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RESUMO

A estomatite aftosa se apresenta como uma das patologias inflamatorias mais
comuns da cavidade bucal. As lesBes séo tratadas de forma sintomética, muitas
vezes, através da administracdo de medicamentos tépicos. Alternativas
terapéuticas a base de fitoterapicos tem sido estudadas, sobreduto no que tange
a sua seguranca de uso, avaliando sua biocompatibilidade, efeito citotoxico e
genotoxico. Amplamente encontrado no norte e nordeste brasileiro, o juca
(Libidibia ferrea) € popularmente conhecido por suas propriedades medicinais
como atividades anti-fungica, anti-inflamatdria e cicatrizante. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito citotéxico e genotoxico de uma pomada
fitoterapica a base de extrato da casca do caule da L. ferrea L. a 2%. A
biocompatibilidade da pomada foi avaliada a partir de testes em cultura de
células com fibroblastos humanos MRCS5, cujas amostras foram solubilizadas em
DMSO para preparo da solucdo estoque e separadas em concentracdes teste
de 25, 50 e 100 pg/mL, tendo a doxorrubicina como controle positivo e DMSO
como controle negativo. O teste de Alamar blue avaliou a citotoxicidade; ensaio
de exclusdo de azul de tripan avaliou a viabilidade celular; e a coloracéo
diferencial por Hematoxilina e Eosina avaliou a morfologia celular. A
genotoxicidade foi avaliada através do ensaio do cometa em pH alcalino e
neutro. Os resultados dos testes foram tabulados e analisados estatisticamente,
através da estatistica descritiva e inferencial, utilizando o Teste ANOVA (p<
0,05). Diante dos resultados, ndo se observou atividade citotoxica ou alteracfes
morfolégicas que induzissem morte celular para a formulacdo teste. Quando
avaliada a genotoxicidade, a formulagéo a base de Juca néo foi capaz de induzir
dano ao DNA em MRC-5 nas concentracfes de 25 e 50 pg/mL tanto em cometa
de pH neutro ou alcalino. No ensaio em pH alcalino, o dano mais frequente
observado foi em grau 1, na concentracdo 100 pg/mL demonstrando que a
genotoxicidade foi concentracdo dependente. Pode-se concluir que a formulagéo
testada € biocompativel, ndo apresentando efeitos citotoxicos e genotdxicos nas
condicOes testadas, demonstrando viabilidade para futuros testes in vivo.

PALAVRAS-CHAVES: Jucé; Cicatrizacao; Fitoterapico; Ulceras orais.



ABSTRACT

Stomatitis is one of the most common inflammatory pathologies of the oral cavity.
Lesions are treated symptomatically, often through the administration of topical
medications. Therapeutic alternatives based on herbal medicines have been
studied, especially regarding their safety of use, evaluating their biocompatibility,
cytotoxic and genotoxic effect. Widely found in northern and northeastern Brazil,
juca (Libidibia ferrea) is popularly known for its medicinal properties as anti-
fungal, anti-inflammatory and healing activities. The objective of the present work
was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effect of a 2% L. ferrea L. stem bark
herbal extract ointment. The biocompatibility of the ointment was evaluated from
cell culture tests with human MRCS5 fibroblasts, whose samples were solubilized
in DMSO for stock solution preparation and separated at 25, 50 and 100 pg / mL
test concentrations, with doxorubicin as control. positive and DMSO as negative
control. The Alamar blue test evaluated cytotoxicity; Trypan blue exclusion assay
evaluated cell viability; and hematoxylin and eosin differential staining evaluated
cell morphology. Genotoxicity was evaluated by the comet assay at alkaline and
neutral pH. The test results were tabulated and statistically analyzed using
descriptive and inferential statistics using the ANOVA Test (pJ 0.05). Given the
results, there was no cytotoxic activity or morphological changes that induced cell
death for the test formulation. When genotoxicity was evaluated, the Juca-based
formulation was unable to induce DNA damage in MRC-5 at 25 and 50 pg / mL
concentrations in either a neutral or alkaline pH comet. In the alkaline pH assay,
the most frequent damage observed was grade 1, at 100 pug / mL, demonstrating
that genotoxicity was concentration dependent. It can be concluded that the
tested formulation is biocompatible, showing no cytotoxic and genotoxic effects
under the tested conditions, demonstrating viability for future in vivo tests.

KEYWORDS: Juca; Healing; Phytotherapy; Oral ulcers.
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1. INTRODUCAO

A estomatite aftosa se apresenta como uma das patologias mais comuns
da mucosa oral. Relata-se que a sua prevaléncia na populacdo em geral varia
de 5% a 66% e suas hipéteses patogénicas sdo numerosas e variadas para
diferentes pacientes (NEVILLE et al.,2016).

Surgem quase que exclusivamente em mucosa hao queratinizada e a
presenca de uma macula eritematosa associadas a sintomas prodrémicos como
queimacao, prurido ou pontadas estdo comumente presentes. As regides mais
afetadas sdo as mucosas julgal e labial, seguidas pela superficie ventral da
lingua, fundo de vestibulo, soalho de boca e palato mole (Neville et al., 2016).

A presenca de descontinuidade da mucosa, ocasionada por um possivel
trauma somado a presenca de alguns microrganismos presentes no biofilme
bucal, levam a um aumento de viruléncia bacteriana que poderédo ser
progenitores do desenvolvimento da infeccao (CURTIS et al., 2005). Atualmente,
o tratamento das ulceras aftosas € baseado em terapias com anestésicos ou
produtos bioadesivos protetores, medicamentos tépicos periddicos que reduzem
a frequéncia ou intensidade dos ataques. Lesdes isoladas sédo tratadas
comumente com acetonido de triancinolona ou cobertas com gel de clobetasol
0,05%. Em casos mais resistentes lanca-se mao de corticéides sistémicos como
xarope de prednisolona ou betametasona, com a orientacdo de bochechar e
depois deglutir, desta forma as Ulceras receberam tratamento tépico e sistémico
(ALTENBURG et al.,2014)

E de conhecimento popular que desde os tempos antigos o0 homem busca
na natureza subsidios para melhorar sua condicdo de vida e garantir sua
sobrevivéncia. Gregos, egipcios e outras civilizagfes ja utilizavam plantas para
o tratamento de doencas. O tratamento de feridas com o uso de plantas
medicinais tem evoluido com o passar do tempo, apoiado pelos resultados de
estudos cientificos os quais sinalizam de forma promissora o uso de produtos
naturais e fitoterapicos como agentes terapéuticos (SOARES et al.,2013).

Baseando-se na legislacdo sanitaria brasileira, o fitoterapico € o
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matéria prima vegetal.
Caracteriza-se pela sua eficacia e riscos de seu uso, bem como pela sua

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (RDC 138/03).
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A aceitacao da fitoterapia pela populacéo leva a 6timas perspectivas no
mercado de produtos, inclusive com produtos de uso odontolégico (AGRA et al.,
2007). Na saude, de forma geral, os produtos naturais tém uma maior procura
pelo fato de sua maior atividade terapéutica com baixa toxicidade, se usados de
forma correta, possuem maior biocompatibilidade, além de grande acessibilidade
pela populacéao.

No bioma Amazobnico, existe uma grande biodiversidade de plantas
medicinais utilizadas de forma experimental, entretanto com indicacbes
consistentes por séculos de interacdo cultural. Entre tantas plantas se destacam
aguelas utilizadas como anti-inflamatorio e antimicrobiano (OLIVEIRA., 2013)

Dentre as espécies Amazodnicas, cita-se o Juca (Libidibia ferrea L.) que é
uma arvore leguminosa nativa do Brasil, comumente encontrada no norte e
nordeste do Brasil. A espécie Libidibia ferrea L. pertence a familia das
leguminosas cesalpiniaceas, € um exemplo de planta de origem amazonica
conhecida popularmente como Juca, jucaina, pau de ferro e bira-obi. Pode-se
utilizar casca do seu caule, bem como a semente do seu fruto, quando preparado
em decoccdo utiliza-se para tratamento de feridas e expectorante. O uso da
vagem através de decocg¢do combatem asma e tosses convulsivas, combate de
diabete tipo 2, diminuindo sintomas como volume de urina e sede excessiva
(Batista et al., 2010).

Popularmente, seu uso tem sido para o tratamento de afec¢cdes bronco-
pulmonares, diabetes, reumatismo, cancer, distirbios gastrointestinais, diarreia,
inflamacgé&o e dor. Pesquisas atestam sua atividade antifingica, antibacteriana,
anti-inflamatodria e analgésica. A casca da Libidibia ferrea L. tem sido
amplamente utilizada no Norte para aplicagdo da medicina popular, o que
desperta seu interesse para estudos cientificos. Também se comprova que tem
acdo cicatrizante, antitlcera, hemostatica, antidiabética, anti-inflamatoria,
antifangica, antihelmintica e antibacteriana (BATISTA et al., 2010).

Entendendo-se a relevancia da fitoterapia, novas formulacées devem
cumprir as etapas de estudos pré-clinicos de forma a definir padrdes de uso
seguro bem como a dose terapéutica. Essas definicdes padrbes podem ser feitas
atraves de testes de cultura de célula como a citotoxicidade e genotoxicidade. A
citotoxicidade € conceituada pelo efeito destrutivo de algum material a célula, e

a genotoxicidade pela deteccdo de danos genéticos tais como quebra de DNA
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ou cromossomos, mutacdes genéticas, e alteracdbes na habilidade de
autoreparacdo do DNA (CARVALHO et al., 2016). Ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade in vitro s&o de extrema importancia e caracterizagéo inicial da
biocompatibilidade de biomateriais onde tenham interesse em sua aplicacao
clinica (MASSON e LOBELLO, 2016).

Levando em consideracdo a necessidade de alternativas de tratamento
com opg¢bes naturais , mais acessiveis, com acdo antinflamatoria,
antimicrobiana e cicatrizante em um s6 medicamento este estudo justifica-se
como forma de avaliar a seguranca e risco da pomada orabase de Libidibia ferrea
L. através da avaliacdo da sua capacidade citotoxica e genotoxica em estudos
de cultura de células, visualizando seu uso futuro in vivo para o tratamento de

ulceras aftosas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cavidade Bucal

2.1.1 Fisiologia bucal

Como é comum em todas as superficies internas do sistema digestivo, a
cavidade bucal é inteiramente revestida por mucosa, composta por uma lamina
epitelial e por uma camada de tecido conjuntivo subjacente onde se encontram
varias glandulas (ROSENBAUER et al.,2001).

