele ndo se configure como o adocante de primeira
escolha para a industria. A principal vantagem do eritritol é o fato de ele poder melhorar
a sensacao na boca, podendo mascarar certos sabores indesejados de edulcorantes mais
fortes como adstringéncia e efeitos irritantes orais (REGNAT, MACH, MACH-
AIGNER, 2018).

1.4 Fluor

O fluor é um dos elementos mais abundantes encontrados no planeta. Ele esta

presente na agua, solos e no ar e é caracterizado por ser o mais eletronegativo dos
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halogénios. Ele possui grande capacidade de reagir com elementos quimicos formando

compostos organicos e inorganicos (MURRAY, 1986).

O primeiro estudioso a relacionar o efeito do flior no controle de céarie dentaria
foi Frederick Mckay no inicio do século XX. Mckay era um dentista americano que
relatou suas observagdes na comunidade de Colorado Springs onde descreveu que as
criangas que viviam l& possuiam “dentes manchados” juntamente com uma prevaléncia
de cérie mais baixa do que a de outras regides dos Estados Unidos. Ele entdo suspeitou,
que essas alteragdes observadas na comunidade, poderiam ser desencadeadas pela
presenca de algum elemento quimico, encontrado na agua que as pessoas consumiam
nessa regido. Em 1931, Churchil, um quimico americano, confirmou essa tese, ao
detectar que a agua de Bauxite, Arkansas, possuia 13,7 ppm de fllor, o que também
causava manchamento dos dentes e diminuicdo da prevaléncia de carie. O manchamento

era causado devido a grande quantidade de fluor presente na agua (NARVAI, 2000).

Atualmente, sabe-se que o fluor é de fundamental importancia para controle e
prevencao de carie. Ele pode ser considerado, juntamente com acgdes de prevengdo em
salide, como a primeira linha de defesa para o aparecimento da cérie dentéaria. A Food
and Drug Administration (FDA) tem o flior como o Gnico composto reconhecido para a
prevencdo desta doenca nos Estados Unidos, contudo ainda existem produtos que
contém fldor e que ndo sdo reconhecidos pela FDA para a protecao e prevencao de cérie
(PARK E KIM, 2002).

Politicas publicas em saude, a partir do século XX, comecaram o processo de
fluoretacdo das aguas para as comunidades. Dessa forma, a 4gua se configurou, como a
principal fonte de fluor para a populacdo em relacdo ao controle da doenga. As outras
fontes, em que que o fldor € encontrado, sdo nos produtos odontoldgicos de higiene

pessoal como dentifricios e enxaguantes bucais (CAREY, 2014).

H& mais de 50 anos, a utilizagdo diaria de cremes dentais fluoretados é
recomendada como método efetivo de controle e prevencdo de cérie. Durante esse
periodo, ocorreram Vérias alteragdes em relagdo as recomendacdes de uso em criancas e
gravidas devido ao risco de ingestdo, pois poderia gerar contaminacdo ou fluorose
dentaria. Conforme a crianca cresce, ela fica mais capaz de cuspir 0 excesso de pasta
durante a escovacao, 0 que ndo ocorre com criangas menores de 5 anos, as quais tendem

a engolir o dentifricio durante a escovagao.
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Diante desse fato, FDA recomenda a utilizagdo de pequenas quantidades (do
tamanho aproximado de um gréo de ervilha) de dentifricios fluoretados em criancas
menores de 6 anos e a consulta ao dentista para que este oriente em relagdo ao uso em
criancas menores de 2 anos. Varias organizacGes recomendam o uso de uma fina
camada em criangas dessa idade ou do tamanho aproximado de um grédo de arroz
(WRIGHT et al., 2014).

O fluor apresenta-se, em relacdo a concentragdo em dentifricios, nas versdes
com alta (1055-1450ppm) ou com baixa (250-550 ppm) concentracdo, ambas oferecem
boa margem de seguranca, desde que utilizadas na quantidade correta e que seja evitada
a degluticdo do produto. Dependendo da quantidade de pasta que a crianga ingerir
durante a escovagdo, a pasta de dente pode representar até 25 % da dose sistémica total
para criancas com idade entre 2 e 6 anos (SCHER, 2011). A ingestdo média de fldor do
creme dental foi estimada em aproximadamentell,5 pg/kg pc/dia para criancas e 1,4
pg/kg pc/dia para adultos (EFSA 2013).

1.5 Estudos de Toxicidade

A historia dos estudos de toxicidade tem inicio com Paracelsus (1493-1541),
médico e astrélogo sui¢co que nasceu no seéculo XV, considerado, portanto, o pai da
toxicologia. Ele conseguiu demonstrar efeitos inofensivos e benéficos das toxinas e
demonstrou relacGes dose-resposta para efeitos de varias drogas. No século XVIII,
Mathieu Orfila, um médico nascido na Espanha, conseguiu determinar a relacdo de
venenos com suas respectivas propriedades biologicas, demonstrando danos a 6rgaos
especificos causados pelas toxinas. Orfila, muitas vezes, é citado como o pai da
toxicologia moderna. Os métodos de sele¢do toxicoldgica e metodologias desenvolvidas
por ele serviram de base para o desenvolvimento de novos estudos toxicoldgicos a partir
do inicio do século XX (HUNTER, 2008).

Os testes de toxicidade podem ser definidos como a determinacao dos efeitos de
um material ou produto sobre determinado grupo de organismos escolhidos sobre
condigdes especificas (ENVIRONMENT CANADA, 2007). Estes testes devem ser

controlados de modo que os organismos devem ser submetidos a exposicdo da
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substancia em diferentes graus de concentragdes a fim de determinar pardametros de
maneira precisa, como, por exemplo, a dose letal mediana (DLso) ou uma concentracdo
de efeito mediana (EC50) (HODSON, ADAMS e BROWN, 2019).A DLso se refere a
quantidade de uma substancia quimica, que quando é administrada por via oral, em uma
Unica dose, indicada em massa da substancia por massa de animal, ira causar a morte de
50% dos animais expostos dentro de um periodo de observacao de 14 dias (EATON E
GILBERT, 2008)

A utilizacé@o de animais em estudos toxicologicos iniciou-se a partir de 1920, por
Jonh Willian Trevan, que sugeriu o uso de teste de dose letal de 50% (DL50) a fim de
determinar a dose letal de produtos quimicos especificos. Apos a introducao do conceito
de DL50, o cientista John DAriza sugeriu um método de avaliagdo para testar a irritacdo
ocular e dérmica, utilizando coelhos, o qual foi bastante utilizado para testar efeitos de
produtos cosméticos e farmacéuticos tanto nos olhos quanto na pele
(PARASURAMAN, 2011).

Os estudos de toxicidade de produtos datam desde a década de 1950, periodo em
que, inicialmente. tinhamos um conhecimento cientifico primitivo sobre as substancias
e seus efeitos danosos a satde. O intuito principal dos testes de toxicidade era o de
fornecer um entendimento das respostas biologicas de determinadas substancias sobre
0s 6rgéos e tecidos dos seres vivos. Desse modo, poderiamos compreender de forma
agil e econdmica sobre 0s riscos e consequéncias da exposicdo aos agentes ambientais
aos quais estamos rodeados, avaliando assim o risco para a saude da populagédo
(KREWSKI et al., 2009).

Na antiguidade, a principal fonte de tratamento para problemas de salde era a
natureza. Todas as drogas derivavam de origem vegetal, animal ou mineral. Existem
relatos de documento histéricos que ja descreviam as propriedades curativas e
caracteristicas de plantas que datam de 2800 A.C. Atualmente, uma boa parte da
populacdo acredita no potencial dos produtos naturais como agentes de controle,

prevencdo e tratamento de enfermidades (TYLER, 1996).

