UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

/) PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

MESTRADO EM ODONTOLOGIA

“CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO E EFEITO
CICATRIZANTE DE UMA POMADA ORABASE DE
EXTRATO Libidibia ferrea L. PARA TRATAMENTO DE
ULCERAS DA CAVIDADE BUCAL.”

Mestranda: LUCIANA ALEIXO DOS SANTOS DE MELO

MANALUS - AM

2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO EM ODONTOLOGIA

LUCIANA ALEIXO DOS SANTOS DE MELO

“CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO E EFEITO
CICATRIZANTE DE UMA POMADA ORABASE DE
EXTRATO Libidibia ferrea L. PARA TRATAMENTO DE
ULCERAS DA CAVIDADE BUCAL.”

Dissertagao apresentada  ao
Programa de Pos-Graduacdo em
Odontologia da  Universidade
Federal do Amazonas, como
requisito para obtencdo do titulo
de Mestre em Ciéncias
Odontologicas, fitoterapia em
odontologia.

Orientadora: Prof®. Dr”. Nikeila Chacon de Oliveira Conde
Co-orientadora: Prof®. Dr”. Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira

MANAUS - AM

2019



LUCIANA ALEIXO DOS SANTOS DE MELO

“CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO E EFEITO
CICATRIZANTE DE UMA POMADA ORABASE DE Libidibia
ferrea L. PARA TRATAMENTO DE ULCERAS DA CAVIDADE
BUCAL.”

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para obten¢do do titulo de Mestre em

Odontologia, do Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do
Amazonas.

Manaus, 12 de Junho de 2019.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Nikeila Chacon de Oliveira Conde
Universidade Federal do Amazonas — Manaus/AM

Prof. Dra. Tatiana Nayara Liborio Kimura
Universidade Federal do Amazonas — Manaus/AM

Prof. Dra. Karen Regina Carim da Costa
Universidade Federal do Amazonas — Manaus/AM



DEDICATORIA

A minha linda filha Cecilia Aleixo,
espero ser sua luz e sua inspiracao

para todo sempre.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, & Deus, por toda bengao recebida até aqui em minha vida, sem sua

protecdo e graga tenho a certeza que nenhuma vitoria seria possivel.

A minha familia, em especial aos meus pais Sandra Aleixo ¢ Wesley Fazzioni, a
madrinha-mée Therezinha de Jesus Aleixo e minha tia Leonor Bernadete, sem o carinho, amor
e apoio incondicional de todos, esta vitoria seria inalcangavel. Agrade¢o imensamente por
vocés acreditarem no meu potencial, e, muitas vezes colocarem de lado suas prioridades para

sonharem o meu sonho. A batalha foi ardua, porém a vitéria com toda certeza € nossa.

Ao meu grande amigo Anselmo Matos, obrigada por todo apoio e incentivo nesses anos
como colegas de docéncia, saiba que vocé é uma pega fundamental nesse meu continuo
crescimento profissional. Eu tenho muito orgulho de vocé e me sinto honrada em ser sua amiga,

amo vocé e conte comigo sempre.

Aos meus colegas de trabalho que me apoiaram direto ou indiretamente, em especial ao
Prof. Fernando Gongalves, por sua amizade e apoio, ao Dr. Tadeu Borges pelas palavras de

incentivo e por acreditar no meu potencial e a todo apoio dado durante esta etapa.

A minha amada orientadora de mestrado profa. Dra. Nikeila Conde por ser uma pessoa
maravilhosa e de incrivel competéncia. Obrigada pelo carinho, amizade, apoio e compreensao
e por acreditar em minha capacidade e trabalho, confiando a mim a honra de poder aprender
cada vez mais ao seu lado. Que possamos ter imensas oportunidades de trabalharmos lado a

lado, ficards guardada com carinho para sempre em meu coragao.

A minha querida co-orientadora de mestrado profa. Dra. Maria Fulgéncia por ser esta
profissional de incrivel competéncia. Agradeco toda confianca em meu trabalho e por poder
aprender muito ao seu lado. Espero, ainda, termos outras grandes oportunidades para troca de

conhecimento e trabalho, és uma grande inspiracao.

A minha querida amiga que o mestrado me concedeu, Keily Melo, por seu carinho e

amizade em todo este caminho.



Ao Dr. Felipe Massa, por todo apoio durante as analises cromatograficas, sempre muito

solicito e prestativo, grata demais por toda sua ajuda.

A equipe da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF - UFAM), por todo auxilio

durante o preparo do extrato, em especial a Dra. Tatiane Pereira.

A equipe da Universidade Federal do Ceara (UFC), principalmente a Dr. Ana Paula e
ao Doutorando Ernando, onde eu aprendi muito e sou muito grata durante toda ajuda no

experimento, sem o apoio da equipe este trabalho nio se tornaria possivel.

A coordenagdo e todos os professores do Programa de Poés-Graduagio (PPGo),
Universidade Federal do Amazonas - UFAM, em especial 4 profa. Carina Toda, pelo
acolhimento e conhecimentos partilhados. Bem como aos alunos de graduacao, pds-graduagao
e funcionarios com quem pude compartilhar sorrisos a cada dia.

A CAPES pelo apoio e incentivo financeiro neste projeto.

Agradego, por fim, a todos que direto ou indiretamente ajudaram na caminhada.



RESUMO

As tlceras aftosas recorrentes e traumaticas constituem uma patologia bastante comum na
odontologia, porém os tratamentos instituidos nem sempre alcangcam o sucesso esperado.
Dentro da fitoterapia, a Libidibia ferrea L., conhecida como jucd ou pau-ferro, ¢ bastante
utilizada por apresentar propriedades terapéuticas cicatrizantes, anti-inflamatéria, analgésica e
antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi realizar o controle de qualidade fisico-quimico e
avaliar o efeito cicatricial de uma pomada orabase a base de Libidibia ferrea L. a 2% em ulceras
orais induzidas em ratos. No estudo 1, “in vitro” foram realizados os testes de centrifugacao,
pH, densidade, comportamento reoldgico e controle microbiologico pela determinagdo de
contaminantes/patogenos, caracteres organolépticos e analise do perfil fitoquimico em HPLC
em trés condi¢des de armazenamento, nos periodos experimentais de 0, 30 e 60 dias. No estudo
2, “in vivo™ foi avaliado a acdo cicatrizante da pomada em ulceras induzidas na mucosa bucal
de ratos, onde os animais foram divididos em 3 grupos: controle positivo (tratamento com a
pomada acetonida de triancinolona), controle orabase (tratados somente com a orabase) e grupo
teste (utilizando a pomada de L. ferrea L. a 2%), e avaliados nos dias 1, 5 e 10 dias pds indugao
ulcerativa. No teste centrifugagdo, observou-se a separacao de 1 fase em todos os ambientes
de armazenamento e tempos testados; no teste do pH, a formulagdo manteve-se estavel (pH
entre 6,01 a 6,67); para avaliagdo do comportamento reolégico as mesmas mantiveram-se
constantes; na avaliagdo de contaminantes ndo houve crescimento em todas condi¢des testadas.
As amostras apresentaram coloragdo amarronzada clara (Tamara), odor forte e aromatico, com
presenga de brilho e consisténcia lisa, ausente de granulacdes nas condicdes testadas. Em
relacdo ao didmetro das ulceras, o grupo controle positivo ndo demonstrou diferenga
significativa entre os tempos testados (p=0,994). J4 na comparagdo intergrupos, na analise do
dia 5, os diametros das lceras do grupo Juca foram significativamente menores em comparagao
aos demais grupos (p=0,005). Quanto ao padrdo histologico, apenas no dia 10 houve diferencas
significativas (p=0,002), com o grupo teste (score 0) orabase (score 1) e positivo (score 3). Em
relacdo ao peso dos animais, todos os grupos aumentaram ou mantiveram o peso ao final do
periodo de dez dias de experimento. Pode-se concluir que a sdo trés os compostos majoritarios
da solugdo analisada: acido galico, acido elagico e rutina. A formulagdo testada apresentou
estabilidade fisico-quimica em todos os tempos e condi¢cdes de armazenamento, sem alteragao
de cor, odor e consisténcia, elevada viscosidade e auséncia de contaminantes bacterianos e/ou
fingicos, Assim como, houve redugao significativa das ulceras tratadas com a pomada orabase
de L. ferrea L. a 2% quando comparada aos demais grupos, comprovando a atividade cicatricial
da formulagao fitoterapica proposta quando utilizada para tratamento de tlceras bucais.

Palavras-chaves: Cicatrizagdo; Fitoterapia; Ulceras orais; Libidibia ferrea.



ABSTRACT

Recurrent and traumatic aphthous ulcers are a common pathology in dentistry, but the
treatments instituted do not always reach the expected success. Within the herbal medicine,
Libidibia ferrea L., known as jucd or pau-ferro, is widely used because it presents healing,
anti-inflammatory, analgesic and antimicrobial therapeutic properties. The objective of this
study was to perform the physical-chemical quality control and to evaluate the cicatricial
effect of a 2% Libidibia ferrea L. orabase ointment on oral ulcers induced in rats. In study
1, the centrifugation, pH, density, rheological behavior and microbiological control tests
were carried out by determination of contaminants/pathogens, organoleptic characteristics
and phytochemical profile analysis in HPLC under three storage conditions in the
experimental periods of 0, 30 and 60 days. In study 2, the healing action of the ointment was
evaluated in ulcers induced in the oral mucosa of rats, in which the animals were divided
into 3 groups: positive control (treatment with triamcinolone acetonide ointment), orabase
control (treated only with orabase) and test group (using 2% L. ferrea L. ointment) and
evaluated on days 1, 5 and 10 days post ulcerative induction. In the centrifugation test, 1-
phase separation was observed in all storage environments and times tested; in the pH test,
the formulation remained stable (pH 6.01 to 6.67); for evaluation of the rheological behavior
they remained constant; in the evaluation of contaminants there was no growth in all tested
conditions. The samples showed light brownish hue (Tamara), strong and aromatic odor,
with presence of brightness and smooth consistency, absent of granulations under the tested
conditions. Regarding the diameter of the ulcers, the positive control group showed no
significant difference among the times tested (p = 0.994). In the intergroup comparison, in
the analysis of day 5, the diameters of the ulcers of the Juca group were significantly lower
in comparison to the other groups (p = 0.005). As for the histological pattern, only on day
10 there were significant differences (p = 0.002), with the test group (score 0) orabase (score
1) and positive (score 3). Regarding the weight of the animals, all groups increased or
maintained their weight at the end of the ten day experiment period. It can be concluded that
three major compounds of the solution analyzed are gallic acid, ellagic acid and rutin. The
tested formulation presented physical-chemical stability at all times and storage conditions,
with no alteration of color, odor and consistency, high viscosity and absence of
bacterial/fungal contaminants. As well, there was a significant reduction of ulcers treated
with ointment orabase of L. ferrea L. to 2% when compared to the other groups, proving the
cicatricial activity of the phytotherapeutic formulation proposed when used for the treatment
of oral ulcers.

Key-words: Healing; Phytotherapy; Oral ulcers; Libidibia ferrea.
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia ¢ um método de tratamento de enfermidades que utiliza drogas vegetais:
planta medicinal, ou suas partes, que contenham as substancias, ou classes de substancias,
responsaveis pela agdo terapéutica. E caracterizada como o uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas desde que sua eficicia e seguranga sejam validadas por meio
de levantamentos etnofarmacologicos, de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas ou
evidéncias clinicas para garantir sua adequada reprodutibilidade e garantir a qualidade do
produto farmacéutico (ANVISA, 2013).

O uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular, constituindo um
conjunto de saberes internalizados nos diversos usudrios e praticantes, especialmente pela
tradi¢do oral. Esta pratica diminuiu frente ao processo de industrializacdo ocorrido no pais, nas
décadas de 1940 e 1950. Atualmente, observa-se um resgate na utiliza¢do de fitoterapicos pela
populagao brasileira e mundial. Dois fatores podem explicar este aumento: o primeiro seria os
avancos ocorridos na area cientifica que permitiu o desenvolvimento de fitoterapicos
reconhecidamente seguros e eficazes, e o segundo fator, ¢ a crescente tendéncia de busca, pela
populagdo, por terapias menos agressivas destinadas ao atendimento primdrio a satde. Os
programas de fitoterapia empregados no Brasil, principalmente na atencdo primaria, vem
trazendo a populacdo novas opgdes terapéuticas visando suprir caréncias medicamentosas aos
tratamentos locais e sistémicos (BRAGANCA, 1996; BRUNING, 2012; ELDIN &
DUNFORD, 2001; IBIAPINA et al., 2014; YUNES et al., 2001).

As plantas medicinais tém como principal vantagem o fato de ser uma fonte renovavel
e, em grande parte, controldvel pelo ser humano. A descoberta de substancias ativas, que em
estado natural, ou ap6s sofrerem processos de transformagdo quimica, possuiam atividade
farmacoldgica, muitas vezes, ja confirmadas pelo uso popular e comprovadas cientificamente,
passaram a gerar interesse € incentivos institucionais e governamentais (COPETTI &
GRIEBELER, 2005).

Ao longo da historia, as plantas tém servido como reservatorio de potenciais novos
farmacos. No entanto, Allen Jr, Poppvich e Ansel (2007) afirmam que apesar das espécies ja
exploradas, elas representem pequena porc¢ao de 270.000 vegetais conhecidos no qual tem sido
estudado quanto a atividade terapéutica.

O controle de qualidade de um produto envolve varias etapas que vao desde a obtengao

da matéria-prima, passando por todo o processo de produgdo, culminando com a andlise do
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produto final. Ainda se destaca que a qualidade da matéria-prima ndo garante a eficacia do
produto, mas ¢ fator determinante da mesma (FARIAS, 2001).

As plantas utilizadas na medicina popular com finalidades terapéuticas tém contribuido
para obtencdo de farmacos que ainda sdo utilizados na pratica clinicas como a emetina, a
vincristina, a colchicina e a rutina (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Na odontologia, tem havido um crescente interesse neste assunto nos ultimos anos,
demonstrada pelo aumento do niumero de estudos com produtos naturais na area. Esses estudos
apontam que as plantas medicinais podem ser usadas terapeuticamente contra doengas bucais
exibindo propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, analgésicas e anti-hemorragicas
para o tratamento de odontalgias e outros disturbios bucais (CASTILHO et al., 2007; CONDE,
2006; OLIVEIRA et al., 2010; LIMA-JUNIOR & SOUZA, 2005).

A ex Ceasalpinia ferrea Mart. (L. ferrea L.) popularmente conhecida como juca ou pau-
ferro, ¢ bastante utilizada na medicina popular por apresentar propriedades terapéuticas
antiinflamatdria, analgésica e antimicrobiana, o que justifica o grande interesse de
pesquisadores por esta planta (PEREIRA et al., 2012; SAMPAIO et al., 2009).