A mucosa possui um sistema imune complexo e heterogéneo com
estrutura especializada para sua funcdo especifica em todas as mucosas
espalhadas pelo corpo, e possuem papel fundamental contra agentes
patogénicos (WRIGHT, 1985). E povoada por bactérias que vivem em
comunidades, verdadeiros ecossistemas que superam inclusive o numero de
células do corpo humano por volta de 10 vezes mais. Microrganismos diversos
€ numerosos que coexistem com seu hospedeiro, sd0 nocivos apenas se
sistema imune estiver comprometido, ou se existir perda de controle no sistema
de deteccdo de céluas epiteliais que discriminam quais sdo nocivos ou hao.
Muitas dessas bacterias comensais proporcionam efeito benéfico para o
hospedeiro, impedindo a colonizagdo de patdégenos, influenciam no
desenvolvimento normal das celulas e no sistema imune (COSSEAU et al.,
2008).

2.1.2 Microbiota bucal

O corpo humano vive em comensalismo com muitos microoganismos e
essas relacbes vem evoluindo com os milhdes de anos que seguiram, até se
tornarem dependentes um dos outros. Entre os varios comensais, temos as
bactérias e fungos que juntos formam o microbioma humano. Adicionado a isso
as comunidades microbianas dentro do corpo respondem a diferentes condicdes
ambientais, o que influencia a composicdo das espécies e o tamanho da
populacao (AVILA et al., 2009).

A acdo do metabolismo microbiano depende do local do corpo que
se encontra e eles trabalham diretamente com as necessidades fisiologicas do
hospedeiro, que podem variar de producao de vitamina k, ou renovacao tecidual.
Em sua grande maioria, as bactérias e fungos que colonizam o homem séao

benéficos para sua saude, e por alguma razdo que nem sempre € bem
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esclarecida os mesmos podem gerar patogenicidade. Bactérias comensais que
causam doencas estdo sempre presentes, porém as comensais benéficas
impedem que eles estabelecam uma relag&o perigosa, funcionando assim como
um ponto de apoio para o sistema imune ( AVILA., 2009).

Em relacdo a complexidade anatbmica a propria cavidade oral nao
hospeda um Unico tipo especifico de microbiota, mas varios ecossistemas com
diferentes composic¢des qualitativas e quantitativas, devido a existéncia de varias
superficies com texturas e retencdes diferentes, com caracteristicas ambientais
proprias e por consequéncia com caracteristicas peculiares. Portanto, existem
diferentes ecossistemas bucais instalados nas superficies lisas, presente no
dorso lingual, na bolsa periodontal, na superficie dental cariada, dentre outros
presentes no meio oral (OLIVEIRA.,2010).

As bactérias sao as comunidades mais comuns dentre os filos presentes
na cavidade oral, apesar da existéncia de fungos, estima-se a catalogacao de
mais de 700 filotipos orais comuns. Entre os principais tipos de bactéria isolados
da cavidade oral de individuos saudaveis, estdo Streptococcus, Gemella,
Eubacterium, Selenomonas, Veillonella, Actinobactéria, Proteobacteria,
Bacterioidetes e Fusobacteria (ZHANG., 2014). Mais especificamente o0s
Streptococcus do grupo mutans, lactobacilos, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Candida albicans e Treponema ssp, cujos numeros
aumentam diante de uma alteragdo no ambiente (OLIVEIRA.,2010).

Estudos ainda relatam a presenca de bactérias aldctones, que sao
aquelas ocasionais, provindas de outros habitats como ar, alimentos e maos.
Porém a permanéncia definitiva dessas é apenas em caso de desequilibrio grave
da microbiota bucal. Como exemplo de bactérias aléctones pode-se citar
também Enterobacterias e Pseudomonas aeruginosa comumente encontradas
em biofilme de pacientes imunossuprimidos (LILJEMARK et al.,1997).

Em sua grande maioria, 0s processos patoldgicos que afetam a boca
estdo associados a algum agente infeccioso. Porém, a microbiota residente tem
papel importante na resisténcia inespecifica do hospedeiro frente a patégenos
gue nao sao tipicos daquele meio. Contudo, também pode influenciar na
patogenicidade de muitas condi¢fes clinicas como carie, doengas periodontais,

endoddnticas e periapicais, bem como lesdes ulceradas (FOSCHI et al., 2006).
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2.2 Ulceras aftosas
2.2.1 Etiologia e patogénese

Ulceras s&o caracterizadas como perda de solucdo de continuidade de
um tecido cutaneo ou mucoso, que acarretam alteracdes de estrutura anatdmica
ou perda de funcéo fisiologica dos tecidos comprometidos. Na boca caracteriza
uma das lesGes mais comuns em tecido mole (NEVILLE, 2016).

As les@es ulceradas que mais acometem a mucosa oral, geralmente sé&o
a Ulcera traumatica e a Ulcera aftosa recorrente, ambas possuem sinais clinicos
e sintomas semelhantes, porém, as causas sao diferentes. Na maioria dos casos
de ulceracdo traumatica, ha uma fonte adjacente de irritacao, que pode ser fisica,
quimica, térmica ou elétrica, a manifestacdo clinica muitas vezes sugere a
etiologia. Os locais mais afetados sao lingua, labio, mucosa julgal e estabelecer
a relacédo causa/efeito é a opcdo mais rapida para eliminar os fatores causais. A
estomatite aftosa recorrente por sua vez, pode ser causada por multiplos fatores
como: alergias, predisposicdo genética, alteracdes hematoldgicas, influéncias
hormonais, agentes infecciosos, alteragdes nutricionais, trauma, estresse
(HAMEDI et al., 2016).

A etiologia da Uulcera aftosa recorrente (UAR) é desconhecida, e
clinicamente sao divididas em trés tipos de acordo com sua cronologia de
reparacao ou com caracteristica clinica: Maior, menor e herpertiforme. A forma
mais comum é a UAR menor, com prevaléncia de 70% de didametro menor que
um centimetro, possui margem clara e seu periodo de restabelecimento é dentro
de 10 a 14 dias. A prevaléncia no tipo maior, é de 7% a 20%, e seu diametro é
superior a 1 cm, pode ter presenca de disfagia, e seu tratamento pode levar
semanas. O tipo clinico herpertiforme ocorre de forma causal e pode estar
associada a ulceras pequenas e multiplas, a sua cura pode demorar de 7 a 10
dias. Essas lesdes se manifestam em uma variedade de condi¢gdes que podem
ser desde doencas autoimunes até neoplasias malignas, além de processos
infecciosos, avitaminoses, alergias, traumas e fatores iatrogénicos (HAMEDI et
al., 2016).

A classificacdo do quadro clinico da UAR é feita em 4 estagios de
desenvolvimento: Primeiro representado por um aspecto sintomatico,
caracterizado pelo prurido, algia e rugosidade da mucosa nas primeiras 24 horas.

A segunda etapa é a pré-ulcerativa, caracterizada por eritema, macula localizada
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com discreta elevacao dos bordos e consisténcia endurecida, apresentando uma
membrana superficial circular, halo eritematoso e dor. O terceiro estagio é o
ulcerativo propriamente dito quanto a membrana torna-se esbranquicada e
necrética, que acontece em um periodo de até 3 dias. Seguida pela formacéo de
um exudato amarelado na base da leséo, o halo eritematoso permanece, e a
lesdo assume uma aparéncia crateriforme. Esse é o0 auge de seu
desenvolvimento, e a sintomatologia dolorosa diminui, tornando-se apenas um
desconforto. A fase de reparacdo acontece espontaneamente (EDGAR et al.,
2017).

J4 as Ulceras trauméaticas podem ocorrer devido a alimentos
cortantes ou mordidas acidentais durante a mastigagéo, escovagao excessiva,
ou mesmo traumas durante o sono. Seu tempo de duracao nao é certo e podem
permanecer por periodos longos, entretanto a maioria se regenera em curto
prazo de tempo. Quanto a localizagdo ocorre mais comumente em superficies
nao queratinizadas como em mucosa, borda de lingua, e labios, que podem ser
facilmente traumatizadas pelos dentes. Porém também podem ser encontradas
na gengiva, palato e vestibulo bucal por outras fontes como traumas por
escovacao. Normalmente medem cerca de 1 cm e possuem cura espontanea
sem presenca de cicatriz residual (NEVILLE., 2016).

Quando a mucosa é lesionada inicia-se imediatamente a cicatrizagdo. A
reparacao tecidual ocorre de forma dinamica, complexa e independente,
composta de varias fases. Se compde de uma reorganizacgao tecidual e se inicia
a partir da perda do tecido, que vai ser substituido por um tecido conjuntivo
vascularizado (SOUZA, 2017).

A reacado imediata € a primeira fase desse processo, construida por uma
resposta inicial ao trauma. Ocorre com uma reacao vascular e inflamatéria, que
induz a hemostasia. Logo apés o trauma ocorre a vasoconstricio que encerra o
sangramento, esse evento ocorre na presenca de muitas células como plaquetas
e coagulos de fibrina, ativando assim a cascata de coagulacdo. Migracédo de
células inflamatérias, seguida da ativacdo dos mecanismos de protecdo e
ativagdo da cicatrizacdo. A inflamacdo desencadeia sinais clinicos como calor,
dor, edema, rubor e perda de funcao, sinais que podem variar em intensidade,
em caso de processo infeccioso ocorre intensificacdo da inflamacéo. No quadro

infeccioso a presenca de corpos estranhos ou restos teciduais necroticos a fase
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inflamatoria se prolonga, desencadeando destruicdo tecidual, impedindo a
formacdo de vasos novos, inibindo a sintese de colageno e impedindo a
reepitelizacdo. Logo esses restos teciduais devem ser removidos de forma
mecanica ou autolitica, para que o processo reparador tenha continuidade
(SOUZA., 2017).