Muitas vezes os produtos naturais sdo tidos como um meio natural e econémico
para tratar doencas cronicas podendo ser associados aos medicamentos industrializados
(TROVAR e PETZEL, 2009). No Brasil, uma parte da sociedade acredita que, por

serem de origem natural, esses produtos ndo oferecem perigo. No entanto, essa crenca,



25

concomitantemente com o uso popular ndo fornece informacdes cientificas suficientes
para afirmar se determinada planta possui riscos e/ou danos para a saude. Essa falta de
informacdo pode acarretar um problema de salude publica, pois 0 uso indiscriminado de
produtos naturais, sem evidéncias cientificas experimentais, podem causar danos
hepaticos, problemas no trato gastro-intestinal e até aumento do risco de cancer
(SCHENKEL, 1990).

Existem plantas que possuem substancias que oferecem riscos a saide como, por
exemplo, o apiol e o safrol, que acabam gerando efeitos hepatotdxicos, ou, ainda, as
saponinas que podem causar lesGes renais. Ja as plantas ricas em lactonas
sasquiterpénicas, ou as do tipo furanocumarinas, podem causar reacOes de dermatite
(VEIGA, 2005). Outros efeitos, prejudiciais e preocupantes, que podem ser
mencionados sdo os teratogénicos, embriotoxicos e abortivos. Algumas plantas tém a
capacidade de atravessar a barreira placentaria e podem acabar gerando alguns desses
efeitos no feto (BRASIL, 2002).

Em uma revisdo feita por Rodrigues et al. (2011) os autores listaram uma série
de plantas com propriedades tdxicas durante a gravidez e concluiram que para a maioria
das plantas medicinais ndo havia dados em relacdo a seguranca para 0 seu uso durante a
gestacdo. Os dados existentes encontrados eram, muitas vezes, incompletos e
contraditérios, o que reforca a necessidade de mais estudos de toxicidade para o

embasamento do uso seguro desses produtos naturais (RODRIGUES et al., 2011).

No Brasil, a maior parte das plantas, que sdo consumidas e utilizadas como
tratamento para algumas comorbidades, ndo apresentam uma descri¢cdo e comprovagéo
de suas propriedades farmacologicas ou de testes toxicoldgicos, configurando seu uso
como um risco para a populacgdo, a qual, muitas vezes faz o uso indiscriminado dessas
plantas com base o conhecimento empirico (CASTRO, 2006). Existem varias causas
que influenciam ou podem contribuir para a toxicidade das plantas: a contaminacéo por
metais pesados, a época do ano em que a planta foi colhida, os microrganismos, 0s

pesticidas, os diferentes processos para extracao, dentre outros (LIMA, 2009).

Em 22 de junho de 2006, foi publicado o decreto n° 5.813 pela Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esse decreto listou uma série de diretrizes para o
incentivo a pesquisa e para o desenvolvimento de fArmacos a partir de fitoterapicos ou

plantas medicinais, com intuito de que eles possam ser disponibilizados com seguranca,
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eficécia e qualidade a toda a populacdo, investindo, assim, na biodiversidade do Brasil,
que é uma das maiores do mundo (BRASIL, 2006). Assim, os estudos de toxicidade
pré-clinicos se tornaram fundamentais para fornecer seguranca aos pesquisadores e, por
consequéncia, & populacéo, avaliando o grau de toxicidade nos animais testados nessa
fase do estudo (CASTRO, 2006)

A Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) relata que os efeitos toxicos e
farmacoldgicos observados nos animais, em especial, nos roedores, possuem forte valor
de evidéncia e de aplicabilidade para a espécie humana. Devido a esse fato, a industria
farmacéutica, quimica e alimenticia faz uso constante dos testes de toxicidade em
animais, com o intuito de avaliar a eficacia e seguranca do uso de novos produtos
(WHO, 1978).

No Brasil, a Resolu¢cdo RE N° 90, de 16 de marco de 2004, dispds sobre a
regulamentacdo e parametrizacdo dos testes de toxicidade em fitoterapicos, com o
objetivo de indicar métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica de
acordo com a resolucao vigente para registro e renovacao de registro de fitoterapicos.
Esta resolucdo especifica que os estudos devem ser feitos com amostras padronizadas
do medicamento fitoterapico ou do derivado vegetal a partir do qual é produzido. Além
disso, também especifica qual os animais que devem ser utilizados, bem como o sexo,
espécie grupos (controle e tratado), idade dos animais, via de administracdo e a dose
(BRASIL,2004).

1.6 Toxicidade por dose Unica (aguda)

A finalidade do ensaio de toxicidade aguda € de avaliar se determinada
substancia pode possuir um potencial danoso ao ser humano, a partir deste teste, sera
possivel qualificar e determinar o grau de letalidade e de efeitos tdxicos para que possa
ser classificado quanto ao seu risco conforme as legislagdes reguladoras vigentes de
cada pais (VALADARES, 2006).

O ensaio de toxicidade aguda foi descrito pela primeira vez por Trevan (1927), o

qual tinha como objetivo definir a dose letal de uma substancia que seria capaz de matar
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metade dos animais de determinado grupo teste. Essa dose foi posteriormente definida
como dose letal 50% (DLsg). Décadas depois, este teste passou a ser utilizado e exigido
para avaliar a seguranca de farmacos e produtos antes de serem distribuidos a populacéo
(TREVAN, 1927).

Por muito tempo, o teste da DLso foi utilizado como o principal método de
avaliacdo de toxicidade aguda, era um procedimento necessario e exigido para avaliar a
seguranca de produtos por oOrgdos de regulagdo. A Food and Drug Administration
(FDA), agéncia reguladora americana, responsavel pela protecdo e promoc¢édo da saude
publica, através do controle e supervisdo da seguranca alimentar, de suplementos
dietéticos, de produtos de tabaco, de vacinas, de prescricdo de medicamentos, de
transfusdes de sangue, de dispositivos médicos, cosméticos e alimentos para animais
exigia este teste desde a deécada de 1970, antes da liberacdo de algum produto ou
farmaco ao publico consumidor (KLAASSEN e WATKINS, 2001).

Contudo, este método demandava o uso de uma grande quantidade de animais,
chegando até 100 roedores por grupo, e, em alguns casos, era realizado em duas
espécies diferentes, normalmente ratos e camundongos (BOTHAM, 2002). Com o
passar dos anos e com aprimoramento da ciéncia e das diretrizes éticas de preservacao e
uso dos animais em laboratorio, além de fatores econdmicos, observou-se uma maior
preocupacao com a reducdo do numero de animais a serem utilizados nas pesquisas, 0
que levou aos toxicologistas reavaliarem os métodos para aplicacdo do teste de
toxicidade aguda (PAUMGARTTEN et al., 1989).

A partir do trabalho de Russell e Burch, de 1959, a questéo dos trés Rs passaram
a ter uma maior aplicacdo em todo o planeta, em especial em pesquisas que envolviam
ensaios de seguranca e de toxicidade de novos produtos e substancias. Essa diretriz tem
por finalidade otimizar pesquisas envolvendo o uso de animais gerando menos gastos,
méo de obra e melhorando 0 manejo e bem-estar dos animais durante o experimento. Os
trés Rs se referem a Refinement, Reduction, and Replacement (refinamento, reducéo e

substituicao).

O refinamento diz respeito a toda estratégia e procedimento que vise diminuir o
sofrimento e desgaste do animal durante o experimento. A reducdo visa desenvolver
novas técnicas que sejam embasadas cientificamente a fim de que a pergunta do

experimento seja respondida, utilizando o menor nimero de animais possiveis. A
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substituicdo é a aplicacdo de novos métodos que ndo fazem o uso de animais sencientes
durante o protocolo experimento. Essa substituicdo pode ocorrer através da utilizacédo de
tecidos derivados dos animais ou de animais ndo sencientes (PURCHASE et al., 1998).
Assim, em 2002 o teste que utilizava DLsg passou a ndo ser mais empregado, dando
espaco a testes que aplicavam dosagem fixa, testagem “up and down’’e por classe. 0s
quais foram estabelecidos pela Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) (BOTHAN, 2004).