As cascas em decocto combatem asma e tosses convulsivas, agindo ainda contra
afecgdes broncopulmonares e no combate a diabetes, a sacarina, amenizando sintomas, poliuria
e xerostomia. Tem acdo cicatrizante, antitlcera, hemostatica, antidiabética, expectorante, anti-
inflamatoria, anti-helmintica, antibacteriana, cardionica (OLIVEIRA, 2008a; OLIVEIRA et al.,
2010).

As lesdes ulcerativas presentes na cavidade oral, popularmente conhecidas como aftas,
constituem uma patologia de etiologia desconhecida bastante comum na pratica didria
odontolégica, tém uma incidéncia universal e seu conhecimento ¢ obrigatério para todo
cirurgido dentista. Apesar da etiologia desconhecida existem varias hipoteses etioldgicas que
sdo especuladas, como hereditariedade, traumas variados sobre a mucosa bucal, mediagdo por
microrganismos (bactérias), alteragdes hematoldgicas, hormonais e psicoldgicas. Sendo assim,
os tratamentos instituidos nem sempre alcangam o sucesso esperado. A prevaléncia
epidemioldgica abrange o sexo feminino em quase 90%, apresentando surtos esporadicos, com
sintomatologia discreta @ moderada o que se refere as ulceragdes aftosas menores
(MARCUCKCI, 2005).

Quando se deseja tratar das lesdes em mucosa oral, sejam elas envolvidas ou ndo com
o sistema imunologico, dentre elas: as aftas traumaticas, lesdes por lupus eritematoso, pénfigo

vulgar, liquens planos, dentre outras, tem sido escolhido preferencialmente o tratamento
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paliativo pelo uso de pomadas a base de corticosteroides sintéticos (Acetonido de Triancinolona
a 1%), geralmente em orabase (REGEZI, SCIUBBA & JORDAN, 2003).

Considerando a prevaléncia de lesdes ulcerativas na cavidade oral e do desconforto que
causam aos pacientes, prejudicando a mastigagdo, degluticao e a fonacao, estudos a procura de
novas formas de tratamento sd3o necessarios. Em vista da necessidade de novas formulagoes ¢
de opc¢des naturais para o tratamento de lesdes ulceradas em cavidade bucal, a proposta desse
trabalho foi caracterizar uma formula¢do magistral a base de fitoterapico, obedecendo as
exigéncias fisico-quimicas de controle de qualidade, seguindo orienta¢des de padronizacdo e
normas das boas praticas de fabricacdo de pomadas da Farmacopeia Brasileira e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, bem como avaliar a atividade cicatricial em tlceras induzidas

na mucosa oral de ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lesoes ulcerativas da cavidade bucal

O termo “aphthae” ¢ derivado da palavra grega aphthi, que significa "incendiar" ou
"inflamar", o qual foi usado pela primeira vez por Hipdcrates cujo descreveu a dor associada a
um transtorno comum da boca durante certo periodo de tempo (COMPILATO et al., 2009). A
estomatite aftosa recorrente ¢ uma doenca multifatorial que afeta cerca de 15 a 25% da
populacao mundial pré-existindo diversos fatores envolvidos em sua patogénese (EDGAR;
SALEH & MILLER, 2017; NASRY et al., 2016).

As lesoes ulcerativas comumente presentes na cavidade oral sdo caracterizadas pela
cessagdo da continuidade do tecido cutdneo-mucoso, acarretando alteragdes na estrutura
anatomica ou funcao fisioldgica dos tecidos afetados. As mesmas podem ser classificadas
quanto a causa, em: cirurgicas, nao cirirgicas; segundo o tempo de reparagdo, em agudas e
cronicas, e, de acordo com a profundidade, em relagdo a extensdo da parede tissular envolvida
(epiderme, derme, subcutaneo e tecidos mais profundos, como musculos, tenddes, 0ssos ¢

outros), em graus, I, I, IIT e IV como demonstrado na Figura 1 (BRASIL, 2002).

CLASSIFICAGAD DAS ULCERAS
— TEMPD DE
CAUSA DA LESAD e PROFUNDIDADE
N | |
CIRORGICA/NAD .
CIRUREICA AGUDAS/CRINICAS GRAUS, Il Il E IV

Figura 1- Classificacdo das ulceras. Fonte: BRASIL, 2002.

Segundo Kignel (2007) as aftas, estomatites aftosas ou ulceras aftosas recorrentes ¢ uma
doenga da cavidade bucal mais frequentes que se caracteriza por um desequilibrio imunoldgico
relacionado com linfocitos T de etiologia desconhecida, porém com diversos fatores
predisponentes, sendo os fumantes mais acometidos. Em uma visdo microscopica, observa-se
trés estagios da doenga: a fase pré-ulcerativa com um infiltrado de linfocitos na lamina prépria
acompanhado de degeneracdo das células epiteliais suprabasais; um estagio ulcerativo, mais

avancado, com a presenca de um edema e degeneragdo epitelial progredindo para uma ulcera
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com uma membrana de fibrina recobrindo-a e consequente aumento dos infiltrados epiteliais;
e, a ultima fase, de reparacdo, observa-se a regeneracao do epitélio.

Certas lesdes bucais sdo originadas devido a uma irritagdo mecanica, térmica, elétrica
ou quimica na mucosa bucal. A mucosa bucal ¢ uma barreira de protecdo ao organismo
constituida de células epiteliais em sua camada externa e sustentada por tecido conjuntivo, esta
integridade tecidual pode ser alterada devido a um estimulo irritativo mecanico, térmico,
elétrico ou quimico, e, dependendo da intensidade e tempo do mesmo podem ser observadas
diversas alteragdes, principalmente no tecido epitelial. Segundo Brasileiro Filho (), estimulos
mecanicos produz varios tipos de lesdes (unicas ou multiplas), denominadas de lesdes
ulcerativas traumaticas.

Clinicamente, as lesdes ulcerativas apresentam trés aspectos, normalmente
sintomaticos, como: minor, major ¢ herpetiforme. A do tipo minor ¢ a mais frequente, com
prevaléncia de 80% a 90%, caracteriza-se por lesdes pequenas, inicas ou multiplas, ovoides ou
arredondadas com base crateriforme, contorno bem definido e halo eritematoso com material
amarelado purulento; A major, conhecida como afta de “Sutton”, apresenta um didmetro de
10mm ou mais que deixam cicatrizes ap6s a fase de reparagdo podendo durar até 42 dias,
localizando-se, prevalentemente, no palato mole e mucosa labial, ¢ considerada o tipo mais
grave; a menos comum ¢ a do tipo herpetiforme, sdo pequenas e numerosas (chegando a 100
lesdes ao mesmo tempo) variando entre 1 a 3mm podendo ulcerar e persistir por cerca de 10
dias (KIGNEL, 2007; SCULLY; GORSKY & LOZADA-NUR, 2002; ZUNT, 2003).

Ao analisar as caracteristicas clinicas das lesdes COMPILATO et al. (2009) relatou que
normalmente sdo de aspecto ovoides e sintomaticas, sendo limitadas a 4rea submetida ao dano
e podem apresentar-se com um centro necrético branco-amarelado rodeado por uma banda
larga eritematosa. Na grande maioria dos casos medem cerca de 1 cm e evoluem para cura
espontanea em um periodo que pode variar de 10 a 14 dias, sem deixar cicatriz.

As lesdes aftosas sdo normalmente encontradas em superficies ndo queratinizadas, tais
como a mucosa, bordos da lingua e labios, as quais podem ser facilmente lesionadas pela
denticdo. Porém, podem ocorrer lesdes na gengiva, palato e fundo de sulco vestibular por outras
fontes de irritacdo, como pelo trauma da escovagdo (NEVILLE et al., 2009).

Assim que a superficie do epitélio ¢ lesionada pode-se observar o inicio do processo de
cicatrizag¢do sendo um processo natural mediado por uma organizagao dos tecidos onde o tecido
afetado ¢ substituido por tecido conjuntivo vascularizado. (BRASILEIRO FILHO, 1998).

Soares et al. (2013) analisou a atividade cicatrizante da Ceasalpinia ferrea e Aloe vera

(L.) Burn.f. em lesdes cutdneas totais provocadas experimentalmente em ratos da linhagem
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Wistar. Foram divididos em 3 grupos (A, B e C) com 5 animais cada, onde foram tratados com
pomada de babosa a 10%, pau-ferro a 10% e uma pomada orabase nio-i0nica ¢ realizadas
andlises histopatologicas nos mesmos apds o 5° dia apos a lesdo induzida. Durante a andlise
histopatologica pode-se observar as diferencas de resultados entre os grupos, no grupo controle
notou-se a presenca de crosta fibrino leucocitaria desprendida do epitélio, presenca de neovasos
e um acentuado infiltrado leucocitario. No grupo B observou-se a presenga de crosta fibrino
leucocitaria desprendida do epitélio, presenga de neovasos e discreto infiltrado inflamatoério e,
por fim, no grupo C (tratado com Ceasalpinia ferrea) foi observado a grande quantidade de
neovasos, presenga de discreta crosta fibrino leucocitaria e de infiltrado leucocitario. Com esta
analise comprovou-se o poder cicatrizante da Ceasalpinia ferrea e Aloe vera (L.) Burn.f. com
diferenca significativa entre os grupos tratados e controle, predominando um melhor resultado
do grupo tratado com Ceasalpinia ferrea.

A avaliacdo fitoquimica e potencial cicatrizante do extrato etanolico da vagem de
Libidibia ferrea L. em dorso de ratos foi comprovada por KOBAYASHI et al. (2015). Apos o
preparo do extrato etanodlico liofilizado (12,5% e 50%) foi realizada as devidas analises
fitoquimicas e testes de toxicidade oral onde os ratos receberam uma dose do extrato de 5g/kg
por via oral e observados durante 14 dias. Para o teste in vivo 24 ratos da linha Wistar foram
divididos em 4 grupos (G1, G2, G3 e G4) com 6 ratos cada, sendo o grupo G1 tratado com soro
fisiologico, o G2 com digluconato de clorexidina a 1%, o G3 com extrato de Libidibia ferrea
L. a 12,5% e, por fim, 0 G4 com extrato de Libidibia ferrea L. a 50%, que ap6s a inducdo da
lesdo foram tratados pela via topica a cada 24 horas. KOBAYASHI et al. (2015) constatou que
a concentracdo pode influenciar no resultado do tratamento, pois a concentracdo a 12,5%
mostrou-se superior a de 50% que retardou o processo de contragdo da ferida e apresentou
menor grau de reepitelizagdo, porém o extrato a 12,5% apesar de apresentar atividade
cicatrizante ndo apresentou diferencga estatistica significativa em relagdo ao soro fisiologico. O
extrato, nas doses testadas ndo demonstraram toxicidade aguda o que representa uma boa
seguranc¢a em ensaios farmacologicos para ratos.

Um estudo semelhante para avaliagdo da atividade cicatrizante da Libidibia ferrea L.
foi realizado por OLIVEIRA et al. (2010) em lesdes cutaneas de caprinos onde apos a indugdo
das lesdes as mesmas foram tratadas com uma pomada a base de Libidibia ferrea L. onde
apresentou resultados extremamente significativos no processo de cicatrizag¢ao das feridas.

ALVES et al. (2011) estabeleceram um modelo experimental de tlcera traumatica em
mucosa jugal de ratos para utilizagdo em futuros testes de terapias alternativas. Foram utilizados

60 ratos, adultos, machos, pesando entre 250 a 300g. A ulceracdo na mucosa jugal esquerda foi
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provocada por meio da abrasdo desta com uma lamina de bisturi nimero 15. Os animais foram
observados por um periodo de 10 dias, sendo estes pesados e suas escoriacdes mensuradas. As
caracteristicas histologicas foram analisadas e descritas adotando escores para comparagdo dos
estagios da fase da tlcera. Durante os cinco primeiros dias os animais perderam peso. A area
da ulcera regrediu linearmente com o tempo, estando quase que completamente cicatrizada ao
final de dez dias. Os grupos do 1°, 2° e 3° dias tiveram comportamento semelhante havendo
uma diminui¢do dos escores a partir do 4° dia. O modelo de tlcera na mucosa jugal de ratos
proposto pode ser considerado eficaz, apresentando reprodutibilidade confiavel e baixo custo.

A escolha da terapéutica para ulceras aftosas recorrentes e traumaticas ¢ inespecifica,
baseia-se na gravidade, frequéncia, sintomatologia e promog¢do do processo cicatricial,
utilizados na maioria das vezes opg¢Oes terapéuticas paliativas como anti-inflamatorios,
imunomoduladores, analgésicos, antibidticos e anestésicos além de medicamentos com
propriedades naturais e homeopaticos para restabelecimento das fung¢des orais normais
(BELENGUER-GUALLAR; JIMENEZ-SORIANO; CLARAMUNT-LOZANO, 2014;
HOSEINPOUR, 2011; KIGNEL et al., 2007).

2.2.Plantas medicinais e Fitoterapia

Apesar do uso de produtos a base de plantas medicinais transcender 1500 a.C., somente
em 1978, a declaracdo da Alma-Ata reconhece o uso dos fitoterapicos com a finalidade de cura,
terapéutica e paliativa, deparando-se em mitos, lendas e tradicdes em todos os tempos,
independente de classe social e economica, pelo mundo inteiro (IBIAPINA et al., 2014;
MACIEL et al., 2002; OLIVEIRA; SIMOES; SASSI., 2006). Entretanto, até a metade do século
XX, o uso de medicamentos de origem sintética tornou-se mais amplo que o uso de plantas
medicinais, principalmente no continente ocidental, com destaque para os paises
industrialmente e economicamente desenvolvidos (GUPTA; BLEAKLEY; GUPTA 2008;
SANTOS et al., 2011). De acordo com a OMS, 65 a 80% da populagdo mundial nos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil, devido a pobreza e a falta de acesso a medicina moderna,
dependem essencialmente das plantas para seus cuidados de satde primarios (CALIXTO,
2005).