2.2.2 Tratamento

Como a etiologia da doenca ndo € completamente conhecida, muitos
medicamentos foram e sdo ainda avaliados para paliagdo dos sintomas. E
consiste em um tratamento multifocal que pode variar de acordo com os fatores
predisponentes de cada paciente. De qualquer forma, todos os quadros clinicos
sdo tratados de forma sintomatica procurando reduzir a inflamacdo e
principalmente aliviar a dor através da administracdo de medicamentos topicos
ou sistémicos ( BELENGUER-GUALLAR et al., 2014).

Estudos descrevem diferentes abordagens para o tratamento de aftas,
sendo importante a avaliacdo clinica geral do paciente através exames
laboratoriais incluindo nesses contagem de glébulos vermelhos, &cido fdlico,
ferritna e vitamina bl12 subjacentes como avitaminoses, doencas
gastrointestinais, Sindrome de Behcet ou imunodeficiéncias, com o intuito de
descartar possiveis causas sistémicas, para entdo o tratamento farmacoldgico (
BELENGUER-GUALLAR et al., 2014).

Em seu estudo, Belenguer-Guallar et al. (2014) afirmam que o mais
correto seria dividir os pacientes em grupos de acordo com suas caracteristicas
clinicas para assim entédo proceder com o melhor tratamento. Da seguinte forma,
pacientes do tipo A sdo 0s que possuem breves episédios que ocorrem
esporadicamente durante o ano e tem niveis tolerdveis de dor, aconselha-se
apenas controlar os fatores predisponentes, por exemplo aconselhar o uso de
uma escova mais macia para evitar o trauma durante a escovacdo, ou ainda
verificar os habitos alimentares dos pacientes afim de associar possiveis surtos
com determinados alimentos duros ou acidos. Paciente do tipo B possuem
episodios com intervalos menores, mensalmente na verdade e a dor faz com que
o paciente modifique seus habitos de higiene e sua alimentacéo, neste tipo de
paciente ja se indica 0 uso de pomadas topicas de corticoide além da remocéao
de fatores predisponentes. Paciente pertencentes ao grupo C sédo aqueles que
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possuem aftas crénicas com episédios dolorosos, com presenca de
desenvolvimento de les6es enquanto outras ainda ndo se curaram, nesses
casos o autor indica entrar com um tratamento sistémico além do topico.

Aconselha-se que o tratamento medicamentoso inicie com drogas tépicas,
e para isso tem-se uma gama de opcdes, os de primeira linha incluem anti-
sépticos e antiinflamatdrios com acao analgésica também, exemplos desses séo
clorexidina em forma de gel ou enxaguantes bucais, com frequéncia de duas a
trés vezes ao dia, sem deglutir pelo o tempo em que a lesao persistir, Triclosan,
Diclofenaco topico e Cloridrato de benzidamina produzem efeitos
antiinflamatadrio, anti-séptico e analgésico ( BELENGUER-GUALLAR et al.,
2014).

Inicialmente o0s anestésicos topicos proporcionam alivio de dor
satisfatorio, neste podemos incluir a Lidocaina em forma de creme a 1%, ou a
2% em forma de gel e spray, Polidocanol como pasta; Enxaguatérios bucais
também sao eficientes e em sua composi¢cdo podem ter Benzocaina e Cloreto
de Cetilpiridinio (ALTENBURG et al., 2014).

Enxaguatorio bucal contendo 0,15% de Triclosan em etanol mais sulfato
de zinco reduz a incidéncia de novas Ulceras aftosas em 43% dos casos
analisados, diminui a intensidade da dor em 45% e aumenta o intervalo entre as
crises de ulceras. Neste grupo também podemos citar Diclofenaco 3% em forma
de gel ou acido hialuronico a 2,5% apresentaram resultados mais satisfatorios
gue a Lidocaina a 3% reduzindo a dor apds 2 ou 6 horas passadas da aplicacéo.
Extrato de camomila e Clorexidina juntos em forma de bochecho, ndo so6
reduzem a frequéncia como também aumentam a velocidade de cicatrizacéo, e
diminuem a gravidade das Ulceras aftosas. Clorexidina isolada a 0,12% em forma
de gel ou spray também se mostrou eficiente. A cauterizacdo da ulcera com
solucao de peréxido de hidrogénio 0,5% ou solugéo de nitrato de prata a 1% ou
2% reduz significativamente a intensidade da dor um dia apés a aplicacdo, porém
estudos relatam que ele ndo aumenta a velocidade de cicatrizacéo
(ALTENBURG et al., 2014).

O uso de corticoides tépicos pode ocorrer em casos mais graves, nesse
grupo pomadas que contenham em sua formulacdo Prednisona ou Triancinolona
aplicada uma a duas vezes ao dia demonstram eficacia. A combinacdo de

anestésicos topicos e corticdides como a Triancinolona por exemplo em
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aplicacdo noturna apresenta efeitos satisfatorios. Estudos ainda apontam que a
Dexametasona em comparacdo com a triancinolona teve efeito cicatricial mais
rapido e eficiente na cicatrizacdo de Ulceras aftosas (EDGAR et al.,2017).

Em casos mais graves pode-se ainda lancar mao de terapia de corticoides
sistémicos, seja em monoterapia como a colchicina ou Benzatina, mostram
eficacia em sua apresentacdo, 0s contratempos encontrados nesse tipo de
terapia foram apenas na descontinuidade do uso o que provoca o retorno das
crises, ou ainda o aumento da suscetibilidade do paciente a crises fangicas.
Outra forma de tratamento proposto foi a fototerapia dindmica que combinada a
um agente fotossensivel como o azul de toluidina comprovou resultados
satisfatorios dois dias apoés a terapia (CASSAMASSIMO., 2018).

A automedicacéo pode prejudicar o processo de reparacdo que deveria
ocorrer de forma espontanea, o uso inadequado de corticéides topicos pode
levar a um retardo na reepitelizacdo ou ainda provocar destruicdo celular bem
como o uso de degermantes e antissépticos topicos. O uso indevido de
antibiéticos tépicos pode criar uma resisténcia bacteriana ou ainda induzir

reagOes de hipersensibilidade que retardam a cicatrizagdo (HAMEDI.,2016)

2.3 Plantas medicinais e Fitoterapia

As plantas medicinais sempre estiveram ao alcance do ser humano como
recurso para tratamento de enfermidades, cujo conhecimentos foram
transmitidos por geracbes ao longo dos anos. Essa perspectiva tem se
fortificado pela crescente necessidade de ajustarmos nossos habitos para uma
vida saudavel e proxima de produtos naturais (OLIVEIRA et al., 2007).

O Brasil possui um enorme potencial para desenvolvimento da fitoterapia
devido a sua rica e diversa flora, inclusive com aplicacdo na odontologia onde
essas plantas tém sido usadas como anti-inflamatorio, antibiotico, analgésico,
agentes sedativos e também solucdes irrigadoras. Espécies como Cravo da
india (Syzygium aromaticum), Roma (Punica granatum), Malva (Malva
sylvestris), Tanchagem (Plantago major), Amoreira (Morus L.), Salvia (Salvia
officinalis), Camomila (Matricaria chamomilla), entre outras sdo amplamente
aplicadas em casos de abcessos, gengivite, aftas e outras afeccdes bucais. A
utilizacdo e comercializacdo de fitoterapicos eram consideradas praticas de

populacdes de baixa renda, porém atualmente vem se popularizando em todas
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as classes sociais. Em alguns paises em desenvolvimento até 80% da populacéo
depende exclusivamente das plantas medicinais para atencdo primaria em
saude (GROPPO et al., 2008).

A percepcao popular sobre a eficiéncia do uso de fitoterapicos gera uma
divulgacdo de seus efeitos terapéuticos. Indiretamente esse tipo de cultura
aumenta a procura e o interesse da comunidade cientifica em desenvolver
estudos multidisciplinares que sO tendem a enriquecer as &reas de
conhecimento chamando a atencdo para a flora mundial e brasileira.
Fitoterapicos movimentam muito a economia em paises como a Alemanha,
Franca e lItalia. O Brasil apesar de sua rica flora e de ser detentor de um terco
da flora mundial ndo se destaca nesse mercado ficando para trds de paises
menos desenvolvidos (COUTINHO et al., 2009).

Pela falta de conhecimento cientifico pelas comunidades acreditava-se
que fitoterapicos possuem menos efeitos colaterais e sdo mais eficazes que
medicamentos alopéticos. Entretanto, estudos comprovam que medicamentos
naturais podem causar efeito colateral bem como sinergia com outras drogas
sendo necessario conhecer suas substancias ativas e principalmente a
procedéncia do vegetal para que sua utilizacao seja assegurada o que ratifica a
importancia do seu estudo (SOYAMA, 2007).

O principal objetivo do uso de fitoterapicos € estimular a prevengéo, cura
e minimizacdo da sintomatologia, além de ter baixo custo e alta acessibilidade
pala populacédo. Desta forma o mercado de produtos naturais tem aumentado
significativamente, além de pesquisas que comprovem sua atividade terapéutica,
produtos com menor toxicidade e maior biocompatibilidade (OLIVEIRA et al.,
2007).

Assim, estudos com associacdo de plantas medicinais a pomadas
orabases vem sendo testadas com intuito de agir na inflamacéo e diminuir o
tempo de cicatrizagdo. Exemplificado por estudos com Aroeira terenthiofolius,
que tem acdo antimicrobiana, antiinflamtoria e cicatrizante, bem como a
Matricaria chamomilla também utilizada como anti-inflamatério em estomatites.
Estas espécies tém sido amplamente empregadas na medicina popular e vem
sendo submetidas a pesquisas odontologica. Apesar do seu amplo emprego, a
realidade € a grande escassez de estudos cientificos que comprovem seu uso
para doencas bucais (GROPPO et al., 2008; MARTORELLI, 2011).
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Evangelista et al (2013) realizaram um levantamento etnobotanico de
plantas medicinas para a identificacdo das principais espécies indicadas e
usadas para tratamento de afec¢bes bucais na cidade de Manaus. Nessa
pesquisa foram entrevistados usuarios do servico odontolégico, bem como
Cirurgides dentistas e comerciantes credenciados na prefeitura de Manaus.
Seus resultados demonstraram a existéncia de comércio de plantas medicinais
para afec¢Bes bucais, as mais usadas sdo as seguintes espécies: Pedra ume
cda (Aulomycia sphareocarpa), Crajiru (Arrabidae chica), além da Sara tudo
(Bysonima intermedia). Nos resultados observou-se que 8% dos Cirurgides
dentistas e 7,61% dos pacientes utilizam plantas medicinais para afeccfes
bucais, e dessa maneira concluiram que a utilizagdo das plantas medicinais em
Manaus é empirica sendo urgente a necessidade de estudos que comprovem

sua eficacia para que seu uso se difunda de maneira correta.