O teste de toxicidade por dose fixa (OECD 420) envolve a testagem de cinco
animais de forma sequencial, determinando previamente a escolha de cinco doses fixas.
Esse protocolo utiliza como critérios para toxicidade a observagdo dos sinais vitais dos
animais e avalia a quantidade de animais que foram a 6bito como pardmetro para definir
a seguranca do produto. Ja o método “Up and down” (OECD 425) pretende determinar
a DLso, testando em sequéncia os animais individualmente, assim, a dose de cada animal
seguinte sera ajustada para mais ou para menos a partir dos efeitos toxicos observados

no animal anterior.

O teste de toxicidade por classe (OECD 423), também emprega a metodologia
de dose fixa, no entanto, o objetivo final é avaliar o nimero de animais mortos a cada
concentracdo da substancia utilizada e, a partir desse nimero, determinar a seguranca da
substéancia e sua DLso (RISPIN et al., 2002).

1.7 Toxicidade por doses repetidas (subcroénica)

Os estudos de toxicidade subcrdnica tém como objetivo definir quais sdo as
doses de exposicdo de determinada substancia que irdo causar efeitos toxicos nao
observaveis. O teste de toxicidade fornece informacdes sobre o efeito de exposicdes
frequentes, por via oral, de determinada substancia. Ele pode determinar a necessidade,
ou ndo, de estudos toxicol6gicos mais longos. Esse teste € fundamental para a
caracterizacdo da toxicidade da substancia de ensaio, indicando a relacdo dose-resposta
e a determinacdo do efeito adverso ndo observado Nivel (NOAEL) (OECD, 2008).
Também € avaliado a agdo da substancia por uma exposi¢do repetida e prolongada (28
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dias) nos 6rgdos dos animais que mais sdo afetados por efeitos toxicos, assim como o
grau de comprometimento deles (FAUSTMAN et al., 1994).

A justificativa para a selecdo de um teste subcronico deve ser baseada na
duracéo clinica da medicacdo, na natureza e no grau da exposicdo e na estratégia geral
do teste. A principal via de administracao desse tipo de estudo é oral, através da técnica
de gavagem, mas existem também estudos que optam por injecdo intraperitoneal da
droga, isso ira depender do tipo de substancia utilizada (BOUTRAND, 2019).

A substancia teste deve ser administrada regularmente em um horario especifico.
Os animais ndo devem variar muito em relacdo ao seu peso, devendo estar em uma faixa
de = 20%. Em relacdo a idade, normalmente sdo utilizados animais de 5 a 6 semanas
para este tipo de teste e, normalmente, seu peso se encontra entre 180 a 220 gramas. Os
animais sdo divididos em um grupo controle e em um grupo que recebera uma alta dose
da substancia. Pode ser incluido um grupo satélite (naive) durante o experimento
(PARASURAMAN, 2011).

Durante o periodo de administracdo sdo observados, diariamente, os sinais de
toxicidade e de comportamento dos animais e a averiguacdo do grau de sofrimento deles
segundo a escala de Grimace. Quando possivel, os animais que morrerem durante o
estudo ou que tiveram de ser eutanasiados devem ser submetidos a necrdpsia e a coleta
dos 6rgdos. Além disso, os animais que sobreviverem devem ser eutanasiados e, em

seguida, serdo submetidos a necropsia para coleta de sangue e de 6rgaos (OECD, 2008).

1.8 Marcadores bioquimicos de toxicidade

Em estudos de toxicidade existem 6rgdos que se tornam mais suscetiveis as
acdes das substancias, tanto por conta de sua funcdo no corpo, bem como pela estrutura
celular e vascular que esses orgaos possuem. Dentre estes 0rgdos, o figado é um dos

mais sensiveis aos efeitos toxicos.

Qualquer substancia administrada de maneira oral e que sera posteriormente
absorvida por via gastrintestinal ird, em um primeiro momento, ser transportada para o
figado, por meio da veia porta hepéatica. Desse modo, qualquer agente toxico tera de

passar pelo figado, antes de ser disposto na corrente sanguinea, fazendo desse 6rgdo um
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dos mais importantes em analises biogquimicas para esses tipos de estudo
(CORNELIUS, 1980)

O figado possui uma série de enzimas que apresentam diversas funcdes
importantes no processo de eliminagéo de substancias toxicas e de digestdo. Dentre elas,
temos a aspartato aminotransferase (AST), a alanina aminotransferase (ALT), a
fosfatase alcalina (FA) e a gama glutamiltranferase (GGT). O aumento dessas enzimas
na corrente sanguinea normalmente esta relacionado a processos de lesdes hepaticas. O
crescimento dessas enzimas pode causar danos as membranas hepatocelulares como
colestase, hipoperfusdo, inflamacdo, hipdxia, necrose e excesso de depdsitos de
glicogénio. Em especial, 0 aumento de ALT e AST esté relacionada com desordens
celulares agudas (MOTA, 2003).

As enzimas estdo presentes em basicamente todas as reagdes quimicas do corpo,
portanto, elas sdo encontradas em praticamente todos os drgdos e tecidos. As
aminotransferases tém sido usadas como indices de lesdes hepaticas ha algumas
décadas. A enzima AST, atua na catalisacdo de transaminacao reversivel do aspartato
em 2-cetoglutarato para o oxalato e glutamato, sendo encontrada em quase todos os
tecidos. Ja a ALT é encontrada no figado, catalisando a transferéncia do grupo amino da
alanina, ficando apenas o acido piravico. Quando ocorrem alteracbes hepaticas
ocasionadas por infeccdes virais, esteatose, cirrose e toxicidade por substancias, essas

duas enzimas se apresentam aumentadas (KAPLAN, 2002).

A fosfatase alcalina sérica esta presente tanto no figado quanto nos 0ssos,
portanto, o aumento dessa enzima estd normalmente relacionado com desordens
hepatobiliares e Osseas. Ele pode ser causado por obstrucdo do fluxo biliar, hepatite,
cirrose, consumo de alimentos gordurosos e exposicao a substancias toxicas. Nos casos
de obstrucdo extra-hepatica o aumento de enzima se deve por conta da inducdo por
colestase (HENRY, 2008).

Outro 6rgdo que é fundamental na identificacdo de toxicidade por testes
bioguimicos € o rim. Este 6rgdo esta relacionado com o processo de filtragdo sanguinea,
a fim de eliminar substancias nocivas como a aménia, uréia e acido Urico. A creatinina
sérica € um composto que pode ser utilizado para avaliar o processo e ritmo de filtracdo
glomerular. Alteracdes nos niveis de creatinina podem indicar deplecdo da funcéo renal
(KISZTAJN, 2007).
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A creatinina é um subproduto ndo enzimatico da creatina e fosfocreatina. Ela é
constantemente produzida pelo tecido muscular esquelético. Se trata de uma molécula
pequena que ndo circula. ligada a proteinas plasmaticas, que é facilmente filtrada pelos
rins no nivel glomerular e, em seguida, excretada em quantidade, que vai variar de
acordo com o grau de lesdo renal, ou seja, quanto maior a taxa de creatinina, maior sera
o nivel de insuficiéncia renal (HUIDOBRO, TAGLE E GUZMAN, 2018)

A uréia é o subproduto final do metabolismo do nitrogénio nos humanos e é
gerada pelo figado por meio do ciclo da uréia. Sua excrecédo ocorre, principalmente, pela
via renal através da urina, podendo também ser excretada por outros fluidos corpéreos
como a saliva, o suor, e, também, o sangue. Em individuos saudaveis, as concentragdes
de uréia vdo variar de acordo com fatores diversos como ingestdo de proteinas e nivel
de hidratacdo. Em condic¢des normais, o nivel de uréia na urina varia de 7 a 20 mg/dL,
aumentando bastante em condi¢fes patoldgicas como insuficiéncia renal. A uréia e a
creatinina sdo dois biomarcadores importantes na avaliacdo de situagdes como doengas
renais ou desordens hepaticas (PUNDIR, JAKHAR E NARWAL, 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as toxicidades (aguda e subcronica) de 3 diferentes formulacdes de

dentifricios fluoretados contendo 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. em roedores.