Os indicios sobre a pratica da Fitoterapia sdo muito antigos, ao longo da histéria Ebers
(1500 a.C.) descreve centenas de plantas medicinais no primeiro manuscrito conhecido, o
papiro de Eber. Teofrasto (372-285 a.C.) catalogou cerca de 500 espécies vegetais. Hipocrates

(460-36 a.C.), em sua obra considerada a mais clara e completa da antiguidade nos traz a
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utilizagdo de plantas medicinais (BETTEGA et al., 2011; LIMA JUNIOR; DIMENSTEIN,
2006; RATES, 2001). Indicios arqueoldgicos demonstraram que por volta de 4000 a.C. os
sumérios ja utilizavam a papoula, de onde ¢ extraido o 6pio, conhecido hé séculos por suas
propriedades soporiferas e analgésicas (HOSTETTMANN, 2003). Na época do descobrimento
do Brasil, o emprego de ervas medicinais era pratica indigena somado com os valores culturais
advindos dos africanos e portugueses, no qual geraram uma rica cultura popular (ALMASSY
JUNIOR et al., 2005; ALONSO, 1998; NOGUEIRA, 1983).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA n° 26/2014 define fitoterapico
como o produto obtido de matéria-prima vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade
profilatica, curativa ou paliativa, incluindo fitoterdpico e produto tradicional fitoterapico,
podendo ser simples, quando o ativo € proveniente de uma tnica espécie, vegetal medicinal, ou
composto, quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal e planta medicinal ¢ a
espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos terapéuticos (BRASIL, 2014). De
modo geral, os compostos fitoterdpicos podem ser utilizados nas mais variadas formas
farmacéuticas, como capsulas, comprimidos, géis, pomadas, solucdes aquosas, solucdes
hidroalcodlicas e infusdes, que sdo conhecidas como chas. E de fundamental importancia
garantir a seguranga e a eficicia de sua utilizagdo como terapia complementar, resgatando e
potencializando o conhecimento tradicional (FRANCISCO, 2010).

O uso das plantas e fitoterapicos tem sido estimulado por iniciativas do Ministério da
Saude. Em 2006, através da Portaria n° 971 e o decreto n°5.813, publicada em Diario Oficial
da Unido, ¢ proposta a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
incluindo plantas medicinais e a fitoterapia, entre outras, como op¢ao terapéutica no Sistema
Unico de Satde. Posteriormente, também foram criados a Politica Nacional de Plantas
medicinais e Fitoterapicos; em 2008, foi publicada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de interesse do SUS (RENISUS), contendo 71 plantas (BRASIL, 2009; IBIAPINA et al., 2014).

Na odontologia, o uso da fitoterapia pelo cirurgido-dentista somente foi reconhecido e
regulamentado como pratica integrativa e complementar pela resolucdo n°082/2008 pelo
Conselho Federal de Odontologia. A utilizagdo de plantas medicinais para tratar doencgas bucais
ou para tratar doengas sistémicas com manifestacdes bucais ainda ¢ pouco explorada
(OLIVEIRA et al., 2007). Entretanto, nos ultimos anos as pesquisas relacionadas a produtos
naturais cresceram significativamente frente ao aumento pela busca por produtos com menor
toxicidade, maior atividade farmacolédgica e biocompativeis, além de custos mais acessiveis a

populacao (FRANCISCO, 2010).
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No Brasil 132 espécies de plantas medicinais (52 familias botanicas) uteis para o
tratamento de afeccdes odontoldgicas foram descritas por Oliveira et al., 2007. Dentre elas
podemos citar Cravo da india (Syzigiuem aromaticum), Roma (Punica granatum), Tanchagem
(Plantago major L.), Amoreira (Morus celtidofilia), Salvia (Salvia officinalis L.), Camomila
(Matricaria chamomilla L.), entre outras. Essas plantas t€ém apresentado agdo bactericida e
bacteriostatica sobre bactérias presentes no biofilme dental e indicadas nos casos de gengivite,
abscessos orais, inflamacao e aftas (OLIVEIRA et al., 2007; PEREIRA et al., 2006).

lauk et al. (2003) demonstraram que a Althaea offinalis, popularmente conhecida como
malva ou malvavisco, vem sendo testada quanto a atividade antibacteriana, apresentando
resultados promissores contra as bactérias periodontopatogénicas. A Caléndula (Calendula
officinalis) ¢ uma espécie empregada na cicatrizacdo de feridas com agdo anti-inflamatoéria e
antibacteriana, e, na odontologia, vem sendo testada no controle de crescimento de bactérias do
biofilme dental e bactérias periodontopatogénicas (BUFFON et al., 2001).

Outro fitoterapico com a¢ao antimicrobiana ¢ o 6leo de copaiba (Copaifera multijuga),
estudos recentes demonstraram atividade antibacteriana de uma formulagao em gel de 6leo de
copaiba frente aos microrganismos presentes na cavidade bucal (SIMOES et al., 2016). Os
6leos da copaiba, do cajueiro (Anacardium occidentale L.), e do cravo (Dianthus caryophyllus)
podem ser usados em caso de odontalgias. O agai (Euterpe oleracea) produz um evidenciador
(corante) de placa dental com eficiéncia de 90% superior a produtos comercializados tais como
o verde de malaquita, a fucsina e a eritrosina (FRANCISCO, 2010).

A odontologia perscruta agentes biocompativeis para serem usados nos tecidos
dentinarios para os mais diversos fins medicamentosos, BANDEIRA et al. (2016) evidenciou
a eficacia de uma emulsdo de 6leo de copaiba e uma suspensao do extrato de etanol de propolis
como agentes de limpeza dentéria.

SANTOS et al. (2009) comprovou a utilizagdo de plantas medicinais para afeccdes da
cavidade oral, sendo a roma (Punica granatum L.) a mais utilizadas por parte dos pacientes e
profissionais corroborando com o estudo de Evangelista et al. (2013) que demonstrou a
existéncia de comercializacdo de plantas medicinais para patologias orais, destacando-se as
seguintes espécies: Cajueiro (Anacardium occidentale L.), Pedra ume caa (Aulomyrcia
sphareocarpa), Crajiru (Arrabidae chica), além da planta, sem identificacdo botanica,
conhecida popularmente como Sara tudo. Entre os Cirurgides-Dentistas e entre os pacientes,
apenas 8% e 7,61%, respectivamente, utilizaram plantas medicinais para alteracdes patologicas
orais. Os autores concluiram que as plantas medicinais comercializadas na cidade de Manaus

sdo utilizadas de maneira empirica e que, apesar da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
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Complementares (PNPIC), novas politicas publicas de saude devem inserir plantas medicinais
e fitoterapicos de uso oral na rede publica de satide na cidade de Manaus, assim como a inser¢ao
da fitoterapia como uma matéria obrigatdria nos cursos de graduagdo, corroborando com o
estudo transversal de Nascimento-Junior e colaboradores (2015) onde os profissionais da area
da saude necessitam de capacitacdo e motivacdo para prescrigdo adequada e segura de

medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais.

2.3. Libidibia ferrea L.

A flora amazonica apresenta o maior patriménio genético de plantas medicinais.
Estudos etnobotanicos apontam diversas plantas utilizadas na odontologia presentes nesta
regido, além do nordeste brasileiro, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Dentre as espécies podemos
destacar a Libidibia ferrea L., ex Caesalpinia ferrea L., conhecida como jucaina, juca pau-
ferro-verdadeiro ou bira-obi, que ¢ uma espécie da familia Leguminosae, uma das maiores
familias dentre as dicotiledoneas com cerca de 650 géneros e mais de 18 mil espécies
(CAVALHEIRO et al.,, 2009; MARREIRO et al., 2014).

Sendo uma subfamilia cujas espécies sdo tipicamente tropicais, esta bem representada
nos biomas brasileiros. Na Reserva Florestal Adolpho Ducke, por exemplo, localizada ao norte
de Manaus (AM), sdo encontrados representantes de 16 géneros das Caesalpinioideae ¢
aproximadamente 53 espécies entre arvores, arbustos e lianas. Assim também, os diferentes
ecossistemas amazonicos, as leguminosas compdem importante parte da flora na paisagem das
matas ribeirinhas, dos igapds, savanas, campinaranas, matas secundarias, cerrados e varzeas,
predominando em mata primadria de terra firme (LEWIS et al., 2005; SOUZA et al., 1997).

Muito utilizada na medicina popular por apresentar propriedades terapéuticas anti-
inflamatoria, analgésica, antimicrobiana e antitérmica; o p6 da Libidibia ferrea L. é bastante
utilizado pela populagdo para o tratamento de feridas cutaneas, a utilizagdo e comercializagao
de suas diversas partes, como a farinha da casca vem despertando o interesse de pesquisadores
para estudos biotecnologicos (CAVALHEIRO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA
etal.,2012; SAMPAIO et al., 2009). Além disso, pode ser utilizada para tratamento de feridas,
contusdes, combate a asma, tosse crOnica, no combate de ulceras gastricas, atividades
cardiotonicas, anti-histaminicas, antialérgicas e anticoagulantes, apresentando atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos presentes no biofilme dental (ALVES et al., 2009;
CARVALHO et al., 1996; CAVALHEIRO et al., 2009; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
MAIA, 2004).
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Estudo preliminares sobre o perfil fitoquimicos foram realizados a partir do extrato
hidroetanoélico das folhas e da casca do caule da Libidibia ferrea L. comprovando a presenca
de substancias como flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e substancias
fenolicas (GONZALES; BARROS; BACCHI, 2004; KOBAYASHI et al., 2015; SOUZA et
al., 2015). Quanto ao perfil fitoquimico do extrato aquoso da vagem da Libidibia ferrea L.
foram comprovados a presenga de alcaloides, antraquinonas, acucares, flavonoides, taninos,
saponinas, sesquiterpenos, lactonas e triterpenos, apresentando dentre estes, maior
concentracdo de taninos (BALBACH, 1992; CARVALHO et al., 1996). Destacam-se na
avaliag¢do dos constituintes quimicos, os polifenois, na sugestao de que o acido galico e o acido
elagico podem ser as possiveis substancias responsaveis por parte da atividade biologica e
terapéutica da vagem (UEDA et al., 2001).

Estudos ja comprovaram a atividade antimicrobiana “in vitro” da Libidibia ferrea L.
sobre microrganismos presentes no biofilme dental. Um enxaguatorio bucal desenvolvido,
seguindo as normatizagdes vigentes da ANVISA (seguranca, eficicia e qualidade), a partir do
extrato desta planta demonstrou resultados positivos frente ao controle do crescimento
microbiano. A estabilidade farmacoldgica do enxaguatério fitoterdpico a base do extrato
hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. a 1% foi avaliado frente a microrganismos como
Streptococcus mutans (ATCC25175), Streptococcus oralis (ATCC10557), Streptococcus
salivarius (ATCC7073), Lactobacillus casei (ATCC7469) e Candida albicans (DPUA 1706)
determinando a concentragdo inibitoéria minima pela técnica de microdilui¢ao em caldo, assim
como, realizou-se os testes de controle de qualidade avaliando a presenga de contaminantes
(Salmonella sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) bem
como as caracteristicas organolépticas do produto (cor, brilho, consisténcia e odor), pH,
densidade e sedimentagio (VENANCIO et al., 2015). Ainda realizando os testes pré-clinicos e
farmacoldgicos do enxaguatério, avaliou-se a citotoxicidade através do teste de hemolise e
cultura de células bem como o potencial erosivo através do teste de microdureza (dureza
Knoop) e a capacidade de manchamento dentario. O enxaguatdrio de L. ferrea L. apresentou
condi¢des de estabilidade e qualidade sem contaminantes no produto; atividade bactericida e
fungicida frente aos microrganismos do biofilme dental; ndo foi citotdxico frente ao teste de
hemolise e de cultura de células; ndo alterou a microdureza do esmalte dentario, porém causou

alteracao de cor apds uso prolongado.
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2.4. Desenvolvimento tecnologico farmacéutico

O desenvolvimento de novas tecnologias farmacoldgicas traz novas opgdes de
tratamento, bem como de formulagdes, aprimorando a prestabilidade terapéutica de
medicamentos j& existentes no mercado, igualmente incluindo novos principios ativos, mais
potentes e eficazes. Com o advento da era industrial os produtos isolados de plantas ou a partir
dela sintetizados vem ganhando mercado quanto a novas descobertas curativas/paliativas
(BOAS & GADELHA,2007; TOLEDO et al., 2003).

O Brasil representa um mercado significativo no desenvolvimento tecnologico de
fitoterapicos, com a regido Norte representando cerca de 33% do registro de patentes dos
mesmos. Ha diversos fatores limitante para que o Brasil desenvolva pesquisa com plantas
medicinais em escala mais expressiva, dentre elas podemos destacar a limitagdo politica e
legislativa, parcerias publica-privada e entre as industrias e universidades (CARVALHO et al.,
2008).

A politica deve enfatizar a difusdo das tecnologias, agregando valores ao produto, assim
como os processos locais de aprendizado, valorizando os sistemas produtivos locais. Outra
dificuldade encontrada ¢ procedéncia sanitaria do material vegetal, sendo esta irregular,
sobretudo com a contaminacdo microbioldgica, além da presenca de herbicidas e agrotdxicos.
A implementacdo das politicas de Plantas Medicinais e Fitoterapicos em 2006, no Brasil, trouxe
o incentivo ao desenvolvimento e pesquisa de novas plantas medicinais/fitoterapicos, com foco
na nossa biodiversidade (TOLEDO et al., 2003).

Os fitoterapicos diferente dos medicamentos alopaticos, apresentam variagdes quanto a
complexidade de sua composicao e qualidade das drogas obtidas a partir de uma mesma espécie
vegetal, intimamente relacionados as condi¢des de plantio, processo de coleta, processamento
e manuseio da matéria-prima vegetal - MPV (KLEIN et al., 2009).

Os produtos naturais t€ém sido a maior fonte de novos farmacos, mesmo alguns
industrializados foram resultantes de sintese para reproducdo da atividade terapéutica destes
ativos. O processo de validagdo leva a descoberta de novas agdes farmacologicas de moléculas
conhecidas e a descoberta de novas moléculas. O desenvolvimento de uma nova droga
normalmente fica restrito a industrias multinacionais sediadas em poucos paises desenvolvidos,
requer grandes investimentos, tempo inestimavel de pesquisa e alto risco de resultados nao
previstos. Contudo, o desenvolvimento de um fitoterapico com comprovacao de qualidade,
seguranga e eficacia demanda menos recursos e riscos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR,
2008).



31

A industria farmacéutica é o setor que mais investe em pesquisa, desenvolvimento e
inovac¢ao. No atual mundo capitalista, a inovagdo e desenvolvimento de novos produtos ¢é
considerada a principal arma de competi¢do, integrando o nucleo de estratégia empresarial.
Pode-se observar dois segmentos de mercado: um voltado para as substancias isoladas e outro
para a droga vegetal, contendo compostos de agdo sinérgica. O desenvolvimento do Acheflan®
(Laboratorio Aché), produzido a partir da planta Cordia verbendcea, ¢ um exemplo de
fitomedicamento totalmente desenvolvido no Brasil. O produto tornou-se o mais prescrito pelos
médicos, representando cerca de 44% das prescrigdes médicas (BARATA-SILVA et al., 2017,
CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008). Além deste, podemos destacar o acido acetil
salicilico, identificado no extrato vegetal da Salix alva, a Aloe vera, conhecida por diversas
propriedades terapéuticas dentre elas purgativas, revulsivante, imunorreguladora, entre outras.