2.3.1 Libidibia ferrea L.

Libidibia ferrea L. pertence a familia das Leguminosas-cesalpiniaceas,
conhecida como jucd, pau de ferro ou jucaina, amplamente utilizada na medicina
popular. Comumente, seu uso se da a partir da casca do caule da arvore do juca
em decoccdo, cuja acado € cicatrizante e expectorante. Além de combater
doencas do trato respiratorio, diabete sacarina, agdo antiulcerante, hemostatica,
anti-inflamatoria, antibacteriana e antihelimintica (BALBACH, 1992).

Apesar do numero reduzido de plantas cientificamente estudadas do
ponto de vista quimico, farmacolégico ou agrondmico a flora amazobnica €
considerada a maior reserva de plantas medicinais no mundo. E neste bioma
gue se encontra a espécie Libidibia ferrea L. também conhecida como jucaina,
jucd, pau de ferro e bird-obi. Também encontrada no nordeste do Brasil,
caracteriza-se por uma arvore de porte medio, com madeira muito dura, por
vezes dificil de ser trabalhada, lenho roxo ou castanho, cerne escuro, manchado
por maculas amarelas finas, fibras finas e arrevessadas, folhas ovais e verdes
em formas de palma. Pode ser utilizada em forma de cha das folhas, frutos ou
da casca, como xarope da casca, e em forma de tintura deita com o fruto
(BORRAS, 2003).

Carvalho et al. (1996) e Soares et al. (2006) afirmaram que o juca
(Libidibia ferrea) e a aroeira (Schinus terebinthifolius) apresentam atividade
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analgésica, anti-inflamatoria, antiulcerégenica e antibacteriana. Nozaki et al.
(2007) demonstraram que o juca possui atividade quimiopreventiva de cancer,
antibacteriana, anti-hipertensivo e antifungica.

No Nordeste o0 p6 da casca de Libidibia ferra L. € amplamente usado pela
populacdo para tratamento de feridas na pele. Dessa forma, a utilizacdo e
comercializacdo do pd dessa espécie para aplicacbes na medicina popular
aumenta o interesse de estudos cientificos para comprovar sua efetividade
(SAMPAIO et al., 2009).

Conde (2006) e Sampaio et al (2009) realizaram estudos com extratos da
espécie vegetal L. ferrea e os resultados demonstraram um grande potencial do
Jucé sobre microrganismos do biofilme dental. Marreiro et al (2014) propuseram
0 uso do extrato da vagem desta planta como enxaguatério bucal, incorporando
a formulacao, o extrato do vegetal liofilizado obedecendo a CIM. Venancio et al,
2015 realizaram um estudo com a finalidade de aprimorar a formulacdo de um
enxaguatorio bucal a base de extrato da espécie vegetal L. ferrea, visando o uso
na prevencgao ou tratamento de doengas bucais.

No processo de avaliagdo de uma formulacdo € importante realizar
também ensaios toxicoldégicos para a verificacdo da seguranca e o
risco/beneficio do possivel uso terapéutico (EVANS, 2009; NOBREGA et al,
2008).

Venancio et al., 2015 avaliou no teste de cultura de células pelo método
de Alamar Blue™ a viabilidade das células frente ao enxaguatério de L. ferrea
nos tempos (0, 30 e 60 dias), do extrato, do veiculo e da clorexidina a 0,12%. O
tratamento correspondeu ao periodo de 72 horas em cultura de fibroblastos
humanos (MRC-5). Ap0s a analise dos resultados foi possivel verificar que
nenhuma amostra testada foi capaz de induzir efeito citotoxico quando em
contato com as ceélulas, apresentando valores de CI50 (Concentragdo Inibitoria)
acima de 50 pg/ mL.

Em estudo fitoquimico do extrato da casca do Juca verificou-se a presenca
de saponinas, flavonoides, taninos, cumarinas esteroides e compostos fendlicos.
Majoritariamente verifica-se taninos no extrato que podem ser responsaveis pela
acado antidiabética (CAVALHEIRO et al., 2009). Barakat (2011) verificou em seu
estudo alto teor de taninos totais de (19%) em extrato aquoso de Juca, que

demonstra um valor relativamente alto comparado a outras espécies de vegetais.
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Kobayashi et al. (2015) afirma em seu estudo que a concentracdao do
extrato pode influenciar em uma melhor reepitelizacdo de feridas, diminuindo o
tempo de cicatrizagdo e eles afirmam que a acdo antimicrobiana e o poder
cicatrizante do estrato de Libidibia ferrea seja explicado pela presenca de taninos
em sua composicao.

Cavalher-Machado et al. (2008) afirma que a atividade antifingica e
antimicrobiana € maior no extrato da casca do caule do que no fruto. Além desse
extrato ndo apresentar acdo toxica aguda, hemolitica, heparinasica. Enfatizando
assim a necessidades de estudos complementares para identificacdo dos

demais compostos nesses extratos e visando comercializacdo como fitoterapico.

2.4 Estudos de Citotoxicidade celular

A poténcia dos principios ativos contidos na matéria prima e nas
formulacbes pode ser avaliada através de ensaios biolégicos a partir de
reagentes bioldégicos como microrganismos, animais, fluidos e o6rgdos de
animais. No processo de avaliacdo de determinado produto é necessario
certificar sobre sua efetividade, riscos e beneficios a saude de homens, animais
e ao meio ambiente. Sendo assim, 0s ensaios toxicologicos avaliam a seguranga
e a relacdo risco/beneficio no uso de novos medicamentos (TEIXEIRA et al.,
2011).

Venancio et al., 2015 avaliaram a citotoxicidade de solucbes testes
(Formulacdo de enxaguatorio bucal a base de Libidibia ferrea L., extrato de
Libidibia ferrea L., os veiculos presentes no enxaguatoério e o controle positivo
Clorexidina a 0,12%) nos tempos (0, 30 e 60 dias), com o extrato da planta, com
o veiculo do enxaguatério e com a clorexidina a 0,12%, através dos testes de
hemdlise e cultura de células. No teste de hemdlise avaliou-se a capacidade das
substancias testes em causar ou ndo lesbes ha membrana plasmatica da célula,
verificando-se que o enxaguatorio de L. ferrea ndo apresentou atividade
hemolitica nos tempos experimentais, porém o veiculo do enxaguatério e a
clorexidina a 0,12% causaram hemolise com CE50 de 300,5 e 75,14 pg/ mL
respectivamente, tal resultado foi considerado satisfatério visto que a
concentracdo do veiculo na formulacdo do enxaguatério € inferior a

concentracéo efetiva de hemdlise.
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A ANVISA, principal orgado responsavel pela regulamentacdo, fez a
melhoria dos processos de registros e controle de qualidade dos fitoterapicos a
partir de 2004 apdés a publicagdo da RDC 48/2004 que estabelece as
informagdes essenciais para 0 registro, como identificacdo botanica das
espécies vegetais que sao utilizadas, padrao de qualidade e provas que validem
a eficacia e seguranca das indicacfes terapéuticas. A RE 89/2004, RE 90/2004
e RE 91/2004 compbe as resolucdes utilizadas para execugdo de testes
de eficacia e seguranca sdo importantes para o registro de qualquer
medicamento desta classe.

Na Odontologia, uma gama de materiais utilizados em clinica podem
entrar em contato com células da mucosa oral, gengiva ou mesmo com tecidos
dentais, por isso ratifica-se a necessidade de testes de biocompatibilidade,
carcindégenos e ou mutagénicos de todos os materiais que vao a cavidade oral.
Inicia-se com a avaliacdo biolégica de materiais com um estudo citotdxico
utilizando testes in vitro, e somente a partir de resultados satisfatorios nesta
primeira etapa, que poderdo ser realizados testes in vivo para avaliacdo de do
comportamento biolégico do material (SANTOS et al., 2008).

Ingredientes cosméticos de origem natural, biomateriais, sintéticos ou
associacéo de ingredientes tem que ser submetidos a avaliagao rigorosa e com
um forte delineamento cientifico para a avaliacdo desses materiais, afim de
fornecer bases adequadas para formulacdo de produtos seguros (ANVISA,
2012).

A caracterizacdo da citotoxicidade é fundamental para avaliacdo dos
efeitos biolégicos que determinada droga pode causar. Expde-se uma cultura
celular ao biomaterial de interesse e a partir de entdo € possivel identificar
reacoes adversas de citotoxicidades resultantes. Ensaios de citotoxicidade sdo
divididos em trés categorias: 1) contato direto, 2) por extrato e 3) Difusdo em
agar, estes se diferenciam pela maneira como as células sdo expostas ao
material que esta sendo testado. Os ensaios de contato direto e o por extrato
avaliam quantitativamente e qualitativamente a presenca e a severidade da
toxicidade do material, ja o por contato indireto avalia apenas qualitativamente
ao fim do ensaio (MASSON e LOMBELLO.,2016).

A avaliacdo da citotoxicidade permite esclarecer o mecanismo bioldgico

pelo qual o efeito toxico € desencadeado e 0 mecanismo de acdo de materiais
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durante a interacdo material/tecido. Porém o teste de citotoxicidade in vitro
apresenta limitacdes tais como a cultura de células em monocamadas néo
representa fielmente a organizacdo do tecido in vivo, onde as células ali
presentes poderiam auxiliar em um reparo ao trauma superficial. A presenca do
efeito citotoxico in vitro ndo garante que o biomaterial seja tdéxico quando
aplicado in vivo, entretanto a auséncia de toxicidade in vitro garante uma boa
aplicacao clinica (SENNE et al., 2008).