2.2 Especificos

e Avaliar em ratos machos e fémeas os efeitos de 3 diferentes formulacbes
de dentifricios, por meio de analises macroscopicas e/ou histologicas do
figado, rins, coracdo, baco e pulméo; dosagens bioquimicas; leucograma

e variacdo de massa corporea;
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi realizada segundo as Normas de Pesquisa em Saude estabelecidas
pela UFC e pelo Conselho Nacional em Salde — Resolugdo N° 466 de 2012. O projeto
de pesquisa foi submetido a avaliagdo da Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFC, seguindo as orientagGes da National Center for the Replacement & Reduction

of Animals in Research e aprovado com o numero de protocolo 1102011220.

3.2 Desenho

O desenho do estudo foi uma pesquisa experimental in vivo em animais.

3.3 Formulacéo dos dentifricios

As formulagbes dos dentifricios foram preparadas no Laboratério de
Farmacotécnica da Universidade Federal do Ceard (UFC). Para a preparacdo das
formulagdes, foi realizada a pesagem do 6leo essencial a fim de se obter a dilui¢do
adequada para cada formulacdo, que, em seguida, foi dissolvida numa solucdo aquosa
com lauril sulfato de sodio, juntamente com os edulcorantes e o fldor. Para a
homogeneizacao da solucgdo, foi feita a agitacdo da mistura em agitador magnético. Para
0 ensaio de toxicidade aguda, foram avaliadas trés formulacfes de dentifricios contendo
fldor, surfactante, edulcorante e 6leo Essencial de Lippia sidoides Cham. A formulacao
dos 7

e 150ELS-500: 1,5% OELS, 500 ppm de Fluor, LSS e eritritol..

3.4 Oleo Essencial de Lippia sidoides

Para a producdo das formulag¢6es dos dentifricios, foi utilizado o 6leo essencial

puro da marca NatEssential® (Fortaleza-CE, Brasil). Segundo a analise de
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cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa fornecida pelo fabricante os

principais constituintes do 0leo estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Principais componentes do 6leo essencial de Lippia sidoides

PICO Tempo de Teor (%) | Probabilidade | Composto
retencdo de acerto (%)

1 11.892 1.67 93 ALPHA-THUJENE

2 15.324 2.28 96 MYRCENE

3 16.917 1.67 94 ALPHA-TERPINENE

4 17.405 15.77 93 PARA CYMENE

5 19.430 3.51 96 GAMMA-TERPINENE

6 33.449 61.87 96 M-THYMOL

7 40.808 12.24 97 TRANS-
CARYUPHYLLENE

8 47.876 1.00 90 CARYOPHYLLENE
OXIDE

Legenda: somente os principais componentes foram mencionados > 1%

3.5 Animais

Para a avaliacdo da toxicidade aguda, foram utilizadas 41 ratas Wistar (Rattus

norvegicus albinus), fémeas e 12 ratos wistar machos, com idade entre 8 a 10 semanas

de vida, e pesando entre 180-220 gr. Os animais provenientes do Biotério Central,

Campus do Pici, foram mantidos no Biotério Professor Eduardo Torres da Universidade

Federal do Ceara (UFC) em Fortaleza (CE). Os animais foram selecionados

aleatoriamente, marcados para permitir a identificacdo individual.
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3.6 CondicGes de alojamento e alimentacao

Todos os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em ndmero maximo
de 3 animais em cada uma delas, sob as mesmas condi¢fes ambientais com controles
dos ciclos claro/escuro e térmico adequados. Os animais passaram por um periodo de
cinco a sete dias de adaptacdo e mantidos em temperatura controlada (23+2° C),
obedecendo a ciclos claro/escuro de 12 horas (periodo claro das 7:00 h da manhd as
19:00 h da noite). Os animais receberam agua e racdo a vontade durante todo o periodo

experimental.

3.7 Ensaio de toxicidade por dose Unica (aguda)

O teste de toxicidade aguda em dose Unica foi realizado seguindo as diretrizes do
guideline 423 definido pela Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD). Foram avaliadas 3 formulacdes de dentifricios consistindo, assim, em trés
grupos testes e um grupo controle. Assim, 24 ratas Wistar fémeas, foram divididos em 4
grupos (n por grupo=6) correspondendo a cada uma das formulacdes do dentifricio e um
grupo com animais naive.

As formulagdes foram administradas por gavagem utilizando canula apropriada,
uma unica vez, seguindo o fluxograma estabelecido pelo guideline 423 (Figura 1). A
dose estabelecida para o inicio do teste foi a de 2000 mg/ kg devido a estudos prévios ja
terem demonstrado que o Oleo de Lippia Sidoides isolado ndo demonstrou toxicidade
aguda na dose de 300 mg/kg. Apos a administracdo, os animais foram observados para
registro de sinais vitais e de comportamento aos primeiros 30 minutos, 1 hora, 2 horas e
4 horas e depois com 24 horas.

Em seguida, os animais foram monitorados diariamente, registrando os sinais de
variacao de peso e de comportamento, por 14 dias, bem como os sinais de toxicidade ou
de mortes. Diariamente, foram observadas as caracteristicas dos animais,
nomeadamente o aspecto de pelos, olhos e mucosas, segundo a escala de Grimace. A
partir desta, foi realizado o desfecho humanitario, por exsaguinacdo com anestesia
prévia (75 mg/kg de cetamina + 10 mg/kg xilazina IP), quando observado sofrimento
excessivo dos animais. As informag0es sobre as alteragdes no padrdo de alimentagédo e

no peso corporal foram tabulados diariamente.
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Figura 1: Fluxograma do teste de toxicidade aguda segundo o guideline 423 da OECD

5mg/kg i, 50mg/kg . 300mg/kg . 2000mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
( 3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
GHS Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
>0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 >2000 - 5000
|
n%u -#-
etapa etapa
Limite
de DLso 5 | 25 50 I 200 | 300 | | 1000 | 2000 | 2500 I 5000 I (=] I
Mg/kg
p.c - Por etapa sdo utilizados 3 animais do mesmo sexo (normalmente fémeas) ‘ ©0. N3o classificado ‘
- 0,1,2,3: nimero de animais mortos ou moribundos em cada etapa
- GHS: Sistema Global Har izado de Classificagdo (mg/kg p-c.)

Fonte: Adaptado da OECD (2002)

3.8 Ensaio de toxicidade por dose repetidas (subcroénica)

Para a andlise de toxicidade subcronica, foram seguidas as diretrizes
estabelecidas pelo guideline 407 da Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2008). Foram utilizados ratos Wistar de ambos o0s sexos (6
machos e 6 fémeas, por grupo), divididos em um grupo naive (n=5), um grupo controle
(n=12) em que foi administrada solucdo salina a 0,9%, um grupo teste (n=12), com o
qual foi utilizada a formulagdo contendo 1,5% OLS, 500 ppm de Fluor, LSS e eritritol
na concetracdo de 300 mg/Kkg.

Nos dois grupos, em que foram realizadas as gavagens (controle e teste), as
administragdes ocorreram diariamente, no mesmo horario, durante 28 dias. Durante as
aplicacBes, foram observadas, diariamente, a ocorréncia de sinais clinicos de toxicidade
e de mortes. Diariamente a ra¢do dos animais foi pesada para observar se houve alguma
alteracdo no consumo alimentar durante o experimento. Semanalmente, os animais

foram pesados a fim de se avaliar a variacdo de massa corporea.
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3.10 Analise dos parametros sistémicos

As amostras sanguineas foram coletadas por exsaguinacdo, utilizando seringa
descartavel e agulha hipodérmica. Foi avaliado o leucograma com a contagem total de
leucdcitos, utilizando camara de Neubauer, assim como as contagens diferenciais de
neutréfilos, linfécitos e mondcitos empregando esfregago sanguineo corado com
hematoxilina-eosina e observados atraves de microscopio Optico. Para a avaliacdo das
funcBes hepatica e renal o sangue coletado foi centrifugado durante 10 minutos em uma
rotacdo de 3000 rpm. Apo6s centrifugacdo e obtencdo de soro, 0s parametros
bioquimicos foram analisados por dosagens de aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT); proteinas totais, fosfatase alcalina, ureia e creatinina,
utilizando kits Labtest®.