Os produtos farmacéuticos atuais estdo longe do 6timo desempenho na pratica clinica
devido a sua baixa solubilidade, baixa estabilidade e baixo efeito de direcionamento. Por isso,
muitas formas novas de dosagem e sistemas de administracdo de fArmacos sdo desenvolvidos
para promover a eficiéncia clinica dos farmacos, reduzir a sua toxicidade e melhorar a adesao
do paciente. A tendéncia de cada geracdo mercadoldgica € trazer sistemas de liberacdo de ativos
cada vez mais inteligentes. Desde a década de 1990, os sistemas de liberagdo de farmacos
nanoparticulados atrairam atencdo generalizada nas pesquisas farmacéuticas (PESSANHA et
al., 2012).

Os nanoparticulados apresentam propriedades especificas de entregar o farmaco
eficientemente no local de acdo, independente da via de administracdo, assim como a eficacia
terapéutica pode ser otimizada e os seus efeitos colaterais reduzidos. Dentre as nanoparticulas
mais utilizadas podemos citar o 6xido de ferro, ouro, poliméricas, lipossomos, micelas, fulenos,
nanotubos de carbono, grafeno, dendrimeros, nano diamantes, entre outros. As nanoparticulas
poliméricas apresentam excelente biocompatiblidade e biodegradabilidade, além de serem nao
toxicas e ndo imunogénicas, as mesmas sdo intensivamente estudadas para carreamento e a
liberagdo de diversas drogas anticancerigenas, como o Abraxane® utilizado para veiculagdo de
quimioterdpicos para o tratamento de diversos tipos de canceres. Os carreadores anfifilicos
também possuem propriedades bioldgicas de isolamento do principio ativo do meio
circundante, evitando sua degradagdo, bem como a capacidade de carrear drogas hidrofilicas e
hidrofobicas (ALLEN; CURRIS, 2004; VIEIRA; GAMARRA, 2016).

Outra proficuidade dos farmacos nanoparticulados ¢ que eles ndo sdo capazes de
atravessar tecidos sadios, somente tecidos inflamados ou acometidos por tumores, efeito

conhecido como Enhanced Permeability and Retection (EPR), além disso, a superficie pode ser
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alterada para direcionar o nanocarreador para o tecido/célula alvo, alterando sua
farmacocinética (ALLEN; CURRIS, 2004; KHAWAR; KIM; KUM, 2015).

A administracdo de drogas via bucal tem algumas vantagens bem conhecidas sobre a
distribuicdo de farmacos, a mucosa oral por ser bem permeével e supridas de vasos sanguineos,
as drogas sdo prontamente absorvidas através de transportes transcelulares. Além disso, a via
contorna ambientes gastricos e intestinais e apresentam vantagens clinicas como maior
biodisponibilidade, menor varia¢do interindividual e maior seguranca. Em particular, a
administracdo oromucosa aparece como uma op¢ao promissora para substancias quimicamente
instdveis e sensiveis, além da boa adesdo da terapia pelo paciente (MONTANHA &
AZEVEDO, 2013).

Por fim, cada produto inovador deve seguir um processo adequado para garantir a
seguranga e eficacia antes de sua comercializacdo. Berkowitz (2006) e Guido e colaboradores
(2010) descreveram simplificadamente o processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos, como estudos in vitro, in vivo, caracterizacdo dos efeitos biolégicos em animais

(testes pré-clinicos), antes de serem iniciados os estudos em seres humanos.

2.5. Controle de qualidade dos produtos fitoterapicos

A normatizag¢do dos produtos fitoterapicos e naturais esta vigente para garantir o seu
uso seguro e eficaz, o controle de qualidade das drogas vegetais e seus produtos deve incluir
antes dos testes laboratoriais e clinicos a identificagdo macroscdpica e microscopica, bem como
a andlise do perfil cromatografico, critério este importante para aplicar-se as “Boas Praticas de
Fabricagdo” determinando produtos de qualidade e resultados mais conclusivos (BRASIL,
2010; BRASIL, 2013; COSTA; GUIMARAES; VIEIRA, 2014; WHO, 1998).

O controle de qualidade de medicamentos/produtos fitoterdpicos ¢ primordial para
assegurar a eficacia e seguranga do mesmo e compreende uma série de analises da sua matéria-
prima e da formulagdo finalizada, como ensaios farmacoldgicos pré-clinicos (anélises fisico-
quimicas e microbioldgicas) e clinicos dos efeitos biologicos recomendados, bem como seus
efeitos toxicos. Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de garantir
seguranca a cada produto de origem vegetal (BRANDAO; FREIRE, VIANNA-SOARES,
1998; SIMOES et al., 2007), a aplicacdo e a validagdo de métodos analiticos para matérias-
primas a base de plantas ainda sdo escassas na literatura porem de ser realizada de acordo com

as bases cientificas e técnicas (SIMOES et al., 2007).
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Os parametros de qualidade sdo estabelecidos nas Farmacopéias e Codigos oficiais,
atualmente existem monografias definindo o critério de pureza, identidade e de teor, dentre
elas: a Farmacopéia Brasileira, Européia, Alema, Americana, a elaborada pela OMS
(Organizagao Mundial de Saude), entre outras. Porem com avangos tecnologicos a maioria se
tornou atrasada para fins analiticos (SIMOES et al., 2007).

Os parametros do controle de qualidade variam de acordo com o tipo de matéria-prima
vegetal e sua procedéncia e ¢ responsavel pelas atividades referentes a:

I - a amostragem;

IT - as especificagoes;

III - aos ensaios; €

IV - a organizagdo, documentagdo e procedimentos de liberacdo; RDC 13/2013
(BRASIL, 2013).

Segundo a Resolu¢do RDC 89/2004 (BRASIL, 2004), a ANVISA publicou uma lista de
fitoterapicos de registro simplificado e buscou estabelecer a padronizacdo de marcadores
quimicos para diversas plantas e limite didrio para seu uso. Buscando atuar neste contexto, a
necessidade de determinar o teor de principios ativos em matérias-primas vegetais. A qualidade
do produto manipulado é conduzida através das Boas Praticas de Manipulagcdo Farmacéutica
(BPMF) segundo RDC n°67 de 2007 (BRASIL, 2007), onde o controle de qualidade ¢
ferramenta indispensavel para sua verificacdo, para atingir um produto com qualidade
farmacopéia e que possa ser manipulado quantas vezes for necessario, com 0s mesmos
parametros de qualidade.

Segundo a RDC 17/2010 (BRASIL, 2010), as especificagdes devem incluir, a0 menos,
as seguintes informagdes:

a) testes para determinac¢ao de contaminag@o microbioldgica;

b) uniformidade de peso, tempo de desintegragdo, dureza e friabilidade, viscosidade,
consisténcia e tempo de dissolucio, quando aplicavel;

¢) aparéncia fisica tais como, cor, odor, forma, tamanho e textura; perda por secagem
ou contetudo de agua,;

d) testes de identificagdo, determinagdo qualitativa de substancias relevantes das plantas
(por exemplo, cromatogramas fingerprint);

e) quantificagdo dos marcadores, ¢ métodos analiticos disponiveis;

f) testes limite para solventes residuais.
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Os testes de controle de qualidade e especificacdes para medicamentos fitoterapicos
devem contemplar a determinacao qualitativa e quantitativa dos principais componentes ativos
(BRASIL, 2010a).

CHECHINEL-FILHO (1998) propds algumas etapas experimentais para obtencdo de
principios ativos de plantas. Segundo o autor, somente a maior concentragdo sdo isolados e
estudados, o que exclui as substancias em menores propor¢des que apresentam melhores efeitos
bioldgicos, portanto, necessita-se de metodologias para obtengdo de extratos onde obtém-se
substancias puras, onde a certeza da atividade biologica pertence ao principio ativo especifico.

A avaliacdo de Produtos Tradicionais Fitoterdpicos deve abranger todos os fatores
relevantes, incluindo: as condi¢gdes de producdo, os resultados de controle em processo, a
documentacgao de fabricacdo, incluindo a embalagem, o cumprimento das especificagdes para
o produto acabado e a analise da embalagem final RDC 13/2013 (BRASIL, 2013).

O controle de qualidade deve abranger, como dito anteriormente, metodologias para a
analise dos seus constituintes vegetais. Segundo literatura a metodologia mais adequada para
esta analise ¢ a obten¢do de um extrato hidroalcodlico (50% agua/50% etanol — v/v). Existem
diversas procedimentos relatados em literatura, outro exemplo ¢ a semi-purificacio de extratos,
onde filtra-se os extratos alcoolicos brutos em silica gel com solventes de polaridades
crescentes, separando-os pela polaridade (CHECHINEL-FILHO, 1998; MATOS, 1998;
SIMOES et al., 2007). Independente da metodologia utilizada para obtencdo dos compostos
ativos, posteriormente, os extratos devem ser avaliados biologicamente e submetidos aos
métodos cromatograficos (BYRNE, 1993; CHECHINEL-FILHO, 1998; SIMOES et al., 2007).

Alguns modelos experimentais foram propostos para avaliacao da atividade biologica
como: avaliagdo da atividade antifungica e antibacteriana pelos métodos de difusdo em agar e
pelo método da concentragdo inibitoria minima, respectivamente (BAUER et al., 1966;
MITSCHER et al., 1972); avaliagdo da atividade analgésica pelos modelos de contor¢des
abdominais induzidas pelo 4cido acético em camundongos (COLLIER et al., 1968), modelo de
dor induzida pela formalina em camundongos (HUNSKAAR et al., 1985) e modelo de placa
quente (EDDY & LEIMBACH, 1953); modelo de pleurisia induzida por neurotransmissores
(HENRIQUES et al., 1992); avaliacdo da atividade antiespasmddica através da contragdo de
6rgdo isolado induzida por neurotransmissores (SCHLEMPER et al, 1996); e, por fim,
avaliagdo da atividade antitumoral pelo modelo da leucemia “in vivo” (MUKHERIJEE et al.,
1993).

A estabilidade de produtos farmacéutico depende de fatores ambientais como

temperatura, luz, umidade, assim como de fatores relacionados a propria composi¢do do
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produto como propriedades fisicas e quimicas dos principios ativos e excipientes, forma
farmacéutica e o que a constitui, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem, visando definir seu prazo de validade e periodo de utilizagdo em embalagem e
condi¢des de armazenamento especificadas (ANVISA, 2003; BRASIL, 2005).

Segundo o Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade (BRASIL, 2005) todo
produto farmacéutico em desenvolvimento deve ser submetido a testes de estabilidade os quais
apresentam frequéncias de estudo especificas: o estudo acelerado, o estudo de longa duragdo e
estudo de acompanhamento. O estudo de estabilidade acelerado ¢ designado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou mudangas fisicas em condi¢des de armazenamento for¢adas, este é
realizado acondicionando amostras do produto em desenvolvimento em sua embalagem
priméria e submetendo-se, durante seis meses, a condi¢des de 40° C e umidade relativa que
pode ser de 75% no caso de embalagem primaria de material semi-permeavel, no caso de
embalagem de material impermedvel ¢ isento o controle de umidade. O estudo acelerado ¢
realizado em trés andlises (0, 3 e 6 meses) para doseamento, quantificacdo de produtos de
degradacdo, dissolu¢do (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel). Outras analises, tais como
esterilidade e pirogénio, dureza podem ser realizadas apenas no primeiro € no ultimo més do
estudo acelerado.

O estudo de estabilidade de longa duragdo ¢ utilizado para estabelecer ou confirmar o
prazo de validade e recomendar condi¢des de armazenamento. Este estudo verifica as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas durante e, opcionalmente, apds o
prazo de validade, este ¢ realizado submetendo-se as amostras do medicamento a 30°C e
umidade relativa conforme a do estudo acelerado, durante o nimero de meses que se deseja
atribuir como prazo de validade. O estudo de longa duragao ¢ realizado em 7 andlises (0, 3, 6,
9,12, 18 e 24 meses), realizando os mesmos testes do estudo acelerado. Como obrigatoriamente
este estudo deve ser apresentado para a ANVISA apds 24 meses de estudo, estas andlises devem
ser realizadas no momento zero e no 24° més. O estudo de acompanhamento ¢ realizado a cada
12 meses, devendo ser realizados todos os testes de um relatorio de estudo de estabilidade. Este
estudo tem por objetivo verificar se as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e
microbioldgicas mantiveram-se, conforme o estudo de longa duracdo. Este estudo deve ser
realizado a cada doze meses (BRASIL, 2005).

Conforme os dados obtidos pelo estudo de estabilidade acelerada e dados preliminares
do estudo de longa duracdo e de acompanhamento, ¢ possivel avaliar o impacto que os efeitos
quimicos e fisicos causardo em um produto farmacéutico quanto este ¢ exposto a condi¢des

fora das estabelecidas pela rotulagem por curto periodo de tempo, determinando assim as
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adequadas condi¢des de armazenamento do produto final bem como suas devidas orientagdes
no rétulo do produto e tempo de validade.

Os produtos odontoldgicos que contém substincias naturais apresentam boas
perspectivas no mercado, devido a aceitagdo popular da fitoterapia, porém sé devem ser
introduzidos apds a comprovacao cientifica de sua eficacia, por meio de estudos laboratoriais e

clinicos especificos (GEBARA ef al.,1996).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar o controle de qualidade fisico-quimico e avaliar o efeito cicatricial de uma

pomada orabase a base de Libidibia ferrea L. a 2% em ulceras orais induzidas em ratos.