As células mais comumente utilizadas em cultura sdo os fibroblastos
devido suas caracteristicas de proliferacdo, porém efeitos deletérios
provenientes do contato direto com substancias toxicas resultam em alteracfes
de morfologia tais como, vacuolizacdo do citoplasma, granula¢cdes no nucleo,
alteracdo da forma celular, pelo descolamento da superficie a qual estdo
aderidos (FRESHNEY, 1994). Por isso pesquisas atuais realizam citotoxicidade
para biomaterias in vitro, usando culturas oriundas de linhagens obtidas
comercialmente e culturas de células primarias feitas em laboratorios individuais
(SOUZA et al.,2006).

A avaliacao de citotoxicidade é importante na pesquisa de substancias
menos toxicas e seletivas com atividade antimicobacteriana, sendo importante
que ela seja in6cua e com baixa toxicidade, assim a determinagéo do IC (indice
de citotoxicidade) de um biomaterial pode ser realizado in vitro. Um exemplo de
indice de citoxicidade € o IC90 que identifica 90% da viabilidade celular sendo
identificado como fator determinante da mudanca do corante reagente Alamar
blue de azul para rosa. Logo depois calcula-se o IC50 que € a concentracdo onde
ocorre 50% de morte celular e ele é calculado a partir do 1C90. Depois de
calculado esses dois valores, faz-se o indice de seletividade (IS) através da
razao IC90/IC50 e entdo se estabelece a seguranca em passar um estudo in
vitro para in vivo (PROPTOPOPOVA et al., 2005).

A determinagéo da viabilidade celular vem sendo testada com sucesso
através do corante alamar blue desde 1993. O mesmo tem sido empregado por
ndo apresentar citotoxicidade, ndo interferindo na leitura do experimento.
Portanto, é considerado um método simples, rapido, sensivel e seguro, haja visto
que o corante ndo deve interferir com o material que vai ser analisado (FIELDS
et al., 1993).
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A viabilidade celular também pode ser determinada pelo ensaio de
exclusdo por Azul Tripan. Nele as células colocadas em suspensédo, e a
avaliacdo é feita a partir da verificacdo da integridade da membrana celular e a
capacidade que a célula tem de expulsar o corante o que ndo acontece com
células inviaveis. Nesse teste as células sdo colocadas em contato com o
corante e levadas ao microscépio para leitura. As células viaveis sdo as nao
coradas e as inviaveis coradas em azul (STROBER,2001).

A andlise da citotoxicidade € importante pois permite compreender o
mecanismo biolégico que produz a citotoxicidade e a interacdo do biomaterial
com o tecido. MARREIRO et al. (2014) testaram a citotoxicidade de um
enxaguatorio de juca através do teste de cultura celular com fibroblastos e
concluiram que essa formulacao foi toxica para cultura celular, mas para teste
de hemdlise néo, justificando-se assim a importancia de realizar testes in vitro
antes de testes in vivo.

Outra forma eficiente de avaliar a integridade celular é verificando as
alteracdes morfoldgicas causadas ou ndo por determinada droga, apos
exposi¢do a droga as células sdo coradas em Hematoxilina e eosina e entdo
levadas a microscopia Optica para interpretacdo, comparando-as em tratadas ou
nao tratadas. Observa-se entdo a integridade do citoplasma e ndcleo basofilos,
condensacdo de cromatina, Lise celular e presenca de vacuolos citoplasmaticos
(VASCONCELLOS et al., 2007).

2.5 Genotoxicidade

Alguns danos causados por agentes quimicos ao material genético
presente dentro de uma célula pode ser mensurado e assim determinar o nivel
de genotoxicidade de um material. Esses danos podem causar mutacdes
induzindo modificacfes na sequéncia de nucleotideos, ou mesmo mudancas na
estrutura da da fita de DNA de uma célula (VALENTE et al., 2016). O método
mais comum para determinar o dano ao DNA é através do ensaio do cometa.
Este teste depende do relaxamento da fita espiral do DNA em nucledides
mergulhados em agarose, que primeiro ficam em solucdo de lise para
desnaturacao das proteinas da parede celular e nuclear, isso permite que o DNA
seja atraido em direcdo ao anodo em eletroforese, formando imagens

semelhantes a cometas, sendo visualizadas em microscopia de fluorescéncia
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ressaltando assim a quantidade de DNA na cauda o que determina a quantidade
de dano ao DNA. Estudos afirmam que este ensaio estd em constante
desenvolvimento, haja vista suas inovagdes recentes, mais ainda sim representa
um teste simples e sensivel para identificacdo de dano ou mutacdo do DNA
(KUMARAVEL et al.,2009; AZQUETA E COLLINS,2013).

Neste teste a fracdo de migracdo do DNA é medida através da
visualizacdo de caudas semelhantes a cometas apos eletroforese. A andlise
deste teste se da pelo tamanho da cauda que nada mais é do que DNA
fragmentado em relacdo a cabeca do cometa. Assim 4 niveis de comprimento
foram determinados por OLIVE E BANATH (1995).

Pickler et al.,, (2019) pesquisaram em ratos a fetotoxicidade e a
toxicicidade em relacdo a mde de um extrato hidroalcodlico da casca e da
semente de jucd através de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
encontraram resultados de toxicidade materna e no feto. Os fetos expostos aos
extratos de L. ferrea apresentaram menores comprimentos meédios das secdes
de cabeca e corpo quando comparados aos de C e exibiram anomalias viscerais
e esqueléticas, as ratas gravidas expostas aos extratos de Libidibia ferrea L.
mostram alteracbes nos niveis séricos de creatinina e produzem liquido

amnidtico com composicdo bioquimica anormal.
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3.0BJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar in vitro o efeito citotdxico e genotdxico de uma pomada orabase
formulada a partir do extrato da casca do juca.

3.2 Especificos

e Determinar o nivel de citotoxicidade da pomada através dos testes de
Cultura de células com coloracdo de Alamar Blue, Coloracao por Azul
de Tripan e Coloracao por Hematoxilina e eosina.

e Determinar o0 nivel de genotoxicidade da pomada orabase de juca

através do Teste Cometa em pH alcalino e neutro.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Desenho do estudo

Esse estudo € uma pesquisa experimental laboratorial in vitro classificado
como primario, longitudinal, prospectivo, quantitativo e descritivo para avaliar a
citotoxicidade e genotoxicidade de uma formulacdo em pomada orabase

formulada a base de extrato de juca (Libidibia ferrea L.).

COLETADO 2Kg de casca de S
ecagem — Moagem
MATERIAL caule g
OBTENCAO DO Decocgo — [ e
Filtragem

DESENHO
~bo

¢
3

/- EXTRATO
- ——
/ S
PREPARO DA TESTESEM |

CELULA
TESTE DE TESTEDO
GENOTOXICIDADE COMETA

Figura 1 — Representacao esquematica do desenho de estudo

Este estudo foi conduzido pela Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Amazonas (FAO/UFAM) em parceria com a Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (FCF/UFAM),
nos laboratérios de Cultura de células (FCF), Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica (FCF), Laboratério de Imagem e Biologia Celular (FCF) e
Laboratorio de Atividades Bioldgicas de Fitoterapicos na Odontologia (FAO). Os
testes foram realizados com a equipe dos respectivos laboratorios e financiado
através do CNPq (Chamada n° 77/2013 — CT Amazobnia, Processo Numero
406457/2013-1. .
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4.2 Coleta do material Vegetal (L. ferrea L.)

Foi utilizado como matéria prima vegetal para este estudo a casca do caule da
Libidibia ferrea L. (Figura 2). As mesmas foram coletadas em uma quantidade
suficiente para o desenvolvimento do estudo, aproximadamente 2kg. O processo
de coleta foi supervisionada por um etnoboténico e realizado na cidade de
Manaus em &rea do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), no
qual excicata esta registrada sob o numero 228.022. As mesmas foram
transportadas para a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde foram processadas seguindo
a metodologia descrita de VENANCIO et al. (2014).

Figura 2 — Arvore Libidibia ferrea localizada na
area do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazénia — INPA.

A casca do caule de Libidibia ferrea L. foi selecionada devido ser uma
matéria-prima disponivel o ano todo e a fim de eliminar a dependéncia da
sazonalidade da vagem. A casca do caule da espécie L. ferrea L. foi colocada
para secar a temperatura ambiente por 48 horas, a sombra, em lugar seco e
arejado (Figura 3). Em seguida, submetido a secagem em estufa de ar circulante,
a temperatura de 40°C, até estabilizacdo da umidade residual. Apds a secagem,
a porcéo vegetal foi submetida a moagem em moinho de facas, a fim de obter a

matéria-prima vegetal (MPV — Figura 3).
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A: SECAGEM B: ESTUFADE AR
CIRCULANTE

TRITURADA

C: MOINHO DE FACAS D: MATERIA PRIMA/

FIGURA 3 - Processamento da matéria prima vegetal . A- Secagem em Temperatura Ambiente;
B- Secagem em Estuga de Ar circulante; C — Fragmentagcdo da Amostra em Moinho de Facas; D-
Matéria prima triturada pronta para processo de extracao.

4.3. Obtencao do extrato (L. ferreaL.)

Durante o preparo do extrato foram utilizados os principios de assepsia
para que a qualidade do material fosse preservada. O método para obtencao
do extrato obedeceu a padronizacédo estabelecida por Pereira et al., (2014)
em que determinou a concentragéo a 7,5% como de melhor resultado. Sendo
assim, foi obtido o extrato através da técnica de decocc¢ao por refluxo com
uma relacdo droga: solvente de 7,5% (m/V) utilizando agua e etanol como
liquido extrator, na propor¢do de 1:1, ambos em uma quantidade de 500mL.
Misturou-se o solvente com a 4gua e o etanol em um baldo volumétrico de
2.000 ml e o mesmo foi levado ao equipamento aquecedor — Manta
Aquecedora. O material extraido foi retirado, esfriado e filtrado em um baléo
volumétrico de 1.000 mL e o volume foi completado com agua destilada até
alcangar 1.000 mL (Figura 5).
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A: PESAGEM B: SOLUGOES EXTRATORAS C: DECOCGAO D: FILTRAGEM GROSSA

FIGURA 4 - Preparacao do extrato

A solucéo extrativa de juca foi levada para o aparelho Spray Dryer (modelo
MSD 1.0) para que fosse obtido o extrato seco por asperséo, visando reduzir a

pé e manter a sua estabilidade, como mostra na figura 6.