3.11 Andlise e processamento histoldgico dos 6rgaos

Foram feitos os processamentos histologicos de figados e rins com coloracéo em
HE a fim de se obter as ldminas para analise em microscopio éptico, para avaliar a
presenca de alteragdes histopatologicas. Os parametros utilizados na avaliacdo dos
figados foram: Infiltracdo de células inflamatdrias; Tumefacdo celular e/ou
vacuolizacdo citoplasmatica de hepatocitos; Hiperplasia de células de Kupffer;
Degeneracdo balonizante dos hepatécitos; Congestdo vascular portal e da veia
centrolobular; Hemorragia sinusoidal; Fibrose; Necrose de hepatocitos. Ja 0s
pardmetros empregados para os rins foram: Tumefacdo do epitélio tubular; Congestao
glomerular intersticial; Vacuolizacdo isomérica do epitélio tubular; Células

inflamatorias intersticiais; Presenca de cilindro-hialino; Presenca de fibrose.

3.12 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir dos escores foram tabulados no software GraphPad
Prism® (San Diego, CA, EUA), versdo 9.2 para macOS, 2021. Além disso, foram
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calculadas as médias e os erros padrdes dos grupos, sendo considerado estatisticamente
significante quando os resultados demonstraram nivel de significancia < 0,05. Foi
testada a normalidade dos dados (Teste de Kolgomorov-Smirnov). Os dados que se
encaixaram numa curva de normalidade foram comparados mediante ANOVA e pos-

teste de Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo de variagdo da massa corporal na fase aguda

Na avaliacdo de toxicicidade aguda das formulagcdes OELS-500, OELS-1000 e
1,50ELS-500 em ratas Wistar, na dose de 2000 mg/kg, ndo foi observada morte de
nenhum dos animais, com excecéo de uma rata do 1,50ELS-500 que foi eutanasiada no
segundo dia de aplicacdo do produto, devido ao sofrimento excessivo causado por
pneumonia por aspiracdo da formulacdo, durante a administracdo por gavagem. Nesse
caso, foi realizado, posteriormente, o desfecho humanitario. Os animais nao
demonstraram alteragfes em relagdo ao seu comportamento durante os 14 dias de
observacdo, nem sinais de sofrimento segundo a escala de Grimace. Foi observado

ganho ponderal em todos os grupos (Figura 2).

Figura 2: Variacdo de massa corporal durante os 14 dias de observacao

Legenda: Os grupos tratados com as formulaces A, B e C e o grupo controle naive foram eutanasiados
no dia 14. Os valores representam a média + erro padrdo da média (5- 6 ratas por grupo). Dentifricio A:
1% do bleo de Lippia sidoides (OELS), 500 ppm de fltor, lauril sulfato de sédio (LSS) como surfactante
e xilitol como edulcorante; Dentifricio B: 1% OELS, 1000 ppm de Flior, LSS e eritritol.; Dentifricio C:
1,5% OELS, 500 ppm de Fluor, LSS e eritritol.; ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. [Os
dados foram analisados por meio de andlise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni]

4.2 Efeito do OELS na avaliacdo macroscopica dos 6rgaos na fase aguda

As médias e desvios padrbes dos animais tratados com as formulag¢Bes contendo
OELS estdo apresentados na tabela 3. Nao houve diferenca significativa entre os grupos,
0 que sugere que nenhum dos 6rgdos avaliados foi alterado pelas diferentes

formulagdes. Ademais, os 6rgdos avaliados nao apresentaram alteragdes macroscapicas.
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Tabela 2: Peso relativo dos 6rgéos de Ratas Wistar tratadas com 1% do 6leo de Lippia
sidoides + 500 ppm de fluor + xilitol (OELS-500), 1% do 6leo de Lippia sidoides +
1000 ppm de fldor + eritritol (OELS-1000), e 1,5% do 6leo de Lippia sidoides + 500
ppm de fldor + eritritol (1,50ELS-500) na dose de 2000 mg/kg.

Orgéo Naive OELS-500 OELS-1000  1,50ELS-500
Figado 0,043+0,002 0,040+0,002 0,043+0,003 0,043 + 0,002
Rim 0,004 +£0,000 0,004 +0,000 0,005+0,001 0,004 +0,000
Coragéo 0,003+0,000 0,004 +0,000 0,004+0,001 0,003=0,000
Baco 0,003+0,000 0,003+0,000 0,003+0,001 0,003 +0,000
Pulméo 0,004 +0,000 0,004 +0,000 0,005+0,001 0,004 +0,000

Legenda: N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. [Os dados foram analisados por meio de anélise

de variancia (Anova) e teste de Bonferroni]

4.7 Avaliacdo histoldgica dos 6rgaos na fase subcrénica

Né&o foram observadas alteracdes nas analises histolégicas das laminas de rins e
figados quando comparados os grupos naive, com os testes tratadas com 1% do 6leo de
Lippia sidoides + 500 ppm de fldor + xilitol (OELS-500), 1% do 6leo de Lippia
sidoides + 1000 ppm de fldor + eritritol (OELS-1000), e 1,5% do 06leo de Lippia
sidoides + 500 ppm de flaor + eritritol (1,50ELS-500) na dose de 2000 mg/kg. como é
possivel observar nas figuras 3 e 4.

Figura 3: Fotomicrografias de figados corados com Hematoxicilina-Eosina — Fase

Dose Unica
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Legenda: A: Naive; B: 1% do éleo de Lippia sidoides + 500 ppm de flGor + xilitol (OELS-500); C: 1% do
6leo de Lippia sidoides + 1000 ppm de fldor + eritritol (OELS-1000); D: 1,5% do 6leo de Lippia sidoides
+ 500 ppm de fldor + eritritol (1,50ELS-500); Coloracéo de hematoxilina-eosina; 100x;

Figura 4: Fotomicrografias de rins corados com Hematoxicilina-Eosina — Fase Dose

Unica

Legenda: A: Naive; B: 1% do 6leo de Lippia sidoides + 500 ppm de flior + xilitol (OELS-500); C: 1% do
6leo de Lippia sidoides + 1000 ppm de fltor + eritritol (OELS-1000); D: 1,5% do 6leo de Lippia sidoides
+ 500 ppm de fltor + eritritol (1,50ELS-500); Coloracdo de hematoxilina-eosina; 100x;

4.3 Efeito do OELS no leucograma na fase aguda

A avaliacdo hematoldgica ndo demonstrou diferencas significativas na contagem
de leucécitos totais na camara de Neubauer entre 0s grupos testes e o controle. A
contagem diferencial de linfécitos, neutréfilos e mondcitos também ndo demonstrou
diferenca significativa para nenhuma das contagens entre o grupo controle e 0s grupos
testes (Figura 5). Essa anéalise sugere que ndo houve aumento das células de defesa em
relacdo a uma possivel resposta imunoldgica durante a administracdo das diferentes

formulagdes..
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Figura 5: Gréficos referentes as contagens de leucdcitos totais, neutrofilos, linfocitos e

monacitos na fase de toxicidade aguda
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Legenda: Os grupos tratados com 1% do 6leo de Lippia sidoides + 500 ppm de flior + xilitol (OELS-
500), 1% do bleo de Lippia sidoides + 1000 ppm de fllor + eritritol (OELS-1000), e 1,5% do 6leo de
Lippia sidoides + 500 ppm de flGor + eritritol (1,50ELS-500) na dose de 2000 mg/kg e o grupo controle
naive foram eutanasiados no dia 14. Os valores representam a média + erro padrao da média (n=5- 6 ratas

grupo). [Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni].
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4.4 Efeitos do OELS nos parametros hepaticos na fase aguda

Avaliagdo dos parametros hepaticos demonstrou um aumento dos niveis das
dosagens sericas de AST nas formulacdes OELS-500 e OELS-1000, nesse caso, foi
observada diferenga significativa com o grupo controle (p<0,05), como apresentado na
figura 6, indicando uma possivel indicacdo maior risco de lesdo hepatica para essas
formulacdes. Em relacdo a dosagem de ALT foi observada uma diminuicdo nas
formulagbes A e B em relagdo ao grupo controle (p<0,05), que pode ser visto na figura
6.