3.2 Especificos

v Determinar os compostos quimicos majoritarios através do controle analitico em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

v Avaliar a estabilidade da formula farmacéutica, bem como as propriedades
fisico-quimicas de controle de qualidade (densidade, pH, centrifugacdo e caracteristicas
organolépticas), bem como verificar a presenga de contaminantes bacterianos e/ou fungicos,
obedecendo as orientacdes de padronizagdo e normas das boas praticas de fabricacdo de uma
formulagdo terapéutica fitoterdpica em tempos e condi¢cdes de armazenamento pré-
estabelecidos;

v Avaliar a a¢do cicatrizante da formulacdo fitoterapica em orabase em ulceras

induzidas na mucosa oral de ratos da linha wistar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho do estudo e consentimento para pesquisa

A presente pesquisa teve carater quantitativo e qualitativo, descritiva, experimental,
dividido em duas etapas: a primeira etapa foi um estudo “in vitro” controlado, e, a segunda
etapa, um estudo “in vivo” em um modelo experimental de ulceras traumaticas em mucosa jugal

de ratos seguindo a metodologia proposta por Alves et al. (2011), como descrito na Figura 2.

secagem em
Coleta do material  me— 2kg da casca dO CAUIE m— temperatura
ambiente (48 horas)

secagem em estufa Moagem em moinho
circulante (40°C) de facas

Esfriamento e
filtragem, Spray Dryer (modelo
completandoo MSD 1.0)
volume g.s.p 1000 mL

Extragdo através da
Obtegdo dO eXtrat0 mmmmmm— técNica de dECOCCHD  mmmmmmm—
por refluxo

Avaliagdo dos
Preparo da pomada caracteres
Primeira etapa organolépticos

Controle analitico Determinagdo do pH
(HPLC) aparente

Teste de

Desenho do estudo centrifugagdo

Controle de qualidade
Determinagdo da

densidade relativa e
densidade da massa

Teste de
Segunda etapa — atividade

A o Comportamento
cicatricial

reolégico

N—

Avaliado
microbiolégica para
pesquisa de
contaminantes

Figura 2 — Representacdo 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) e com a Universidade Federal do Ceara
(UFC). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Amazonas (CEUA-UFAM) e pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM - Anexo A), porém devido a
indisponibilidade de animais na cidade de Manaus para o referido estudo “in vivo” foi
necessario a realizacao do estudo “in vivo” Universidade Federal do Ceara (UFC). A submissao

no Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara foi aprovado
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(Anexo B) e os testes experimentais foram realizados com a ida da equipe da pesquisa para

realizacdo do estudo, financiado com recursos proprios.

4.2. Coleta do material Vegetal (L. ferrea L.)

Para este estudo foi utilizado como matéria prima a casca do caule da Libidibia ferrea
L. (Figura 3). As mesmas foram coletadas em uma quantidade suficiente para o
desenvolvimento do estudo (aproximadamente 2kg). O processo de coleta foi supervisionado
por um etnobotanico e realizado na cidade de Manaus em area do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), no qual a amostra esta registrada sob o nimero 228.022. As
mesmas foram transportadas para a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e processadas seguindo a metodologia baseada
em Venancio et al. (2015).

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 4). Em seguida, submetido a secagem em estufa de ar
circulante, a temperatura de 40°C, até estabilizagdo da umidade residual (Figura 5). Apds a
secagem, a por¢ao vegetal foi submetida @ moagem em moinho de facas (Figura 6), a fim de

obter a matéria-prima vegetal (MPV — Figura 7).

Figura 3 — Arvore de L. ferrea L. Figura 4 — Secagem em temperatura ambiente.
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Figura 5 — Estufa de ar circulante. Figura 6 — Moinho de Facas. Figura 7 — MPV.

4.3. Obtencao do extrato (L. ferrea L.)

Durante o preparo do extrato foram utilizados os principios de assepsia para que a
qualidade do material fosse preservada. O extrato foi obtido através da técnica de decocgdo por
refluxo com uma relacdo droga:solvente (Figura 8) de 7,5% (m/v) utilizando 4dgua destilada e
etanol (Synth) como liquido extrator, na propor¢ao de 1:1, ambos em uma quantidade de 500mL
(Figura 9). Misturou-se o solvente com a agua e o etanol em um baldo volumétrico de 2.000
mL e o mesmo foi levado ao equipamento aquecedor — Manta Aquecedora (Nova), como mostra
a Figura 10.

O material extraido foi retirado, esfriado e filtrado em um baldo volumétrico de 1.000
mL e o volume foi completado com dgua destilada até alcangar 1.000 mL (Figuras 11a e 11b).

A solugdo extrativa de jucé foi levada para o aparelho Spray Dryer (LabMaq - modelo
MSD 1.0) para que fosse obtido o extrato seco por aspersdo, visando reduzir a pd e manter a

sua estabilidade, como mostra nas figuras 12 e 13.

Figura 8 — Pesagem do extrato bruto. Figura 9 — Agua/Etanol. Figura 10 — Decoctor.
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Figura l11ae 11b—Filtragem.  Figura 12 — Aparelho Spray dryer. Figura 13 — Extrato seco.

4.4. Rendimento do extrato seco

O extrato hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. a 7,5% ap0s secagem por aspersao
obteve um rendimento total de aproximadamente 114g (114, 9436g - Figura 14).
Armazenou-se o extrato de Juca em dois recipientes de vidro, e um de plastico, esterilizados,

bem lacrados e em temperatura ambiente, ao abrigo de luz.

Figura 14 — Rendimento do extrato seco a 7,5%.

4.5. Perfil fitoquimico do extrato seco de Libidibia ferrea L.

O extrato hidroalcodlico seco de Libidibia ferrea L. a 7,5% foi submetido a
caracterizagao das substincias quimicas através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) marca Schimadzu (SPD M 10A) com detector tipo arranjo de diodo, utilizando a
metodologia baseada em Silva ef al. (2019). A técnica metodologica consistiu na pesagem
de 0,001g da amostra, adicionando em seguida 20ul H,O Miliq + 20ul Metanol (Synth).
Transferiu-se a mistura para um microtubo (ependorff®), filtrou-se com bolinha de algodao
e transferiu-se ao frasco para andlise cromatografica durante 1 hora e 20 minutos. Todas as

analises foram realizadas em triplicatas.
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Os picos dos cromatogramas foram identificados através da comparagao dos tempos
de retengdo e area do padrao do acido galico no comprimento de onda de 275nm. Realizou-

se a quantificagdo por integracao dos picos através do método padrdo externo.

4.6. Preparo da pomada orabase (L. ferrea L.)

A concentragdo da formulagdo da orabase foi determinada com base no resultado da
concentragdo inibitéria minima (37,5mg/ml) determinado na fase inicial dos estudos do juca,
testados frente a microrganismos da cavidade bucal (OLIVEIRA et al., 2013). A pomada
obedecendo aos principios da fitoterapia, ao qual enfatiza a matéria-prima vegetal sem isolados,
teve como principio ativo a Libidibia ferrea L. a 2% de extrato que anteriormente foi
determinada na fase inicial da pesquisa e entdo recebeu a apresentacdo como pomada orabase.

A composi¢do da formulagdo (Figura 15a e 15b) apresenta apenas uma fase oleosa
caracterizada conforme descrito na Quadro 1. Todos os compostos foram levados ao
equipamento de Banho Maria SL 155/10 para aquecimento até 75° utilizando o termémetro de

mercurio para aferi¢do (Figura 16a e 16b).

Componentes Proporcao

Vaselina Solida 80%

Oleo mineral 17%
Carboximeticelulose 0,5%
Propilparabeno 0,15%

Extrato seco Libidibia ferrea L. a 7,5% 2%

Quadro 1 — Componentes da pomada orabase.

Figura 15a e 15b — Componentes da pomada orabase de L. ferrea L. a 2%.
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Figura 16a e 16b — Aquecimento em banho maria até atingir 60°.

Apo6s a manipulagao da pomada orabase de L. ferrea L. a 2% (Figura 17), realizou-se o
preparo da orabase sem o jucé (Figura 18) para que fosse realizado o teste no grupo controle do

modelo em ratos. Os componentes utilizados foram os mesmos descritos anteriormente.

Figura 17 - Pomada orabase de L. ferrea L. a 2%. Figura 18 - Pomada orabase.

A pomada foi armazenada em locais com diferentes temperaturas e em diferentes
periodos. Conforme a padronizagdo descrita na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1988), os
locais escolhidos para o teste foram: temperatura ambiente (claro), temperatura ambiente ao

abrigo da luz (escuro) e geladeira; e, os periodos pré-estabelecidos experimentais de
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armazenamento: 0, 30 e 60 dias, visto os ultimos resultados dos testes de estabilidade realizados

(MATOS, 2016), visando a inclusdo de uma nova formulagdo magistral.

4.7. Caracterizacio da pomada

Baseada nas normatizagdes padronizadas pela RDC 17/2010 e pelo Formulario de
Fitoterapicos (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2011) e pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2010c) realizou-se as andlises fisico-quimicas referente ao controle de qualidade como
comportamento reologico, densidade, centrifugacdo, pH, avaliagdo microbiologica e dos

caracteres organolépticos seguindo os protocolos pré-estabelecidos descritos posteriormente.

4.7.1. Testes fisico-quimicos do controle de qualidade

4.7.1.1. Teste de centrifugacio

Para a verificagdo de possivel separacdo de fases durante o teste laboratorial utilizou-se
5g da pomada de orabase de Libidibia ferrea L. a 2% a qual foi acondicionada em tubos do tipo
falcon® (Figura 19) e, posteriormente, centrifugados (KASVI) a 3000 rpm por 30 minutos
(Figura 20), a temperatura ambiente, para observacao a olho nu de uma possivel separagdo de

fases, registrando SIM (em caso positivo) ou NAO (em caso negativo).

Figura 19 - Pomada orabase (5g). Figura 20 — Centrifugagao.
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4.7.1.2. Teste de determinacao do pH aparente

Aferiu-se o pH (Figura 23) através do potencidmetro (TEC2, TECNAL, Piracicaba, SP,
Brasil). A calibracao do aparelho foi realizada com solugdes-tampao pH 4,0 (Figura 21) e 7,0
(Figura 22) (DINAMICA, Brasil), estas solugdes possibilitam que haja uma linearidade nas
respostas em relacdo as altera¢des de potencial observadas.

Os testes foram realizados em triplicatas para cada amostra de acordo com os locais de

armazenamento, e, os resultados corresponderam a média das leituras de cada amostra.

Figura 21 — Solugdo de calibragao 4,0. Figura 22 — Solugao de calibragdo 7,0

Figura 23 — Afericdo do pH da pomada.

4.7.1.3 Determinaciao da densidade de massa e densidade relativa

E necessario que o picndmetro esteja limpo, seco e que tenha sido previamente
calibrado, a calibracdo consiste na determinacdo da massa do picnometro vazio (Figura 24) e
da massa com seu conteudo com agua (Figura 25), recentemente destilada e fervida a 20°C.
Logo, as amostras foram transferidas para o picnometro (Figura 26), onde realizou-se o ajuste

da temperatura 20°C e quando necessario remover o excesso do produto e pesar. O peso das
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amostras foi determinado através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio.

Calculando a densidade relativa através da formula: pamostra) = diagua) X d(amostra) + 0,0012.

Figura 24 — Picndmetro vazio. Figura 25 — Picndmetro com 4gua. Figura 26 — Picnometro cheio.

4.7.1.4. Avaliacio microbiologica para pesquisa de contaminantes e
microrganismos patogénicos — Controle microbiolégico da pomada de
Libidibia ferrea L.

O controle microbioldgico da pomada orabase foi constituido pela determinagdo do
nimero total de microrganismos aerobios e pesquisa de levedura, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, conforme preconizado na Farmacopeia
Brasileira (2010), em triplicata.

A pomada foi preparada na propor¢ao 1:10, onde foram utilizados uma propor¢ao da
pomada (100 uL) para 900 uL de dgua peptonada, pH 7,2, em seguida diluidas e homegenizadas
nas proporg¢oes 1:10;1:100; 1:1000.

Para a contagem em placa dos microrganismos, adicionou-se 10 uL de cada amostra e
dilui¢do, em triplicata, contendo em cada placa de petri, separadamente, agar Caseina-soja e
agar Sabouraud-dextrose. As placas foram incubadas, agar Caseina-soja a 35°C durante 24 ¢ 48
horas para determinagdo de microrganismos aerobicos totais, 4gar Sabouraud-dextrose a 25 °C
durante 5 a 7 dias para determinacdo de fungos filamentosos e leveduras. Decorrido este

periodo, na presenc¢a de colonias, calculou-se o nimero de UFC/mL, esquema 1.



1:10 100 uL Agar
100 pL da > 10 uL Caseina-
pomada o > 10 uL soja 35°C
B > 24— 48h
1:100 Q| —> iou
=
900 uL de 100 uL ;’
agua . <
peptonada 1:100 - .
2 |— iou Agar
u > Sabouraud-
(i ) 10 L Dextrose
8 —>» 10uL 25°C
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Esquema 1: Esquema para pesquisa do nimero total de microrganismos

Fonte: Venancio et al., 2015.

Para pesquisa de Escherichia Coli, foi utilizado uma propor¢ao da pomada para 900 uL

de caldo caseina-soja, o qual foi homogeneizado e incubado a 35 °C durante 18 - 24 horas. Apos

esse periodo, 100 L do caldo caseina-soja sera transferido para tubos contendo 900 pL de

caldo MacConkey, o qual foi incubado a 43 °C + 1 °C durante 24 - 48 horas. A subcultura foi

semeada em placa de 4gar MacConkey ¢ incubada a 35 °C durante 18-72 horas. O crescimento

e caracteristicas das colonias foram observados. Caso houvessem colonias suspeitas, as mesmas

seriam semeadas em agar eosina azul de metileno (EMB) e incubados a 35 °C por 24 horas,

esquema 2.
100 pL da IOQ pL caseina- 10 uL
pomada soja + pomada
—» 10pL Agar
MacConke
900 pL de caldo 900 pL de caldo
caseina-soja MacConnkey > 10 uL y
35°C/ 43°C/ 35°C/
18-24h 24—-48h 18—-72h

Esquema 2: Esquema para pesquisa de Escherichia coli

Fonte: Venancio et al., 2015.

Para pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, utilizou-se uma propor¢ao da pomada para

900 uL de caldo caseina-soja, a qual foi homogeneizada e incubada a 35 °C durante 18 - 24
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horas. Apds esse periodo, semeou-se em agar Cetrimida, incubado a 35 °C durante 18-72 horas,

esquema 3.
100 pL de = ,
pomada - 10 uL Agar
Cetrimida
- 10 uL
900 pL de caldo
caseina-soja
] 7 —> 10 uL
- 35°C/
35°C/ 18-72h
18 -24h

Esquema 3: Esquema para pesquisa de Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Venancio et al., 2015.

Para pesquisa do Staphylococos aureus, utilizou-se uma propor¢do da pomada para 900
uL de caldo de caseina-soja, homogeneizado e incubado a 35°C durante 18 a 24 horas. Apds

esse periodo, semeado em agar sal manitol e incubado a 35°C durante 18-72 horas, esquema 4.

100 pL de @ 04L
pomada
ik — 10 uL Agar Sal
900 pL de caldo — Manitol
caseina-soja H > 10 uL
35°C/ 35°C/
e 18-24h 18-72h

Esquema 4: Esquema para pesquisa de Sthaphylococos aureus

Fonte: Venancio et al., 2015.