A: FILTRAGEM B: APARELHO SPRAY DRY C: EXTRATO SECO

FIGURA 5 - — Obtencéao do extrato de Libidibia ferrea a seco
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4.4 Rendimento do extrato seco de Jucé

O extrato hidroalcodlico de jucid ap6s a secagem por aspersdo obteve um
rendimento total de aproximadamente 114g (114,943g — figura 7). O Juca foi
armazenado em dois recipientes de vidro, e um de plastico, bem lacrados e em

temperatura ambiente.

..

)
|
’

FIGURA 6 — Rendimento do extrato a seco a 7,5%

4.5 Preparo da pomada orabase (Libidibia ferrea L.)

A concentracdo do extrato na formulacéo da orabase foi determinada com
base no resultado da concentracdo inibitéria minima (37,5 mg/mL) que foi
determinado na primeira fase dos estudos com o0 juca, testados contra
microrganismos da cavidade oral (OLIVEIRA et al, 2013). A pomada,
obedecendo aos principios da fitoterapia, os quais enfatiza o uso da matéria-
prima vegetal sem isolados, tem como principal composto a Libidibia ferrea L. a
2% de extrato e teve apresentacao final em bisnaga 10g.

A formulacdo é composta apenas por fase oleosa representada por:
vaselina sdlida (80%), o6leo mineral (17%), CarboxiMetilCelulose (0,5%),

Propilparabeno (0,15%), conforme demonstrado na Tabela 1.
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COMPONENTES PROPORGAO
Vaselina solida 80%
Vaselina liquida 17%
Carboximetilcalulose 0,5%
Propilparabeno 0,15%

Extrato a seco a 7,5%

2%

Tabela 1- Composicdo da pomada orabase de Libidibia ferrea

—

FIGURA 7 — Componentes da pomada

Os componentes da pomada foram aquecidos até 75°C no equipamento

de Banho maria SL 155/10, utilizou-se um termdémetro de mercurio para a

afericdo como mostra a Figura 9.

FIGURA 8- Aquecimento em banho maria até atingir 60°C
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FIGURA 9- Manipulacao e aspecto final da pomada

4.6 Testes em Cultura de Células

Foram utilizados Fibroblastos Humanos n&do neoplasicos (MRC-5),
cultivados em garrafas de cultura contendo meio de cultura Dulbeco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e
1% de antibiético Ampicilina-Estreptomicina. As células foram mantidas em
incubadora com 5% de COz2, a 37° C, e posteriormente foram manipuladas em

fluxo laminar.

FIGURA 10 — Cultivo de células
em fluxo laminar
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4.6.1 Solubilizacdo da substancia teste

Considerando que a pomada orabase nao possui fase aquosa, e 0 meio de
cultura é aquoso, houve necessidade de solubilizar a pomada em DMSO para
preparo da solugdo estoque afim de que a ndo houvesse precipitacdo de alguma
fase da pomada quando em contato com o meio de cultura. A concentracao final
da solucédo estoque foi de 20 mg/mL. Para os ensaios a solucdo estoque
(pomada diluida) foi diluida s6 que em meio de cultura para as concentracdes

teste 25, 50 e 100 pg/mL para preparo das substancias testes.

4.6.2 Testes de Citoxicidade
4.6.2.1 Alamar Blue

O teste do Alamar Blue foi realizado para a avaliacdo citotoxica das
diferentes concentracdes em que foram testadas a formulacdo em orabase de
jucé em fibroblastos humanos (MRC-5). Foi desenvolvido conforme metodologia
descrita por Ahmed et al. (1994), com modificacbes. As células foram
transferidas para microplacas de 96 pocos na densidade 0,5x104 células por

poco, e armazenadas em estufa a 37°C com 5% de CO,.

FIGURA 11 — Tratamento com as
solugdes teste
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ApOs 24 horas, as células receberam o tratamento com as substancias
teste nas concentracdes de 25,50 e 100 ug/mL. Como controle negativo foi
utilizado DMSO (0,2%), e como controle positivo Doxorrubicina, na concentracao
de 5,0 yg/mL. O periodo de tratamento foi de 72 horas, com a placa mantida em
estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds esse periodo foi adicionado 10 yL do Alamar
blue (0,02%), posteriormente feita a leitura das placas em leitor de microplaca,

nos comprimentos de onda de excitacdo de 530 nm e emisséo de 590 nm.

FIGURA 12 — Adigdo de Alamar Blue aos
pocos da placa

FIGURA 13 — Leitura em leitor multiplaca
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4.6.2.2 Azul de Tripan

O teste por Azul de tripan foi realizado para a avaliacdo de viabilidade
celular nas diferentes concentracoes em que foram testadas a formulacdo em
orabase de juca em fibroblastos humanos (MRC-5). Foi desenvolvido conforme
metodologia descrita por FRESHNEY, et al. (1987), com modificagdes.

Para a realizacdo do ensaio, as células foram plagueadas na densidade

1,5 x 10* células por pogco em placas de 24 pocos. Decorridas 24 h, o meio foi

retirado e, entdo adicionadas as substancias teste (formulacdo em orabase de
Libidibia ferrea L. (Juca) nas concentracdes de 25, 50 e 100 ug/mL, controle
negativo DMSO 0,2% e controle positivo Doxorrubicina 10 uM). Apos o periodo
de tratamento de 72h as células foram colhidas e centrifugadas a 1500rpm por

3 minutos (Figura 14)

7y

22

.

FIGURA14- Ensaio de azul de tripan

O sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspendido com
90 pL de meio DMEM completo. Decorridos 2 minutos, 10 pL da suspenséao de
células foi transferido para uma camara de Neubauer, foram adicionados 10 pL

de Tripan Blue e foram contadas as células viaveis e as nao-viaveis.
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FIGURA 15- Aplicacéo e leitura de azul de tripan

4.6.2.3 Hematoxilina e Eosina
Com o intuito de avaliar a ocorréncia de alterac6es morfolégicas causadas

pela pomada de L. ferrea L., células foram cultivadas na densidade de 3,0 x 10*
células/mL em placas de 24 pocos e tratadas com solucdo teste nas
concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL, controle negativo DMSO 0,2% e controle

positivo Doxorrubicina 10 pM.

232552
o
WL r x>

P
.'.'.1‘35"5’ 7

FIGURA 16 — Tratamento com solucdes teste e identificacao
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O sobrenadante dos pocos e as células (apés tripsinizacdo) foram
coletadas em microtubos apés 72h. Em seguida, a solugéo foi centrifugada a
3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o pellet ressuspenso em
200 pL de PBS. Apods esse processo, uma aliquota de 100 uL foi retirada e
centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm. Apds a centrifugacédo as células aderidas

nas laminas foram fixadas e coradas com kit corante panatico rapido LaborClin®.

FIGURA 17 — Centrifugacao e Coloragcao com H.E

As laminas foram entédo analisadas em microscopio 6ptico, para avaliacdo
das alterac6es morfologicas comparando-se as células tratadas e ndo tratadas.
O registro das alteracdes celulares foi feito por fotografias (VASCONCELLOS et
al, 2007).
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4.6.3 Teste de Genotoxicidade
4.6.3.1 Teste do Cometa em pH Alcalino e Neutro

O ensaio para avaliacdo da genotoxicidade foi realizado pelo método do
cometa de célula unica em pH alcalino e pH neutro conforme metodologia
descrita por SINGH et al. (1988; TICE et al. (2000), WOJEWODZKA;
BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI (2002) com modificacbes. As células de
fibroblasto humano (MRC5) foram tratadas por 3 horas com a formulagdo em
orabase de Libidibia ferrea L. (Jucd) nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL,

controle negativo DMSO 0,2% e controle positivo Doxorrubicina 10 pM.

ApoOs tratamento, as células foram ressuspendidas em meio de cultura
com o auxilio de Tripsina e o conteudo foi centrifugada durante 5 minutos a 1500
rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi incorporado a uma
solucao de Agarose de Baixo Ponto de Fusédo (LMP). Em seguida, o contetdo
foi transferido para laminas de microscopia previamente cobertas com Agarose
de Ponto de Fusdo Normal (NMP).

FIGURA 18 — Lamina sendo tratadas
com agarose

Seo

Apos a gelificacdo da agarose em temperatura de 4°C, as laminas foram
colocadas em solucédo de lise por no minimo 1 hora para a desnaturacdo da
parede celular e nuclear, restando o DNA da célula. As laminas foram entao
removidas da solucdo de lise e dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese preenchida com solucdo de eletroforese por 20 minutos para
permitir o desempacotamento do DNA.



45

FIGURA 19 — Lamina em solucao de lise

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 30 minutos, a 20 Volts
para o cometa em pH Alcalino e 25 Volts para o cometa em pH Neutro.
Posteriormente, as laminas foram dispostas em recipientes contendo solucéo de
neutralizac&o por 5 minutos. Por fim, as laminas secas, foram fixadas em etanol
absoluto e armazenadas para posterior leitura. As laminas foram analisadas em
microscépio de fluorescéncia, utilizando 40 pL da solucdo de Syber Green
(1:10000).

Foram contados 50 cometas por lamina (n=2 por exposi¢ao em triplicata),
sendo classificados de acordo com a quantidade de DNA fragmentado na cauda
do cometa, indicando o grau de quebra do DNA (0 — sem dano, 1 — cauda menor
gue o diametro do nucledide, 2 — cauda do mesmo tamanho que o diametro do
nucledide, 3 — cauda maior que o diametro do nucledide, e 4 — cauda 2 ou mais
vezes maior que o didametro do nucledgide).