Foi observada uma reducdo dos valores de Fosfatase Alcalina entre os animais
que receberam OELS-500 comparados ao grupo controle (p<0,05). Houve um aumento
na dosagem de proteinas totais para os grupos OELS-1000 e 1,50ELS-500 quando
comparados ao controle (p<0,05).
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Figura 6: Gréaficos referentes as analises bioquimicas de AST, ALT, Fosfatase

Alcalina e Proteinas Totais na fase de toxicidade aguda
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Legenda: Os grupos tratados com 1% do 6leo de Lippia sidoides + 500 ppm de fltor + xilitol (OELS-
500), 1% do 0leo de Lippia sidoides + 1000 ppm de flGor + eritritol (OELS-1000), e 1,5% do dleo de
Lippia sidoides + 500 ppm de flor + eritritol (1,50ELS-500) na dose de 2000 mg/kg e o grupo controle

naive foram eutanasiados no dia 14. Os valores representam a média + erro padrao da média (n=5- 6 ratas

grupo). [Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni]. #:

p<0,05 em relagdo ao naive.
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4.5 Efeito do OELS nos rins na da fase aguda

As dosagens de uréia e creatinina ndo diferiram entre os grupos testes e controle
como podemos observar na figura 7 (p<0,05), indicando que ndo houve alteracdo nos

parametros de func@es renais durante a administracdo das formulacgdes.

Figura 7: Gréficos referentes as analises bioguimicas de uréia e creatinina na fase de
toxicidade aguda
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Legenda: Os grupos tratados com 1% do 6leo de Lippia sidoides + 500 ppm de fltor + xilitol (OELS-
500), 1% do dleo de Lippia sidoides + 1000 ppm de fllor + eritritol (OELS-1000), e 1,5% do 6leo de
Lippia sidoides + 500 ppm de fltor + eritritol (1,50ELS-500) na dose de 2000 mg/kg e o grupo controle
naive foram eutanasiados no dia 14. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n=5- 6 ratas

grupo). [Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni].

4.6 Avaliagdo de variacdo da massa corporal na fase subcrénica

Na andlise de toxicidade subcronica da formulacdo 1,5 OELS-500 na

concentracdo de 300 mg/kg ndo foi observada morte de nenhum dos animais, com



46

excecdo de uma rata do grupo teste no 24° dia de experimento. O animal foi encontrado
morto na caixa na manh& do dia citado e foi descartado do estudo. Os animais nédo
demonstraram alteragdes de comportamento durante os 28 dias de experimentagdo nem
sinais de sofrimento, segundo a escala de Grimace. Foi observado o ganho ponderal em

todos os grupos, como podemos observar na figura 8.

Figura 8: Variacdo de massa corporal durante os 28 dias de observacdo da fase
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Legenda: Os grupos testes, controle e o grupo controle Naive foram eutanasiados no dia 28. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (5- 6 animais por grupo). Ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos. [Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (Anova) e teste de

Bonferroni]

4.7 Avaliacdo macroscopica dos 0rgaos na fase subcronica

As médias e desvios padrdes dos animais tratados com as formulagdes testadas
encontram-se expressos na tabela 2. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
naive, teste e controle. Esses dados sugerem que nenhum dos o6rgdos avaliados foi
alterado pelo tratamento com a formulacao 1,5 OELS-500. Nao foi observado nenhuma

alteracdo macroscopica nos 6rgaos avaliados.
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Tabela 2: Peso relativo dos érgdos de dos ratos avaliados na fase subcronica
Orgao Naive Naive Controle Controle Teste Teste
machos fémeas machos fémeas machos fémeas
Figado 0,0481 + 0,0429 + 0,0401 + 0,0400 + 0,0408 = 0,0405 +
0,0036 0,0031 0,0013 0,0016 0,0016 0,0025
Rim 0,0049 + 0,0043 = 0,0045 + 0,0040 0,0048 = 0,0042 +
0,0004 0,0002 0,0002 0,0004 0,0002 0,0004
Coragdo 0,0031 + 0,0035 + 0,0032 0,0037 0,0032 0,0033 +
0,0002 0,0001 0,0002 0,001 0,0003 0,0002
Bago 0,0027 + 0,0030 + 0,0029 + 0,0031 + 0,0035 * 0,0031 +
0,0002 0,0004 0,0002 0,0005 0,0007 0,0004
Pulméo 0,0041 + 0,0045 0,0038 0,0046 0,0040 = 0,0047 =
0,0007 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002

Legenda: Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05) ). [Os dados foram analisados por

meio de analise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni]

4.7 Avaliacdo histologica dos 6rgdos na fase subcrénica

Né&o foram observadas alteracdes nas analises histolégicas das laminas de rins e

figados quando comparados os grupos naive, controle e teste, como € possivel observar

nas figuras 9 e 10.

Figura 9:

Fotomicrografias de figados corados com Hematoxicilina-Eosina — Fase

Doses repetidas
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Legenda: A:naive fémeas; B:Controle fémeas; C: Teste fémeas; D: naive machos; E: Controle machos F:

Teste machos. Coloracdo de hematoxilina-eosina; 100x;

Figura 10: Fotomicrografias de rins corados com Hematoxicilina-Eosina — Fase Doses

repetidas

Legenda: A:naive fémeas; B:Controle fémeas; C: Teste fémeas; D: naive machos; E: Controle machos F:

Teste machos. Coloracéo de hematoxilina-eosina; 100x;

4.8 Efeito do OELS no leucograma na fase subcrénica

A contagem de leucdcitos totais na camara de Neubauer, linfocitos e mondcitos
diferiram significativamente entre os grupos naive, controle e teste quando comparados
entre machos e fémeas A contagem diferencial de neutréfilos ndo demonstrou diferenca
significativa em nenhum dos grupos analisados (Figura 11).

Figura 11: Gréaficos referentes as contagens de leucdcitos totais, neutrdfilos, linfocitos e

mondcitos na fase doses repetidas
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Legenda: Os grupos testes, controle e o grupo controle Naive foram eutanasiados no dia 28. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (5- 6 animais por grupo). [Os dados foram analisados por
meio de analise de variancia (Anova) e teste de Bonferroni]. #: p<0,05 em rela¢do ao naive. *: p<0,05 em
relacdo aos grupos tratados §: p<0,05 em rela¢éo aos sexos.

4.9 Efeitos do OELS nos parametros hepaticos na fase subcrénica

As dosagens séricas de AST, ALT, fosfatase alcalina e proteinas totais nao
evidenciaram nenhum potencial de toxicidade subcrbnica, sem diferenca estatistica

entre os grupos (p>0,05) como podemos observar na Figura 12
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Figura 12: Gréficos referentes as analises bioquimicas de AST, ALT, Fosfatase

Alcalina e Proteinas Totais na fase doses repetidas
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Legenda: Os grupos testes controle e o grupo Naive foram eutanasiados no dia 28. Os valores representam

da média (5- 6 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de analise

a média * erro padrdo

de variancia (Anova) e teste de Bonferroni].
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4.10 Efeito do OELS nos rins na da fase subcronica

As dosagens séricas de uréia e creatinina ndo evidenciaram nenhum potencial de

toxicidade subcronica, sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05) como
podemos observar na Figura 13

Figura 13: Graficos referentes as analises bioguimicas de uréia e creatinina na fase de
doses repetidas
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Legenda: Os grupos testes controle e o Naive foram eutanasiados no dia 28. Os valores representam a

média + erro padrdo da média (5- 6 animais por grupo). [Os dados foram analisados por meio de analise
de variancia (Anova) e teste de Bonferroni].
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5. Discussao

O presente estudo buscou responder se formulagGes de dentifricio contendo
OELS ofereceria seguranca antes de ser administrado em estudos clinicos. Para
desenvolver novas drogas e produtos cosmeticos € essencial a realizacdo de testes de
seguranca para avaliar a toleréncia e toxicidade no intuito de considerar a possibilidade
da geracgéo de produtos comerciais contendo OELS. Acredita-se que a utilizagdo de OE
nas formulacGes de dentifricios pode fornecer uma alternativa vidvel, simples e

economicamente atrativa para a prevencao da carie dentaria e doenca periodontal.