4.7.2. Comportamento reolégico

As caracteristicas reologicas foram avaliadas com o auxilio do viscosimetro rotacional
digital de Brookfield Marte® MVD-5 (Figura 27), utilizando o spindle 2 (Figura 28), as analises
foram baseadas no protocolo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010c) e Marafon (2016).
Apo6s o ajuste de cada fator de velocidade (rotagdo 6, 12, 30 e 60), efetuou-se a leitura dos
valores de viscosidade e tensdo de cisalhamento, a uma temperatura de 25°C £2°C, e os

reogramas foram representados por graficos.
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Figura 27 — Viscosimetro de Brookfield. Figura 28 - Spindle 2.

4.7.3. Avaliacio dos caracteres organolépticos

Com relagdo a cor e o brilho a anélise realizou-se a analise, baseando-se sobre a luz do
dia ou sob lampadas de comprimento de onda similares aos da luz do dia e a cor da amostra
comparada com o material de referéncia em escala de cor padrdo. Através do toque e
sensibilidade a consisténcia avaliou-se observando suas caracteristicas.

Quanto ao odor a verificagdo verificou-se através de uma pequena amostra da orabase
colocada diretamente na palma da mao previamente higienizada ou em um recipiente de vidro
e serd feita a inalagdo, lentamente, até que o odor seja definido; sendo que esse procedimento
foi repetido. Sendo assim, foram verificadas, a intensidade do odor: nenhum; fraco; distinto ou

forte e, a seguir, a sensagdo causada pelo odor: aromatico; frutoso; mofado ou rangoso.

4.8. Teste da atividade cicatricial em mucosa jugal de ratos

A metodologia utilizada neste estudo tem como referéncia o trabalho de Alves ef al.
(2011), o qual prop6s um modelo experimental para indug@o de tlceras em mucosa de ratos.
Este modelo est4 sendo reproduzido associando a ele o teste terapéutico da nova formulagao.

O estudo foi realizado utilizando um total de 84 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia Mammalia), linhagem Wistar, machos adultos da linhagem, pesando entre 200 e

300g. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em uma temperatura a 24°C num
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ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua e racdo labina (a base de caseina
Rat Chow). As caixas dos animais, tampas e bebedouros foram higienizadas com detergente
liquido e hipoclorito de so6dio a 10% (Figura 30).

Inicialmente, realizou-se o teste experimental em trés grupos. Os animais foram
distribuidos e identificados em 04 caixas (Figura 29) e todos foram pesados antes da inducao
da tlcera (Figura 31). O primeiro grupo (Grupo I Teste — tratamento com a pomada orabase
de Libidibia ferrea L. a 2%) continha 07 ratos (R); o segundo grupo (Grupo II controle
orabase — tratamento somente com a orabase) continha 07 ratos; e o terceiro grupo (Grupo
IIT - controle positivo) — tratamento a base de Acetonida de triancinolona “Oncilon” era

constituido de 08 ratos, com os pesos retratados no Apéndice 1.

Figura 30 — Caixa de acondicionamento. Figura 31 — Pesagem dos animais.

O estudo realizou-se avaliando os seguintes parametros: didmetro ulcerativo, o peso

corpéreo dos animais, bem como o score histopatologico através da analise histologica. O
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diametro ulcerativo foi analisado nos dias 01, 05 e 10 dias, bem como o peso corpoéreo € a
analise histopatologica, conforme descrito nos topicos subsequentes. A linha do tempo do

estudo pode ser observada no esquema 5.

Dia 0 Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
~ ~ ~ ~
* Indugdo das * Pesagem * Pesagem * Pesagem * Pesagem * Pesagem
Ulceras * medicdo ¢ medicagado ¢ medicagado * medicagado * medicagado
* pesagem « sacrificio « sacrificio
(grupo dia (grupo dia
01) 05)
4 _— = =
Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10
Y Y

* Pesagem * Pesagem * Pesagem
* medicagdo * medicagdo ¢ medicagdo

* Pesagem
* medicagdo

* Pesagem

* medicagdo

e conclusdo do
experimento

o Sacrificio

J/ J/

Esquema 5 — Linha do tempo do estudo “in vivo” experimental.

4.8.1. Inducao da Ulceracao

Realizou-se o relaxamento ¢ a sedacdo dos animais com Cloridrato de Ketamina 5
mg/kg— Dopalen Agribrands Ltda. (propor¢ao de 80%) associado ao Cloridrato de Xilazina
80mg/kg — Anasedan Agribrands Ltda. (20%), demonstrados nas Figura 32 e 33, e quando
o reflexo da palpebra e o ritmo de respiracdo constante foram cessados, cada animal foi
colocado em uma mesa (Figura 34) e iniciou-se o processo cirurgico. Realizou-se a
antissepsia da mucosa jugal com swab embebido em Digluconato de Clorexidina a 0,12%.
Em seguida, uma ulceragdo traumatica foi induzida sobre a mucosa jugal por abrasdo usando
uma lamina de bisturi n°15 (Figura 35), proximo a linha de oclusao do lado esquerdo (Figura
36), padronizadas em 8mm de didmetro (adaptado de Alves et al., 2011). A técnica
operacional foi realizada pelo mesmo operador para todos os animais. Apds a etapa
cirargica, os animais foram observados no periodo pds-operatorio até a recuperagdo total

dos reflexos.



Figura 32 — Relaxante muscular e anestésico. Figura 33 — Anestesia dos animais.

Figura 36 — Ulcera induzida em mucosa jugal — lado esquerdo.

Os animais foram observados e pesados diariamente durante 10 dias, periodo
esperado para que houvesse remissao espontanea da lesdo para o grupo de controle negativo.

Os animais foram sacrificados ap6s um periodo de estudo de 10 dias, e uma sec¢do da
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mucosa jugal contendo a ulcera induzida foi devidamente coletada para a andlise

histopatologica em diferentes tempos experimentais.

4.8.2. Avaliacao clinica

Nos dias de sacrificio, as tlceras foram mensuradas com o uso de um paquimetro
digital de precisdo de 0,005mm, como demonstrado na Figura 37 (L=maior didmetro; m=
menor didmetro) para calcular a area (Area= m x maior didmetro x menor didmetro). Todas

as mensuragdes foram realizadas pelo mesmo operador.

Figura 37 — Mensuragdo com paquimetro digital.

4.8.3. Avaliacio da diferenca de peso corporeo

Primeiramente, os animais foram pesados no momento anterior a indugao das tlceras
(peso inicial), 24h ap6s o momento de indugdo, e também nos dias subsequentes até o
momento da eutanasia (peso final), como podemos observar no apéndice 1, para a avaliacao

de massa corpérea de acordo com a seguinte formula:

Variacao de Massa corporea (%) = (Massa final — Massa inicial) / (Massa inicial) x

100.
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4.8.4. Aplicacio dos farmacos

O objetivo da orabase ¢ de atuar como um veiculo adesivo para aplicar a medicagao
ativa aos tecidos orais, proporcionando uma cobertura protetora que pode servir para reduzir
temporariamente a dor, associada com irritacao oral. A aplicacdo das orabases em todos os
grupos foi realizada duas vezes ao dia, no periodo da manha e no final da tarde, até o dia da
eutandsia dos animais.

Para a aplicagdo topica, os animais foram minimamente mobilizados, pela técnica da
contengdo pelo dorso para em seguida a medicacdo ser administrada com o auxilio de um
swab estéril.

Aplicou-se a pomada orabase de juca no grupo teste Grupo I (Figura 38), somente a
orabase como controle no Grupo II (Figura 39), e a pomada Acetonida de triancinolona no
grupo controle positivo Grupo III (Figura 40), contendo quantidade suficiente para cobrir a
ulceragdo. A droga foi aplicada duas vezes ao dia, durante os 10 dias apds a inducdo da

ulcera.

Figura 38, 39 e 40 — Aplicagdo dos agentes testes: pomada orabase de jucd, somente a orabase e
pomada Acetonida de triancinolona, respectivamente.

4.8.5. Analise Histologica
Apbs a realizacdo da fase experimental, fragmentos da mucosa jugal foram
recolhidos (Figura 41) e fixados em formol a 10% (Figura 42), durante 48 horas, para

montagem das laminas.
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Os espécimes foram analisados, macroscopicamente, submetidos a desidratagdo em

série alcoolica crescente, diafanizadas em xilol, impregnados em parafina e fundidos a 60%

(Figura 43). Em seguida, os fragmentos foram colocados em blocos de parafina e solidificados

a temperatura ambiente (Figura 44); os fragmentos foram seccionados em 5 micrometros

de

espessura através da utilizagdo de um microtomo (Figura 45a e 45b) e com coloragdo
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histologica de rotina pela hematoxilina-eosina foi realizada (Figura 46), observando o esquema

do preparo das laminas na figura 47.

Figura 41 — Remogéo do fragmento.

Figura 43 — Bloco de parafina. Figura 44 — Solidificacdo do bloco.



Figura 45a — Microtémo. Figura 45b — Incorporagao do corte em lamina.

Figura 46 — Coloracdo Hematoxilina-eosina das 1aminas histoldgicas.

Quanto a leitura das laminas, foi realizada em microscdpio dptico, e as caracteristicas
histologicas da tlcera juntamente com os seus correspondentes das fases de cicatrizagdo
foram descritos. As leituras foram realizadas por um Unico examinador, especialista em
Patologia Oral, previamente calibrado. O grau de concordancia intra-examinador foi
verificado através do indice Kappa. A leitura das laminas do estudo somente foi iniciada
apos o teste Kappa apresentar coeficiente igual ou acima de 0,8. A calibragdo foi realizada
por meio da analise de 10 fotos de l1aminas de bidpsia de mucosa bucal com a identificagao
de varidveis de leitura a serem observados no estudo. Estas fotos foram codificadas e
reapresentadas ao examinador apos 7 dias e em ordem aleatoria. Apds a segunda leitura, foi
determinado o coeficiente Kappa intra-examinador. Os parametros histopatoldgicos foram
determinados e pontuados de 0 a 4 de acordo com as informagdes abaixo — anexo C (Tabela

1 — Parametros histologicos: Alves et al., 2011 — adaptado de CHO et al., 2006).
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Classificacio

Escore 0
Escore 1
Escore 2

Escore 3

Escore 4

PARAMETROS HISTOLOGICOS

Epitélio
Sem ulcera
Sem ulcera
Com ulcera

Com ulcera

Com ulcera

Conjuntivo
Remodelado
Fibrose ¢ inflamagao cronica leve
Fibrose ¢ inflamag¢ao cronica moderada
Processo inflamatorio cronico (tecido de granulagao)
Processo inflamatério agudo (vasos dilatados,

infiltrado inflamatorio misto com neutréfilos).

Tabela 1 — ParAmetros histologicos. Fonte: ALVES et al., 2011.

4.8.6. Condicoes de alojamento e alimentacido dos animais

Os ratos estavam sendo mantidos em doze gaiolas de pléstico, cada uma contendo

07 animais, com maravalha autoclavada sob ciclo claro-escuro de 12 horas com livre acesso

a racdo labina (a base de caseina Rat Chow) e 4dgua a vontade (ad libitum), sob condi¢des

adequadas de luz e temperatura. As salas onde os animais foram alojados eram equipadas

com sistema de ventilagdo: trocas de ar adequadamente dimensionado (Figura 47).

Figura 47 — Area de acondicionamento das gaiolas.
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4.8.7. Método de induciao de morte e descarte da carcaca

Ap6s o sacrificio dos animais, eles foram submetidos a eutanasia por superdosagem
do barbitarico (Pentobarbital sodico, 150mg/kg, Intravenosa), e acondicionados em sacos
de risco biologicos para serem armazenados no Biotério Central até o momento de coleta e
incineracdo. As coletas de material para a leitura histopatologica ocorreram nos dias 01, 05
e 10, com o sacrificio de 7 animais de cada grupo, totalizando 84 animais ao término do
experimento. Houve a morte de dois animais do grupo controle orabase no presente estudo

apos a sedagdo e relaxamento muscular, ndo interferindo no nimero amostral total.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas. Na analise dos dados
quantitativos, como foi rejeitada a hipotese de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk,
foi calculada a mediana e os quartis (Q;) para confec¢do do grafico de box plot e aplicado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagao das medianas. (VIEIRA, 2004).

Na analise dos dados quantitativos, como foi rejeitada a hipdtese de normalidade por
meio do teste de Shapiro-Wilk, foi calculada a mediana e os quartis (Q;) para confec¢do do
grafico de box plot e aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagdo das
medianas. O software utilizado na analise da maioria dos dados foi o programa Minitabe versao
18 e o nivel de significancia fixado na aplicagdo dos testes estatisticos foi de 5% (VIEIRA,

2004).
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil fitoquimico do extrato de L. ferrea L.

As condicdes utilizadas foram a coluna de fase reversa KP-C18-HS (Biotage, VA,
USA), com o sistema de eluigdo previamente ativada com metanol e condicionada com
agua. As andlises, realizadas em triplicata foram realizadas empregando um fluxo de
0,3mL/min"" e detecgdo a 250nm. O perfil fitoquimico comprovaram a presenga de iniimeros
compostos (taninos, flavonoide, polifenois), porém trés sdo majoritarios: acido galico, acido

elagico e rutina conforme cromatograma apresentado na figura 49.
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Figura 48 — Perfil Fitoquimico do extrato seco da casca do caule de L.ferrea L.

5.2. Teste de centrifugacao

No teste de centrifugagdo, realizado em triplicatas, observou-se a separagdo de 1 fase
oleosa da pomada de L. ferrea L.a 2% em todos os tempos (0, 30 e 60 dias) e ambientes. No
tempo de 60 dias na condi¢do de armazenamento da temperatura ambiente escuro, houve a

presenga de precipitado. Os resultados sdo apresentados na figura 49, 50 (a,bec)e 51 (a,be

c).

Figura 49 — Teste de centrifugagdo da pomada com
separac¢do de fases (tempo 0).
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Figura 50a, 50b e 50 ¢ — Aspecto visual das amostras apds teste de centrifuga¢do demonstrando separagio de
fase (tempo 30).

Legenda: A — Temperatura Ambiente Claro; B — Geladeira; C — Temperatura Ambiente Escuro
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Figura S51a, 51b e S1c — Aspecto visual das amostras ap6s teste de centrifuga¢do demonstrando separagéo de
fase (tempo 60).