Os resultados foram expressos como indice de dano e frequéncia de dano
usando os seguintes calculos:

indice de Dano Total = 0 x (n. de cometas grau 0) + 1 x (n. de cometas
grau 1) + 2 x (n. de cometas grau 2) + 3 x (n. de cometas grau 3) + 4 x (n. cometas
grau 4).

Frequéncia de dano = 100 — (50 — n° de cometas do grau)* 100/50.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de citotoxicidade frentes a fibroblastos humanos
(MRC-5) foram realizados experimentos em triplicata e os valores obtidos
foram utilizados para célculos de CI50, a partir das curvas de concentracao
dose-resposta, com intervalo de confianga de 95%.

As analises estatisticas dos demais ensaios foram realizadas por
analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de teste Tukey e Bonferroni
para comparacdo entre os grupos. Os valores com p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata biolégica e os

dados foram analisados no programa Graph Pad prism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade por alamar blue

Pelo método de Alamar Blue foram avaliadas a viabilidade das células
frente a formulacdo orabase de Libidibia ferrea L. em trés concentracdes distintas
25, 50 e 100 ug/mL. O tratamento correspondeu ao periodo de 72 horas em
cultura de fibroblastos humanos (MRC-5) e o DOXO foi utilizado como droga
padrao controle positivo CI50 2,23 uM. Abaixo segue o efeito em percentagem

das concentracdes testadas:

1001
80+
60+
40+

20+

Viabilidade Celular (%)

DMSO 0,78 1,56 3,13 6,25 125 25 50

Pomada orabase de Libidibea ferrea L. (ng/mL)

Gréfico 1- Efeito citotoxico da pomada contendo juca na linhagem celular de fibroblasto humano

(MRC-5) utilizando o ensaio Alamar blue, no tempo de tratamento de 72h.

De acordo com resultados obtidos através do ensaio in vitro alamar blue,
a amostra ndo apresentou citotoxicidade elevada até a maior concentracdo
testada. O valor de Clso € >50 ug/mL na linhagem MRC-5, com média percentual
de 81,25% de viabilidade celular.
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5.2 VIABILIDADE CELULAR POR EXCLUSAO DO CORANTE AZUL
DE TRIPAN

No ensaio de azul de tripan apds a coloracdo das células elas foram

levadas a camara de Neubauer e contabilizadas em viaveis e nao viaveis.

FIGURA 20: Contagem de células viaveis e
inviaveis na camara de Neubauer

EXPOSICAO |
Substancia teste % de viabilidadecelularl | % de viabilidadecelular2
DMSO 88,417 88,994
25 90 91,477
50 95,469 94,304
100 88,018 91,304
DOXO 26,087 19,512
EXPOSICAO Il
Substancia teste % de viabilidade celular1 % de viabilidade celular2
DMSO 92,593 84,080
25 92,932 93,548
50 91,304 94,770
100 91,239 94,104
DOXO 17,5 17,021

Tabelas 2 E 3: Porcentagem de viabilidade celular nas duas exposi¢cdes ao Azul de tripan em MRC-

5 no tempo de 72h apds exposicao ao tratamento
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Neste ensaio apenas o tratamento com o controle positivo (doxorrubicina)
reduziu a viabilidade celular em relacdo ao controle negativo (p<0.05). A
solugdes de Libidibia ferrea L. Nao reduziram a viabilidade celular nas diferentes
concentracdes testadas, como mostrado na figura abaixo.

100-
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[+ 40-
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DMSO DX 25 50 100 pg/mL

Pomada orabase de Libidibea ferrea L.

Gréfico 2- Viabilidade de células MRC-5 apés o tratamento com a pomada orabase de

Libidibea ferrea L. no tempo de 72h. DX- Doxorrobicna (10 pg/mL).tratamento de 72h.
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5.3 ANALISE MORFOLOGICA EM COLORACAO DIFERENCIAL POR
HEMATOXILINA E EOSINA

As alteragbes morfoloégicas foram investigadas usando o corante
Hematoxilina e Eosina. Na presenca das substancias testes (pomada em
orabase 25,50 e 100 yg/mL e DMSO) as células ndo apresentaram morfologia
consistente com apoptose celular. No entanto, no controle positivo (DOXO)

alteragbes como descontinuidade da membrana citoplasmética e fragmentacéo

nuclear foram observadas como evidencia a figura 21.

FIGURA 21: Efeito das substancias teste analisadas em microscopio 6ptico (40x). (A) MRC-5 tratada com
25 u© g/MI de substancia teste. (B) MRC-5 tratada com 50 ¢ g/MI de substéncia teste. (C) MRC-5 tratada
com 100 u g/MI de substancia teste. (D) MRC-5 tratada com controle negativo. (E) MRC-5 tratada com
controle positivo.
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5.4 AVALIAQAO DA GENOTOXICIDADE in vitro

A genotoxicidade foi avaliada através do teste do cometa em célula Unica
em pH alcalino e pH neutro conforme metodologia descrita por SINGH et al.
(1988; TICE et al. (2000), WOJEWODZKA; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI
(2002) com modificacdes. As substancias testes nas concentragcdes 25, 50 e 100
pg/mL foram testados para avaliar a capacidade de causar danos ao DNA, em
células ndo neoplasicas, utilizando a versdo em pH alcalino e pH neutro. Para
ambos, foi utilizado para a analise comparativa o indice de dano (ID) ao DNA.

Tal parametro reflete a extensao de DNA lesionado.

CLASSIFICACAO DE DANOS AO DNA

CLASSE 0 |Sem cauda (sem danos)

CLASSE 1 |Cauda pequena, menor que o didmetro da cabega

CLASSE 2 |Comprimento da causa duas vezes maior que o da cabecga

CLASSE 3 |Cauda com tamanho superior a duas vezes ao didmetro da cabeca

CLASSE 4 |Cauda longa e espalhada em forma de leque

TABELA 4 : Classificacdo de danos ao DNA

Em cada lamina foram contabilizados 50 cometas, e eles foram
classificados de acordo com o dano ao DNA, que causa a fragmentacdo do DNA
formando a cauda do cometa

O ensaio do cometa alcalino é a versdo geralmente mais usada, e capaz
de detectar todos os tipos de danos ao DNA (JAYAKUMAR, et al., 2012). Nos
resultados obtidos referentes ao cometa alcalino o tratamento com as trés
concentracdes das substancias testes, controle positivo e controle negativo apos
3 h de incubacao, néo foi observado diferenca estatistica na migracdo do DNA

em nenhuma concentracao testada, ou seja, ndo induziu danos ao DNA.
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No controle negativo feito com DMSO observou-se cometas em graus O e
1, em contrapartida no controle positivo observou-se cometas em graus variados

a partir do grau 3 como demonstra a figura 23.

Controle Negativo Doxorrubicina

FIGURA 23: Efeito do tratamento da Formulacdo em orabase de Libidibia ferrea L. (Jucé) em

fibroblastos na fragmentacédo do DNA pelo ensaio do cometa em pH alcalino

25 pg/mL 50 yg/mL 100 pg/mL

FIGURA 24 : Fotomicrografias do efeito do tratamento da formulagdo em orabase de
Libidibia ferrea L. (jucd) em pH alcalino
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Quando testado na concentracdo de 100 pg/mL, a mesma foi capaz de
induzir dano ao DNA em MRC-5, com indice de dano igual a 58 no cometa em
pH alcalino, sendo o tipo de dano mais frequente o de grau 1, como mostra o

grafico a seguir:

100+
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80 1

60 1

40 4

201

I
X 25 50
,

*
100 D O XO
|
i

indice de dano

Libidibia ferrea L. (Juca)
ng/mL

Gréafico 3: Indice de dano ao DNA em células MRC-5, ap0s 3h de tratamento com os em
Cometa alcalino. * p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado ao
DMSO (0,2%) por ANOVA one way seguido de teste Tukey.

Os tipos de dano mais frequentes no ensaio em pH alcalino, apés os
tratamentos com as substancias testes, foram os de grau 0 e 1. Quando utilizado

doxorrubicina (10 pg/mL), os danos mais frequentes foi grau 2 e 3.

W N - 0O

Frequenciade Dano (%)

CN 25 10) 1C0 DOXO

Libxcailya ferrea L (Juca)
wo mL

Grafico 4- CN: Grafico de frequéncia de dano em ensaio de cometa alcalino. Controle

Negativo DMSO 0,2%; Doxo: Doxorrubicina 10 pM. *p< 0,05.
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O ensaio do cometa em pH neutro permite a deteccéao de quebras de fitas
duplas no DNA (SHARMA, et al.,, 2011). Os dados estdo representados no
Gréfico 5. Nessas condi¢des, o tratamento com as substancias testes, nem na
maior concentracdo testada, causou danos ao DNA, ou seja, ndo houve
diferenca estatistica significativa em nenhum dos tratamentos quando

comparado ao controle.Como demonstram os graficos e fotomicrografias abaixo:

/- -

Controle Negativo Doxorrubicina /

FIGURA 25 : Efeito do tratamento da Formulagdo em orabase de Libidibia férrea L. (Juca) em

fibroblastos na fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa em pH neutro

25 pg/mL 50 pyg/mL 100 pg/mL

FIGURA 26 : Fotomicrografias do efeito do tratamento da formulacdo em orabase de Libidibia

férrea L. (jucd) em ph neutro
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Os gréficos de frequéncia de dano e de indice de dano confirmam a

hipétese de dano por quebra de fita dupla do DNA:

100 -

Indice de dano

CN 25 5 100  DOXO

Libidibia ferrea L (Juca)
pgémlL
Gréfico 5- indice de dano do tratamento do Formulago em orabase de Libidibia ferrea L.

(Jucd) em fibroblastos.

ApOs 0s tratamentos, com as substancias testes, 0s tipos de dano ao DNA
mais frequentes foram os de grau 1e 2, Doxorrubicina (10 uyg/mL) causou maior

frequéncia de danos grau 2, 3 e 4.
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Gréfico 6- : Cometa Neutro : Controle Negativo DMSO 0,2%; Doxo: Doxorrubicina 10 uM. *
p< 0,05.
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7. DISCUSSAO

A medicina popular adotou a fitoterapia como uma pratica comum,
difundindo um saber que tem sido usado por popula¢des ao longo de varios anos
e atingindo muitas geracdes, comprovando assim o potencial terapéutico de
varios espécimes ja usados comumente. E ainda que as plantas medicinais
facam parte do cotidiano de pessoas ha muitos anos, houve nas ultimas décadas
um aumento significativo entre pesquisadores e profissionais da area da saude
(IBIAPINA et al., 2014; MACIEL et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).