Os oleos essenciais extraidos a partir de uma variedade de plantas podem ser
considerados fontes promissoras de moléculas bioativas eficazes contra microrganismos
relacionados a carie, particularmente S. mutans (FREIRES et al., 2015), dentre outros
tais como Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, e Yersinia enterocolitica (CASTRO et al., 2011).

Quando se observa-se o leucograma, verifica-se que ndo houve diferencas
significativas entre as 3 formulac6es da fase aguda quando comparadas ao grupo naive.
Esse achado é semelhante ao estudo de Fontenelle et al (2007) que também né&o
encontrou diferencas estatisticas no leucograma entre 0s grupos analisados quando
avaliou a toxicidade aguda do OELS ainda que fosse em uma concentra¢cdo maior do
que a utilizada no presente estudo (3000 mg/kg). J& na fase de toxicidade subcrénica
podemos observar alteragdes significativas na analise do leucograma. Na contagem de
linfdcitos totais, leucdcitos e mondcitos observamos um aumento significativo nos
parametros dos machos quando comparamos com as fémeas. A maioria dos estudos que
avaliam os efeitos sobre os parametros hematoldgicos testando a influéncia do OELS ou
de timol e de carvacrol, ndo observaram relacdo entre a administracdo dessas

substancias e 0 aumento na contagem de células de série branca.

Essa diferenca observada entre machos e fémeas é condizente com o que
observamos em estudo que avaliam parametros hematoldgicos em ratos dividindo-os
por sexo. No estudo de Jacob Filho et al. (2018), que buscou apresentar parametros
hematoldgicos normais de ratos jovens e idosos distribuindo os animais em sete grupos

experimentais com 1, 2, 3, 6, 12, 18 e 24 meses de idade.

Ao analisar as amostras de sangue retiradas das caudas, os valores

hematologicos normais foram determinados para cada faixa etaria. E foi possivel
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observar diferencas significativas entre o0s sexos em relagdo aos parametros

leucocitarios, em especial quando os animais iam envelhecendo.

Em outro estudo semelhante realizado por Melo et al., (2012) também é possivel
observar essas diferengas nos valores hematologicos referentes ao leucograma, quando
comparados 0s sexos de ratos Wistar. Em relacdo ao parametro de leucécitos totais
(103/uL), por exemplo, os ratos machos apresentam média de 9,7 £ 2,21 e as fémeas de
8,3 = 2,01. No parametro de porcentagem de neutrofilos os machos também
apresentaram média superior ao das fémeas. Contudo, ao observar a porcentagem de
linfécitos a média das fémeas, (71,7 = 7,21) foi ligeiramente superior a dos machos
(70,0 £ 7,37), 0 que apresenta resultados diferentes ao encontrados nesse estudo em que

observamos uma porcentagem maior de linfécitos nos machos.

Alguns 06leos vegetais essenciais sdo usados para tratar e gerenciar diferentes
doencas, bem como danos ao figado. De fato, muitas pesquisas foram feitas sobre
alguns desses 0Oleos, relatando que esses componentes tém acdo hepatoprotetora. Jafari
et al., (2018) avaliou essa propriedade quando induziu hepatotoxicidade em ratos
utilizando didxido de nano titanio (nanoTiO2) e dividiu 0s animais em quatro grupos
sendo um controle, um grupo que recebeu apenas nano-TiO2, e outros dois grupos, nos
quais foi induzido a hepatoxicidade, mas também foi administrado o timol (nano-TiO2
+ timol [10 mg/kg] e nano-TiO2 + timol [30 mg/kg]).

Nos grupos que receberam o timol foi observada uma melhora significativa dos
parametros histologicos e bioquimicos hepaticos induzidos pelo nano-TiO2, essa acdo
protetora foi atribuida as propriedades antioxidantes desse terpendide. O timol também
demonstrou atividade contra a hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono
(CCl4) em camundongos. O CCI4 induz lesdo hepatica por desalogenacao redutiva do
citocromo P-450 no radical livre triclorometil e, em seguida, esse radical forma o
peroxido de triclorometil, outro radical livre que ird induzir a formacdo de radicais de

lipidios que irdo iniciar a peroxidacdo dos lipidios levando as lesdes no figado.

Os resultados do estudo demonstraram que o timol diminui a lesdo hepatica
induzida por CCI4 em camundongos, como evidenciado pela diminuicdo significativa
na atividade sérica de ALT e peroxidacdo lipidica, bem como por meio das avaliacGes

histopatoldgicas que evidenciaram a reducao das lesbes (ALAM et al., 1999).
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Com base nos resultados do estudo realizado, pode-se inferir que o OELS, por
ser rico em timol, também pode ter induzido efeitos hepatoprotetores nos animais testes
em que nos parametros bioquimicos indicativos de leséo hepatica na fase subcronica,

ndo foi possivel observar variagdes significativas em relagdo aos grupos avaliados.

No ensaio de fase aguda, a formulacdo do OELS-500, que continha, 1% do 6leo
de OELS, 500 ppm de flGor, LSS como surfactante e xilitol como edulcorante,
apresentou resultados que indicavem sinais de lesdo hepética quando comparados as
outras formulagdes. A principal diferenca da formula¢do OELS-500 para a OELS-1000
e 1,50ELS-500, era a presenca de xilitol, em que nas outras duas ultimas, o edulcorante

presente era o eritritol.

Embora o xilitol tenha uma boa margem de seguranca em relagédo sua toxicidade
para os mamiferos, ele ja& demonstrou efeitos hepatotoxicos em cdes que receberam
doses de 1g/kg ou 4g/kg diluido em meio aquoso. Quando comparados ao grupo
controle, que ndo recebeu a solucéo de xilitol, foi observado aumento dose dependente
da ALT e a AST plasmaticas em cdes sugerindo dano hepético (XIA, HE E YU, 2009).

O xilitol tem muitas propriedades desejaveis para 0s seres humanos, incluindo a
inducdo de muito pouca liberagdao de insulina, 0 que o torna um substituto de agucar
preferido para individuos que estdo sob dietas com baixo teor de carboidratos a fim de
reduzir seu indice glicémico (HOREKI E TAKAGI , 2012; PETERSON, 2013). Ja foi
demonstrado em ratos que o xilitol & metabolizado, principalmente, no figado, por meio
da via das pentoses fosfato, produzindo o metabdlito intermediario, ribose-5-fosfato,
antes 50 de ocorrer a transformacdo em glicose, onde todo esse processo ird requerer

ATP para que ocorra.

Quando uma grande quantidade de xilitol € absorvida na circulacdo sanguinea, o
ATP nos hepatocitos é esgotado, levando a necrose dos hepatdcitos e, assim, elevando a
ALT e AST plasmaticas (VINCENT, VAN DER BERGHE E HERS., 1989). Esse
mecanismo de lesdo hepatica é o que pode ter sido o fator causal para as alteracdes dos
parametros hepéticos da formulacdo que continha xilitol (OELS-500) quando coparada

COM 0 grupo naive.

A formulacdo OELS-1000 que continha a maior quantidade de flaor (1000ppm)
também apresentou uma diferenca significativa em parametros bioquimicos hepaticos

na fase aguda quando comparada ao grupo naive. O flGor é amplamente utilizado na
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fabricacdo de dentifricios e de produtos cosméticos odontoldgicos, além de ser
adicionado a alimentacdo como agente no controle de cérie. O figado é o principal
orgdo de transformacgdo material do corpo, tornando-se o primeiro e principal orgéo a
indicar sinais de agentes toxicos. O fluor, como substancia exdgena, pode afetar o
metabolismo do figado, além de reduzir sua capacidade de desintoxica¢do causando a
diminuicdo da albumina plasmatica, o que pode levar ainda a uma série de sintomas,
como disturbios metabolicos e alteracdo da homeostase do organismo (WANG et al.,
2020).