Legenda: A — Temperatura Ambiente Claro; B — Geladeira; C — Temperatura Ambiente Escuro

5.3. Teste de determinacao do pH aparente

A determinagdo do pH da pomada de L. ferrea L. a 2% foi obtido nos tempos
experimentais 0, 30 e 60 dias de armazenamento em diferentes locais (Temperatura ambiente
claro - TAC, Temperatura ambiente escuro - TAE e Geladeira - G). Os resultados sdo
apresentados na tabela 2 e grafico 1. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca

estatistica ao comparar os valores de pH entre os tempos e condigdes de armazenamento

testados (T30 p=0,061 e T60 P=0,079).
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GEL = Geladeira; TAC = Temperatura Ambiente Claro; TAE = Temperatura Ambiente Escuro.

Grafico 1 - Comparagdo da mediana do pH em relagao aos grupos em 30 e 60 dias, Manaus - AM.

TO T30 T60
TO Geladeira Temp. Temperatura Geladeira Temperatura Temperatura
(2 a8°C) ambiente ambiente (2 a8°C) ambiente ambiente
claro escuro claro escuro
(25,9°C) (28,8°C) (25,9°C) (28,8°C)
1? 6,64 6,68 6,55 6,40 6,66 6,50 5,90
Leitura
2° 6,68 6,69 6,56 6,42 6,68 6,34 5,78
Leitura
3 6,70 6,50 6,60 6,39 6,40 6,20 6,35
Leitura
Média 6,68 6,68 6,56 6,40 6,66 6,34 5,90

Tabela 2 — Valores de pH ap6s a formulagdo da pomada (TO0), apos 30 (T30) e 60 dias (T60) nos diferentes

ambientes.

5.4. Determinacao da densidade da massa e densidade relativa

A densidade da pomada de L. ferrea L. a 2% foi obtida no tempo 0, 30 e 60 dias de
armazenamento, em diferentes locais citados anteriormente. No tempo 0 obteve-se a média de
0,958g/cm?®. Apds 30 dias de formulacdo, as médias das densidades foram: geladeira
(0,971g/cm?), temperatura ambiente claro (0,976g/cm®) e temperatura ambiente escuro
(0,975g/cm?®). Nos 60 dias de formulacdo, as médias das densidades foram: geladeira

(0,935g/cm?), temperatura ambiente claro (0,974g/cm?®) e temperatura ambiente escuro
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(0,968g/cm?). Os valores demonstram a estabilidade da formulagdo durante os 60 dias de
controle de qualidade, sem diferengas entre os grupos nas condi¢gdes de armazenamento

testadas.

5.5. Avaliacdo microbioldgica para pesquisa de contaminantes — Controle

microbiologico da pomada de Libidibia ferrea L.

O teste microbioldgico avalia a presenga de contaminantes na pomada formulada. Nas
condi¢des e meios de culturas testados, ndo houve presenca de contaminantes (bactérias e/ou
fungos) em nenhum tempo ou condi¢des de armazenamento, conforme demonstrado nas figuras

52 a70.

Figura 54, 55 ¢ 56 — Controle microbiologico tempo 0 — agar MacConkey, agar cetrimida e agar sal

manitol.
[ \



Figura 57 e 58— Controle microbioldgico tempo 30 (Geladeira) — agar caseina-soja e agar
saboraud-dextrose.

Figura 59 ¢ 60 — Controle microbiolégico tempo 30 (TAC) — agar caseina-soja e agar
saboraud-dextrose.

Figura 61 ¢ 62 — Controle microbioldgico tempo 30 (TAE) — agar caseina-soja e agar
saboraud-dextrose.
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Figura 63 — Controle microbioldogico tempo 30 (TAC, TAE e Geladeira) — agar MacConkey.

Figura 64 - Controle microbiologico tempo 30 (TAC, TAE e Geladeira) — agar Cetrimida.

Figura 65 — Controle microbiologico tempo 30 (Geladeira, TAE e TAC) — agar Sal Manitol.
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Figura 66 — Controle microbiologico tempo 60 (Geladeira) — agar caseina-soja e agar
Saboraud-dextrose.

Figura 67 — Controle microbiologico tempo 60 (TAC) — agar caseina-soja e agar Saboraud-
dextrose.

Figura 68 — Controle microbiologico tempo 60 (TAE) — agar caseina-soja e agar Saboraud-
dextrose.
|
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Figura 70 — Controle microbioldgico tempo 60 (Geladeira, TAE e TAC) — dgar Cetrimida e
Sal Manitol.

5.6. Comportamento reoldgico

Os resultados descritos na tabela 3 demonstram que a viscosidade da pomada orabase
variaram quando aplicado uma taxa de cisalhamento, ndo obedecendo a lei de Newton para
o comportamento de fluidos, no qual a viscosidade ¢ constante. Dessa forma, podemos
considerar que a pomada orabase de L. ferrea L. a 2% € ndo newtonianas € com provavel
comportamento pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da tensdo,

tornando-se mais fluido.
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Grupos
Tempo/ TO Geladeira TAC TAE
Rotacio Med di Med di Med di Med di p*
TO
6 5107,2 1,9 - - - - - -
12 2553,1 2,0 - - - - - -
30 1022,5 53 - - - - - -
60 5124 3,0 - - - - - -
T30
6 - - 51174 23 5112,0 11,6 5107,2 11,0 0,393
12 - - 25543 179 25525 64 25530 0,6 0,550
30 - - 1020,5 1,3 10239 58 1022,0 0,3 0,026
60 - - 512,66 29 512,5 4,1 51,2 1,0 0,561
T60
6 - - 5113,8 16,0 5111,6 7,8 5107,5 91,9 0,301
12 - - 2557,1 16,5 25569 1,8 25544 0,6 0,292
30 - - 1028,6 87 10260 3,2 10222 0,2 0,288

60 - - 5129 1,5 5120 34 511,0 0,1 0,059

Med = mediana; d; = desvio interquartil; * Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Tabela 3 - Comparacao da mediana da viscosidade em relagdo aos grupos em 30 e 60 dias conforme as

rotagcdes, Manaus - AM.

5.7. Avaliacio dos caracteres organolépticos

Durante a avaliacao das caracteristicas organolépticos, analisou-se a cor, o odor, o brilho
¢ a consisténcia. As amostras ndo apresentaram alteragdes de cor da pomada entre os tempos €
condi¢des de armazenamento, caracterizadas pela cor amarronzada clara (Tamara),
determinada através da escala de cor Coral® (Figura 71). A pomada caracterizou-se por possuir
odor forte e aromatico, com presenga de brilho e consisténcia lisa, ausente de granulagdes

(Figura 72).
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Figura 71 — Determinacdo da cor através da escala de cor Coral®.
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Figura 72 — Aspecto visual da pomada orabase de L.
ferrea L. de consisténcia lisa e brilhante, ausente de
granulagdes.

5.8. Teste de atividade cicatricial em mucosa jugal de ratos

A atividade cicatricial foi avaliada segundo trés critérios: didmetro ulcerativo,

variagdo de peso corpdreo e escore histopatologico.

5.8.1 Diametro ulcerativo

O quadro 2 e o grafico 2 revelam os diametros das tlceras de acordo com os grupos
experimentais. Na comparag¢do intragrupo, todos os animais reduziram as areas ulcerativas do
primeiro ao décimo dia, contudo em relagdo ao grupo Omcilon, ndo foram encontradas
diferengas entre os didmetros das feridas entre o primeiro e quinto dia, bem como entre o quinto

e 0 décimo dia. Em relacdo ao grupo Orabase e Juca houve reducdo significativa do primeiro



ao décimo dia (p=0,004). As areas ulcerativas correspondentes aos grupos e dias podem ser

observadas na figura 73.

Grupo Diametro da ulcera
1 dia 5 dia 10 dia
Orabase 77,35+15,41 41,9546,99 9,98+3,68
Juca 79,75+6,76 25,97+6,79 3,1543,02
Omcilom 80,82+6,76 52,81+6,72 30,25+6,52

Quadro 2 - Diametro médio das tlceras orais nos dias 01 ,05 e 10. (Médiat EPM/ Teste de Kruskal-wallis/ Pos
teste de Dunn

Omcilon

Orabase Juca

1ldia

Sdias

10 dias

Figura 73 - Representacéo clinica das tlceras orais tratadas com Orabase, Extrato de Juca e
Omcilon nos dias 01, 05 e 10.

J& na comparagdo intergrupos, no primeiro dia de andlise, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os 3 grupos analisados, onde todos os grupos apresentaram
diametro médio de tlceras de maneira similar (p=0,994). Entretanto, na andlise do dia 5, os
diametros das ulceras do grupo Juca foram significativamente menores em comparagdo aos
grupos Orabase ¢ Omcilom (p=0,005), enquanto esses ultimos ndo diferiram entre si. No dia
10, o grupo Omcilom demonstrou areas de ulcera maiores que os grupos Juca e Orabase, com

diferenga estatistica significativa (p=0,004).
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Valor de p em negrito itélico indica diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Grafico 2 - Comparagdo dos didmetros da lesdo em relagdo aos grupos nos diferentes dias, Manaus - AM.

5.8.2 Variacio de peso corporeo

Em relacdo ao peso dos animais, todos os grupos aumentaram ou mantiveram o peso
ao final do periodo de dez dias de experimento, ndo demonstrando diferenca estatistica
significativa (p=0,240). Entretanto, o ganho de peso foi menor no grupo Omcilon, o qual
apresentou menor peso corporeo entre os dias 1 e 5 em relagdo aos grupos Orabase e Juca,

sem significancia estatistica (p=0,484), conforme representado no grafico 3.

190 * Teste de Kruskal-Wallis
180
170
C
3 160
o) 155
& | E—
151
150 146 ]
142
I—
140 L
130 . T
p=0,103 *p=0,484 *p=0,240
Grupo Juca Omcilon Orabase Jucad Omcilon Orabase Juca Omcilon Orabase
Dia 0 1 Sacrificio

Grafico 3 - Comparag@o dos pesos em relacdo aos grupos em trés diferentes momentos, Manaus - AM.
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5.8.3 Escores Histologicos

O grafico 4 demonstra que no primeiro dia de analise os animais apresentaram ulceras
com padrdo histoldgico classificado como escore mediana 4, sem diferengas estatisticas entre
os grupos analisados (p=0,526). A partir do quinto dia de andlise, na comparagdo entre os
grupos foram encontradas diferencas significativas entre o grupo Jucé e os grupos Omcilon e
Orabase. Entretanto, os grupos Omcilon e Orabase apresentaram a mediana 3 e ndo diferiram
entre si. No décimo dia de andlise, observou-se menor escore histoldégico no grupo Juca
(mediana 0) seguido do grupo Orabase (mediana 1), ambos diferentes estatisticamente do grupo
Oncilom (mediana 3).

Quando analisada a evolugdo dos escores de tulcera do primeiro ao décimo dia de
cicatriza¢do, o Grupo Juca demonstrou diminuic¢do significativa dos escores histologicos de
ulceras entre os dias 1 e 5 e entre os dias 5 e 10. O grupo Orabase, por sua vez, ndo apresentou
diminui¢ao significativa entre os dias 1 e 5, porém demonstrou com diferenga entre os dias 5 e
10. O grupo Omcilon, por fim, ndo demonstrou diminui¢do dos escores histologicos entre os

dias 1 e 5eosdias 5e 10.
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Valor de p em negrito itélico indica diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Grafico 4 - Comparagdo dos escores em relacdo aos grupos nos diferentes dias, Manaus - AM.

Na figura 74, podemos observar os parametros histologicos das ulceras nos grupos
estudados, com aumento de 200x. Ao analisar no dia 1, em todos os grupos verificou-se a
mediana de score 4, apresentando um processo inflamatério agudo com a presenga de vasos

dilatados associado com infiltrado inflamatério com neutréfilos, o tecido epitelial escavado
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produzido pela descamagdo do tecido inflamatdrio necrético, com presenca de células
inflamatorias, leucdcitos circulantes, predominantemente neutréfilos.

No dia 5, foi evidente a evolugdo cicatricial da lesdo ulcerativa nos grupos,
especialmente no grupo do Juca (score 2), onde a tlcera se encontra com fibrose e inflamagao
cronica moderada (cicatrizacdo tecidual pela substitui¢do de tecido conjuntivo e moderada
presenga de macrofagos, linfocitos e plasmocitos). Entretanto, nos grupos do Omcilon e Juca,
com a mediana de score 3, apresentam um processo inflamatoério cronico (tecido de granulagao)
com acumulo focal de macrofagos desenvolvendo uma aparéncia epitelidide, cercado de
infiltrado leucocitario, especialmente linfocitos.

No ultimo dia de experimento (dia 10), observou-se a total recuperacdo cicatricial das
lesoes ulcerativas no grupo do Juca (Figura 75g), onde o tecido conjuntivo apresenta-se
completamente remodelado, sem alteracdo da superficie do epitélio, tecido sem escavagdo,
presenga de fibroblastos, fibrocitos, com abundancia de fibras colagenas dispostas e orientadas

paralelamente.
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Figura 74 - Escores histologicos de ulceras traumaticas orais tratados com Oncilom, Orabase e Juca nos dias 1,5

e 10. H&E. Aumento 200x.
Legenda — v: vasos sanguineos ectasicos; f: fibras colagenas; e: tecido epitelial remodelado; ec: estrato corneo;

ee:estrato espinhoso; ¢: tecido conjuntivo; icl: infiltrado inflamatorio crénico leve; icc: infiltrado inflamatorio
cronico moderado; ia: infiltrado inflamatdrio agudo; g: tecido de granulagéo.
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6. DISCUSSAO

Novas pesquisas de inovagdo tecnoldgicas farmacéuticas tornaram-se crescente nos
ultimos anos devido a grande tradi¢cdo popular aos produtos a base de plantas, principalmente
nos paises subdesenvolvidos, onde os medicamentos industrializados, ainda sdo,
economicamente inacessiveis a grande parcela da populagdo. A vista disso, pesquisas fazem-se
necessarias para garantir que estas formulagdes tenham eficdcia e seguranga comprovadas.
Porém, para que uma matéria-prima vegetal se torne um produto farmacéutico acabado, uma
série de protocolos relacionados a extracdo do produto; garantia de estabilidade das
propriedades farmacologicas; forma de armazenamento e obtencdo de uma padronizagao final
devem ser obedecidos rigorosamente (AKKARI et al., 2016; FARIAS, 2001; SIMOES et al.,
2007).

Os testes utilizados para o controle de qualidade dos produtos fitoterapicos sdo os
mesmos utilizados para os medicamentos industriais, nos quais as analises sdo realizadas a fim
de obter dados sobre os aspectos bioldgicos, quimicos, fisico-quimicos, botanicos e
microbiologicos tanto da matéria-prima vegetal, quanto dos seus adjuvantes tecnologicos,
materiais de acondicionamento e na forma farmacéutica padronizada, em fase de processamento
e em fase final (GIL, 2007).