Estudos relatam que com a crescente utilizacdo de fitoterapicos na
odontologia ratifica-se a necessidade de pesquisas na area afim de avaliar sua
seguranca e atestar sua eficacia para que sua utilizacéo clinica seja disseminada
(GROPPO et al, 2008).

Estudos referentes a inovacao tecnolégica farmacéuticas aumentaram
nas ultimas décadas devido a popularidade dos produtos a base de plantas, logo,
€ de extrema importancia novas pesquisas que garantam a eficacia e a
seguranca dessas formulacfes. Entretanto, para que uma planta se torne um
produto farmacéutico acabado, varios protocolos relacionados a extracdo do
produto; garantia de estabilidade das propriedades farmacologicas; estudos in
vitro, estudos in situ sdo necessarios para que esse produto seja entregue e
usado com maior seguranca (AKKARI et al., 2016).

Neste sentido, o presente estudo avaliou a citotoxicidade e a
genotoxicidade in vitro de uma pomada em orabase de Libidibia ferrea L. a fim
de assegurar seu uso futuro seguro no que se refere a danos celulares e de
tecidos.

A genotoxicidade e citoxicidade de um produto € comumente avaliada por
testes in vitro de cultura de células ou em organelas celulares (SCHMALZ, 1994)
sendo que em Odontologia os testes em culturas de células soam mais comuns.
No presente estudo utilizou-se os testes de Alamar Blue, Azul de Tripan e
Hematoxilina e Eosina para avaliar os danos causados a fibroblastos humanos
(MRC-5).

Com o intuito de testar diferentes concentracdes da pomada em orabase,
a coloracao de Alamar Blue foi utilizada de acordo com a metodologia descrita
previamente por Ahmed et al. (1994). O Alamar Blue € um indicador fluorescente
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que tem propriedades redox (reducao-oxidacdo). A coloracao azul indica uma
célula ndo fluorescente e ndo viavel, e a coloracdo rosa indica uma célula
fluorescente, portanto viavel.

Outro método utilizado para medir a viabilidade celular foi o Ensaio por
exclusdo de Azul de Tripan (STROBER, 2001). Neste teste, a coloracdo ou néo
da célula é observada para a interpretacdo do teste. Células viaveis sdo capazes
de expulsar o azul de tripan de seu interior e células ndo viaveis permanecem
azuladas (FERRAZ, 2013).

Complementar a estes dois testes de viabilidade celular descritos, a
coloracao diferencial por hematoxilina e eosina foi escolha para testar a
viabilidade celular através da andlise morfoldgica frente as substéancias teste, as
coloracbes hematoxilina e eosina coram nucleo e citoplasma de formas
diferentes devido a suas propriedades quimicas e suas respectivas afinidades.
As proteinas possuem afinidade com corante basico (hematoxilina), enquanto o
componente do citoplasma tem afinidades por corante acido (eosina). Através
desses corantes conseguimos analisar morfologicamente as alteracdes
causadas nas células pelas substancias teste (BEDNARCZUK , et al. 2010).

No ensaio in vitro de alamar blue a amostra ndo apresentou citotoxicidade
elevada até a maior concentracdo testada. O valor de Clso € >50 pg/mL na
linhagem MRC-5. No teste por azul de tripan, apenas o tratamento com o
controle positivo (doxorrubicina) reduziu a viabilidade celular em relacdo ao
controle negativo (p<0.05). A amostra ndo reduziu a viabilidade celular nas
concentracOes testadas. No teste de alteragbes morfoldgicas de Hematoxilina e
eosina em todas as concentracdes testadas nédo houve presenca significativa de
apoptose, reducdo de volume celular, fragmentacdo nuclear e formacéao de
corpos apoptoticos.

Em outros estudos do grupo com a prépria Libidibia ferrea L. ja haviam
obtido resultados positivos em relacdo a citoxicidade. Oliveira et al. (2014)
avaliaram a citotoxicidade atraveés do alamar blue, do extrato etandlico a 7,5%
da casca do caule do jucd e nenhuma amostra analisada apresentou efeito toxico
gquando em contato com as células (MRC-5), ratificando os resultados do
presente estudo. O estudo de Oliveira et al (2014) apresentou viabilidade de

81,25% e o presente estudo apresentou de 85,39% de viabilidade celular.
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Marreiro et al. (2011) avaliou a citotoxicidade do extrato de Libidibia ferrea
L. sobre fibroblastos murinos (NIH3T3) cultivados, para a utilizagdo como
enxaguatorio bucal. Obteve resultados apresentou elevada citotoxicidade tanto
para a formulacdo de enxaguatério de jucd quanto para os constituintes da
formulacdo. Essa citotoxicidade foi atriuida aos continuintes da formulacdo os
quais apresentaram isoladamente acéo citotoxica. Sendo assim, concluiu que o
extrato deveria ser testado com outros veiculos, e que novos testes de
citotoxicidade em concentracfes diferentes fossem realizados para verificar seu
real efeito citotoxico ou néo.

No presente estudo em todas as concentragdes testadas a pomada de
jucé apresentou pouco ou nenhum grau de citotoxicidade tanto nos ensaios com
Alamar blue (Clso € >50 pg/mL na linhagem MRCS5) ou Azul de tripan ( 94,1% de
viabilidade celular). Quanto ao teste de analise morfoldégica de hematoxilina e
eosina poucas alteracdes foram encontradas apenas alteracdes na membrana
plasmatica, observou-se presenca de citoplasma, sem vacuolizacao, sinalizando
assim a viabilidade do uso seguro da formulacéo testada.

AlteracBes genotdxicas sdo ditas as que causam dano ao material
genético da célula como quebra de fita simples ou dupla, lesdo cromossomal, e
outras. O ensaio do cometa é um teste de genotoxicidade, logo, afere a
fragmentacdo do nucleo através da movimentacdo do DNA, formando a cauda
quando o material genético é submetido a uma corrente elétrica em solucéo
alcalina ou neutra (SAMPAIO et al. 2012)

A genotoxicidade foi avaliada através do teste do cometa em célula Unica
em pH alcalino e pH neutro conforme metodologia descrita por SINGH et al.
(1988; TICE et al. (2000), WOJEWODZKA; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI
(2002) com modificagdes. As células de fibroblasto humano (MRC5) foram
tratadas por 3 horas com a formulacdo em orabase de Libidibia ferrea L. (Jucd)
nas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL, controle negativo DMSO 0,2% e
controle positivo Doxorrubicina 10 pM.

Nos estudos de genotoxicidade as duas primeiras concentracdes
testadas de 25 e de 50 pg/mL néo foram capazes de induzir dano ao DNA, tanto
em cometa alcalino quanto no neutro mostrando-se dose dependente. Na

concentracdo de 100 pg/mL houve danos, porém apenas de grau 1.
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Souza et al. (2016) avaliaram a genotoxicidade da emulsdo a base de 6leo
de copaiba como coadjuvante na adesdo dentinaria frente a fibroblastos
humanos (MRC5). Obtiveram resultados positivos, onde somente a clorexidina
a 2% na concentracdo de 50uL/mL e a doxorrubicina (controle positivo) foram
estatisticamente genotdxicas, ou seja, apresentaram dano ao DNA celular
comparado com o controle negativo (DMSO). O 6leo de copaiba, emulsao de
copaiba nas concentragbes 25, 50, 75uL/mL e o veiculo ndo apresentaram
diferenca significativa dos seus resultados em relagdo ao controle negativo
(DMSO).

Na mesma linha de resultados Cavalcanti et al. (2006), avaliaram o
potencial genotdxico do &cido caurendico presente no 6leo de copaiba frente a
fibroblastos (V79) utilizando teste do cometa, obtiveram o resultado positivo que
nas trés concentragdes testadas (2,5; 5 e 10 ug/mL) ndo houve dano significativo
ao DNA da célula, todavia, a exposicdo a altas concentracbes de acido
caurendico (30 e 60 ug/mL) foram observadas aumentos significativos no indice
de danos no DNA celular, ratificando que alguns danos ao DNA sao dose
dependentes.

Estes e outros resultados encontrados pelo grupo de pesquisa em
fitoterapia da Faculdade de Odontologia da UFAM e por outros achados
cientificos sejam com 6leo de copaiba, enxaguatorio bucal de Libidibia ferrea L.
ou agora no presente estudo com a formulagcdo em pomada em orabase de Juca,
ratificam os achados cientificos de que a Libidibia ferrea L., ndo fornece riscos
citotoxicos ou genotoxicos a célula, podendo ser utilizada de modo terapéutico,
fortalecendo, assim, a proposta de um poderoso cicatrizante, e uma alternativa

mais acessivel na odontologia.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, a formulacdo em orabase de
Libidibia ferrea L.:

e N&o apresentou citotoxicidade elevada até a maior concentracéo testada,
com média percentual de 81,25% de viabilidade celular.

e As células testadas ndo apresentaram morfologia consistente com apoptose
celular.

e Nao foi capaz de induzir dano ao DNA em células de fibroblasto humano
(MRC-5) nas concentracoes de 25 e 50 pg/mL tanto em ensaio do cometa
em pH alcalino quanto em pH neutro.

e Quando testada na concentracao de 100 pg/mL foi capaz de induzir dano ao

DNA em MRC-5, porém sem diferenca estatistica significativa

Assim, a formulacdo em orabase de Libidibia ferrea L. ndo foi considerada
citotoxica e genotoxica. Outros ensaios biolégicos podem ser feitos in vivo agora
para identificar se a pomada ou seus componentes podem causar atividade
toxica a célula, ou ainda estudos posteriores poderao afirmar se o dano induzido
na concentracdo de 100 pg/mL nas células MRC-5 é reversivel ou nédo de

maneira gue possa se assegurar a seguranca do seu uso.
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