Um estudo feito em 2018 demonstrou que a exposicao do figado ao fldor induziu
danos na ultraestrutura e morfologia do figado, além de aumentar os niveis de
interleucina 17A (IL-17A) ativando a via IL-17A (Zhao et al., 2018). Os resultados
dessa pesquisa indicaram que a via IL-17A pode desempenhar um papel essencial no
processo de dano hepatico induzido por fluor. Contudo, 0 mecanismo intracelular
especifico da via IL-17A na lesdo hepatica induzida por flior ndo foi bem elucidado
(ZHAO et al., 2022)

Existe uma preocupagdo recente da medicina em relagdo ao risco de
nefrotoxicidade induzida por produtos de origem vegetal e fitoterapicos. Esses efeitos
foram por muito tempos ignorados por se acreditar que por virem de origem natural
esses medicamentos ndo possuem efeitos colaterais no organismo (LUYCKX, 2012).
Hoje se observa um aumento significativo pelo interesse do uso desses medicamentos

fitoterapicos.

No ano de 2012, o aumento do mercado de medicina chinesa teve um aumento
de 20% quando comparado ao ano anterior, 0 que enfatiza ainda mais a importancia de
estudos de avaliacao de toxicidade dessas drogas e de Orgaos responsaveis pelo controle
de qualidade e de distribuicdo destes produtos como a Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos (OMS, 2013).

Algumas das substdncias que podemos citar como responsaveis por causar
efeitos toxicos encontrados em plantas sdo os acidos aristoléquicos e outros alcaldides
vegetais. Além disso, antraquinonas, glicosideos de ervas e flavonodides também séo
possiveis causadores de toxicidade renal. A nefrotoxicidade associada aos o6leos
essenciais e fitoterapicos podem levar a sintomas e quadros clinicos graves como:

nefrolitiase, sindrome de Fanconi, rabdomidlise, e, em alguns casos, carcinoma
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urotelial. Existem diversos fatores que podem aumentar ou contribuir para o risco de
nefrotoxicidade nos fitoterapicos, alguns que podemos citar sdo: processamento ou
armazenamento incorreto; a toxicidade intrinseca das proprias plantas; a contaminacéo
por metais pesados, as interacGes entre fitoterapicos e medicacBes ou administracdo da

dosagem incorreta do fitoterapico.

Atualmente ndo se sabe a incidéncia exata de lesdo renal devido a fias
propriedades nefrotoxicas dos fitoterdpicos. Além disso, a exposicdo desses produtos
que possuem 4&cido aristoloquico pode aumentar o risco de futuros céanceres
uroepiteliais, o que deve ser olhado com atencéo, pois se configura como um risco de
salide publica. Em nosso estudo ndo observamos sinais de toxicidade renal em nenhuma
das fases avaliadas (YANG et al., 2018).

Na avaliacdo dos efeitos das formulagOes tanto na fase aguda quanto na fase
subcrénica sobre a funcdo renal, resultados semelhantes foram observados na avaliacdo
de toxicidade feita por Fontenelle et al. (2007). Nesse estudo os autores avaliaram o
6leo essencial de Lippia sidoides Cham. em relacdo a sua atividade antifingica, in vitro,
contra Candida spp e Microsporum canis, no intuito de avaliar seus efeitos

toxicoldgicos agudos e subcrénicos, in vivo e determinar seus constituintes quimicos.

A administragdo de 3000mg/kg no ensaio de toxicidade aguda e de 117, 95
mg/kg/ dia durante 30 dias ndo demonstraram nenhum sinal de alteracfes nos
pardmetros bioquimicos de uréia e creatinina. Em nosso estudo trabalhou-se com uma
dosagem de 2000 mg/kg para a fase aguda e de 300 mg/kg na fase sub-cronica da
formulacdo contendo o 6leo essencial de Lippia sidoides e, também, ndo foram

observadas alteracdos nesses parametros bioquimicos.

Ja em um estudo feito por Baldissera et al. (2018) foi observada danos renais por
toxicidade quando administradas doses de 10 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg de timol em
ratos Wistar machos. Sendo o timol um dos principais componentes do 6leo essencial
de Lippia sidoides pode-se fazer uma associagao entre o efeito do OELS nos rins com o
timol. Nesse estudo, 0s autores observaram que a ingestdo de 40 mg/kg de timol inibe
52 severamente a atividade citosélica e mitocondrial da creatininina quinase e piruvato
quinase, enzimas importantes para a manutencdo da homeostase bioenergética entre os
locais de geracdo de ATP e utilizacdo de ATP em tecidos com alta demanda energética,

como figado e rim. Além disso, a ingestdo de altas doses de timol prejudicou a
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comunicagdo entre as isoenzimas de creatinina quinase, o que inibe as tentativas de
regenerar ATP ou facilitar o transporte creatinina quinase para melhorar a utilizacdo e o
consumo de ATP intracelular. Além disso, a inibi¢do das atividades renais de creatinina
quinase e piruvato quinase parece ser mediada pela oxidacdo renal de lipidios e grupos

tiol, bem como pela reducdo da capacidade antioxidante renal.

O timol, também parece exercer atividade protetora para os rins em algumas
situacOes. Hosseinimehr et al., (2015) investigaram o efeito protetor do timol como
composto natural contra a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina pela captacédo renal
quantitativa de 99mTc-DMSA e compararam seu efeito com a histopatologia em
camundongos . Os exames histopatol6gicos mostraram um efeito protetor do timol
contra a nefrotoxicidade da cisplatina em camundongos. Os resultados mostraram que o
timol atenua significativamente a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em
camundongos, essa propriedade do timol pode indicar efeito semelhante nos animais do
presente estudo ja que ndo foi observada lesbes renais em nenhum dos parametros

observados.

Em outro estudo semelhante ao de Hosseinimehr et al.,(2015) para avaliacdo de
nefro toxicidade, demonstrou a atividade protetora do timol, carvacrol e associagédo
dessas duas substancias sobre a funcdo renal. O carvacrol é o segundo principal
constituinte do OELS depois do timol. Os autores observaram que a administracéo oral
de timol 20 mg/kg, e/ou carvacrol 15 mg/kg, durante 14 dias antes da injecdo de

cisplatina, restaurou a fungéo renal e e diminuiu os parametros de estresse oxidativo.

O timol foi mais nefroprotetor que o carvacrol e, também, foi observado que
uma combinacdo de timol e carvacrol teve um efeito nefroprotetor sinérgico que pode
ser atribuido a atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiapoptoticas (EM et al.,
2015).

A associacdo de timol e carvacrol demonstra efeitos sinérgicos em relagcéo a
efeitos nefroprotetores, esses dois terpendides sdo os principais constituintes do OELS.
Esses efeitos sdo condizentes com os achados desse estudo, em que ndo foi possivel
observar efeitos nefrotoxicos ainda que na administracdo mais concentrada das

formulacdes.
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6. Conclusao

Conforme os resultados obtidos em modelo animal de toxicidade por dose Unica
e doses repetidas podemos concluir que a formulacdo de dentifricio contendo a maior
concentracdo de OELS (1,5% OELS, 500 ppm de Fluor, LSS e eritritol.) apresentou
poucos efeitos significativos de toxicidade. Os resultados sugerem seguranca dessas
formulagdes nas fases de estudo analisadas, pois além de ndo terem sido observadas
mortes durante o tempo de experimentagdo, As analises bioquimicas, de leucograma e
analises macroscopicas e histologicas dos 6rgdos avaliados ndo demonstraram sinais de
toxicidade. Faz-se necessario, no entanto, mais estudos de seguranca antes de as

formulagdes serem administradas em estudos clinicos
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