Ao propor uma formulacdo, acredita-se que os adjuvantes farmacéuticos sdo inertes,
porém em um extrato vegetal contendo varias substancias, a probabilidade de que uma interagao
quimica entre o extrato e os adjuvantes venha a desestabilizar as preparagdes ¢ bem maior que
em outros casos (NASCIMENTO, 2005). A escolha dos excipientes adequados para qualquer
formulagdo deve se basear nas caracteristicas do principio ativo, bem como na sua
compatibilidade com os demais componentes da formulagdo, pois de fato, interagdes entre
principio ativo e excipientes podem afetar a natureza quimica, a estabilidade da formulagao, e,
consequentemente, sua eficacia e seguranca (TAGLIARI et al., 2008).

A arvore adulta de L. ferrea L. é descrita como vegetacdo pequena a mediana de até 10
metros de altura, muito predominante na vegetagao da caatinga, sertdo nordestino e introduzida
na regido amazonica a partir de imigrantes (PRANCE; SILVA, 1975). Seus frutos sdo verdes
enquanto imaturos € marrom apds maturacao, levemente achatado e sinuoso com sutura ventral
saliente, além de possuir base arredondada a curvada e &pice arredondado. A casca do caule,

por sua vez, apresenta-se como matéria-prima disponivel para coleta todo o ano, eliminando
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um fator critico de sazonalidade inerente ao processo de frutificagdo (GALDINO,
MESQUITA;KOSSMANN, 2007).

O presente estudo utilizou o extrato hidroalcoolico da casca do caule obtidos a partir do
método de decoccdo por refluxo. A metodologia utilizada contrapde a metodologia proposta
por Oliveira ef al. (2013) cujo qual preparou o extrato através da técnica de infusdo, bem como
por Conde et al. (2016), na qual a extragdo foi realizada por percolacdo a temperatura
ambiente, utilizando o metanol como liquido extrator. Quando da comparacao do alcool etanol
com metanol, este ¢ mais eficiente na extracdo de compostos fendlicos quando comparado ao
etanol (SPAGOLLA et al., 2009), porém como o método extrativo escolhido para preparo do
extrato otimiza a extracdo dos compostos quimicos, com poucas perdas, foi utilizado o etanol
como liquido extrator no presente estudo.

A literatura descreve algumas propriedades terapéuticas dos compostos quimicos
encontrados na L. ferrea L., e através de ensaios farmacologicos, demonstraram atividade
antimicrobiana, bem como propriedades anti-inflamatérias (inibindo a sintese de
prostaglandinas inflamatorias) e cicatrizantes (CARVALHO et al., 1996; SAMPAIO et al.,
2009). Kobayashi et al. (2015) e Magalhaes ef al. (2015) analisaram o perfil fitoquimico da L.
ferrea revelando a presenga de saponinas, acidos organicos, acucares redutores, fenois e
taninos, sesquiterpenolactonas e antraquinonas, dentre outros. No presente estudo, foram
encontrados a presenca de diversos compostos quimicos, dentre os quais estdo os trés
majoritarios: acido galico, acido elagico e rutina, corroborando com os achados dos estudos
supracitados.

A maioria dos autores sugere que os taninos sdo 0s responsaveis pela acdo
farmacologica em virtude de sua propriedade adstringente (OLIVEIRA et al., 2010), porém sao
compostos antioxidantes que atuam na reparagao de feridas (SCHAFER; WERNER, 2008). Ao
mesmo tempo, sugerem que os taninos tém a capacidade de formag¢ao de uma barreira mecéanica
o que age auxiliando a cicatrizag¢@o de tilcera como demonstrado por Vasconcelos et al. (2010),
o que pode estar relacionado com os resultados do presente estudo no que se refere a atividade
cicatricial da formulacao a base de Juca.

A escolha da forma farmacéutica ideal torna-se necessaria para melhor incorporagdo do
principio ativo, bem como facil manipulacao e melhores resultados farmacologicos. A pomada
orabase de L. ferrea L. a 2% demonstrou ser de facil manipulagdo e manuseio; as pomadas estao
destinadas a serem aplicadas sobre a pele ou sobre certas mucosas com a finalidade de exercer
um efeito local permitindo a penetragdo dos compostos farmacoldgicos. As mesmas devem

apresentar compatibilidade fisico-quimica frente aos principios ativos, embalagem, fatores
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ambientais para garantir sua conservacdo. As pomadas apresentam diversas classificagdes,
porém em sua maioria apresentam em sua formulacdo somente uma fase oleosa; na formulagao
proposta a pomada orabase apresentou componentes oleosos caracterizando a formulagdo com
apenas uma fase oleosa, contendo vaselina e 6leo mineral que fornecem a formulagdo acao
emoliente (SOUZA, 2016). Como a formulacdo proposta tem a caracteristica de orabase que
permite melhor aderéncia a mucosa, foi escolhido a carboximetilcelulose (CMC) por ter
compatibilidade com outros componentes da formulagdo. Estudos relataram que apesar do
CMC ser um 6timo polimero para aderéncia de mucosas, existem outros disponiveis para serem
utilizados em formulagdes oleosas, dentre eles a maltodextrina (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010).

Na produg¢do de uma forma farmacéutica semissolida ha que se considerar como testes
de controle de qualidade: caracteristicas organolépticas, envolvendo aspectos visuais como
transparéncia, cor e aspectos sensoriais; comportamento reoldgico por meio de teste de
espalhabilidade, consisténcia, penetrabilidade, plasticidade e brilho, coalescéncia,
homogeinidade, pH e doseamento do farmaco (BRASIL, 2004). As caracteristicas
organolépticas constituem o indicativo mais acessivel de qualidade, principalmente em
formulagdes semissolidas para determinar possiveis alteragdes e aceitagdo do produto pelo
consumidor (BRASIL, 2004). Logo, a partir dos resultados obtidos da formulag¢ao proposta os
testes de controle de qualidade apresentaram estabilidade quimica, fisica e microbiologica pelo
periodo proposto no presente estudo, demonstrando aparéncia e colora¢do agradaveis, bem
como sua consisténcia ao toque, sem presen¢a de contaminantes, ndo corroborando com 0s
resultados encontrados por Matos (2016), cujo qual apresentou contaminagao
bacteriana/fingica em 60 dias de experimento.

A determinacdo da densidade relativa e de massas ¢ de extrema importancia para
avaliagdo da estabilidade da formula farmacéutica. Quanto mais proxima a formulagdo tiver da
densidade da 4gua mais estdvel ela se torna, consequentemente melhor a incorporacdo do
principio ativo e maior teor do principio ativo, sem perda de propriedades terapéuticas
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010), o que corrobora com os resultados encontrados no presente
estudo, sugerindo uma oOtima estabilidade da formulagdo nos tempos e condigdes de
armazenamento testados.

Quanto a avaliagdo do pH, a determinacdo do pH da formulagdo permite observar se a
formulagdo apresenta degradacdo ou ndo com o armazenamento. O pH deve ser compativel
com a darea fisiologica destinada (MARAFON et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013). No

presente estudo, a média de pH encontrada nos diferentes tempos e locais de armazenamento
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demonstraram estabilidade da formulag¢do, com pH entre 6,01 a 6,67, corroborando com 0s
achados encontrados na determinagao da densidade e pH da pomada orabase de L. ferrea L. a
2%. No trabalho realizado por Matos (2016) que determinou o controle de qualidade de uma
formulagdo orabase de L. ferrea L. os achados de médias de pH ndo corroboraram com as
médias do presente estudo, a nova formulagdo proposta demonstrou resultados bem mais
satisfatorios, com o pH perto da neutralidade, compativeis com a area fisioldgica destinada. Por
isso, a determinagdo do pH ¢ um importante indicador funcional, pois a cavidade bucal
apresenta um pH levemente acido, proximo da neutralidade (em torno de 7) o que contribui
para prote¢ao bacteriana e flingica, além de manuten¢ao da capacidade tamponante e cicatricial,
visto que o pH proximo a neutralidade esta diretamente relacionado ao processo de regeneragao
tecidual (BALBINO; PEREIRA; CURI., 2005; LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002).

Além dos testes de controle de qualidade, ¢ importante, a partir do conhecimento dos
compostos quimicos da matéria-prima vegetal, determinar a finalidade terapéutica da
formulagdo farmacéutica, para isso, s3o necessarios testes clinicos para a sua avali¢ao.

As tlceras aftosas sdo umas das afecgdes cronicas orais mais comuns, apesar de hoje ter
uma etiologia idiopatica, acredita-se que a destrui¢do tecidual local parece ser uma resposta
tecidual mediadas por linfocitos T, onde exibem uma zona central de ulceracdo recoberta por
uma membrana fibrinopurulenta. As reagdes inflamatdrias compartilham as mesmas
caracteristicas mesmo que advindas de diferentes estimulos, onde demonstram
histopalogicamente uma zona de ulcerag@o. Abaixo da area ulcerativa o tecido conjuntivo exibe
um aumento na vascularizacdo e infiltrado inflamatério misto, que consiste em linfocitos,
histiocitos e leucéceitos polimorfonucleares (NEVILLE et al., 2009).

Durante a fase de processo cicatricial que pode variar de 10 a 14 dias, ha presenca de
formagdo de tecido de granulagdo que corresponde ao primeiro produto de crescimento
fibroblastico e endotelial, conferindo uma barreira fisica a lesdo ulcerativa.

Oliveira et al. (2010) avaliaram os efeitos do tratamento topico da L. ferrea L. em feridas
cutdneas de caprinos. As avaliagdes das feridas foram feitas do ponto de vista clinico,
bacteriologico, morfométrico e histopatologico nos periodos pré-determinados (7, 14 e 21 dias).
Os resultados obtidos demonstraram que a utilizagao topica da pomada apresentou eficiéncia
significativa no auxilio da repara¢do cicatricial de feridas cutaneas de caprinos sem apresentar
toxicidade. Resultados semelhantes foram encontrados por SOARES et al. (2013), onde
avaliaram a atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea ex. TUL. Var ferrea e da Aloe vera (L.)

BURN. F. em lesdes cutaneas totais em ratos, contudo, as duas pomadas fitoterapicas ndo
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apresentaram diferenga estatistica significativa, portanto, ambos produtos farmacéuticos
apresentam um poder cicatrizante quando comparado ao grupo controle utilizado.

Segundo Koivisto et al. (2014) as lesdes ulcerativas sdo comunas na cavidade bucal,
seu processo de reparo de forma coordenada e progressiva culmina no restabelecimento da
integridade e funcdo da area lesionada, durante este processo regenerador ha acontecimentos
fisiopatologicos como coagulacdo sanguinea, inflamacdo, reepitelizagdo, angiogénese,
formagao de tecido de granulagdo e remodelacao do tecido conjuntivo. O que corrobora com 0s
achados durante a avaliacdo experimental deste estudo onde no primeiro dia de avaliagdo, os
trés grupos (Jucd, Orabase e Oncilom®) apresentaram escores histologicos semelhantes (escore
4), onde foi visualizado a presenca de extensa area de ulcera¢do associada a presenca de
membrana fibrinogranulocitica, intenso infiltrado inflamatério com polimorfonucleares
neutro6filos, vasos sanguineos ectdsicos, edema e areas de necrose. No 5° dia de avaliagdo, os
grupos Orabase e Oncilom® continuaram apresentando extensas areas de ulceragdo associadas
a membrana fibrinogranulocitica, com presenca de infiltrado inflamatdrio ora agudo ora misto,
com presenca de vasos sanguineos ectdsicos. No grupo Juca, entretanto, foi visualizado, por
vezes, presenca de recobrimento por epitélio e/ou tecido conjuntivo apresentando infiltrado
inflamatorio cronico, com presencga de células mononucleares e areas de deposi¢do de fibras
colagenas. No 10° dia de andlise, foram vistos nos grupos Juca e Orabase regides de
recobrimento epitelial, associada, por vezes, a leve infiltrado inflamatério cronico. Enquanto
isso, no grupo Oncilom, ainda foram visualizadas areas de descontinuidade de epitélio
associadas com infiltrado inflamatério misto.

As células presentes durante o processo inflamatdrio sdo de extrema importancia para
reparacao tecidual, pois atuam contra a contaminagao da area lesionada por agentes externos,
promovendo toda proliferacdo e remodelagao tecidual. Contudo a persisténcia destas células
pode ocasionar no atraso de reparagdo gerando sintomatologia dolorosa e formacgao de tecido
fibrotico exuberante (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; KRYCZKA & BONCELA, 2015).
Este achado pode ter relagdo com a avaliagdo do peso corpoéreo, no presente estudo, todos os
animais ganharam peso durante o periodo do estudo, apesar de ndo apresentarem diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Porém, ¢ importante notar que no grupo tratado com
Omcilon ocorreu menor ganho de peso em relagdo aos outros grupos, bem como foi o que
apresentou maior tempo de cicatrizagdo, demonstrando que o tempo de cicatrizagdo de ulceras
bucais pode influenciar na capacidade de alimentacdo dos animais.

Durante o processo cicatricial, as células multiplicam-se e migram-se participando

ativamente na formagao do tecido de granulagdo, os fibroblastos sdo as células mais abundantes
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do tecido conjuntivo, produzindo grande parte da matriz extracelular (MEC) que o compde
como colageno tipo I e II e elastina além de outras proteases responsaveis pela remodelagao da
MEC (SHAW & MARTIN, 2009; ISAAC et al., 2010; KENDAL & FEGHALI-BOSTWICK,
2014). Esta caracteristica pode ser observada principalmente no ultimo dia de avaliagdo
experimental (dia 10) no grupo tratado com a pomada orabase de L. ferrea L.

Ao comparar os grupos incluidos nos testes deste estudo e analisar os resultados,
evidencia-se a eficacia da pomada orabase a base de L. ferrea L. proposta para a cicatriza¢ao
das ulceras orais. Os ratos do grupo teste apresentaram processo cicatricial mais rapido e
eficiente em relagdo aos demais grupos. A utilizagdo de Libidibia ferrea L. no tratamento de
feridas mostra-se benéfico, principalmente nos primeiros dias pds-operatorio, favorecendo o
reparo tecidual, essa resposta pode estar relacionada aos componentes da formulagdo visto que
a vaselina solida e liquida tem agdo emoliente e a L. ferrea L. atividade cicatrizante ja
comprovada em literatura (BRASIL, 2016; Kobayashi et al., 2015; Oliveira et al., 2010; Soares
et al., 2013). Nao existem trabalhos publicados demonstrando a atividade cicatricial de

formulagdes orabase de L. ferrea L. para tratamento de lesdes ulcerativas.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se concluir que:

e Podde-se, possivelmente, determinar a presenga de trés compostos majoritarios através
do controle analitico em HPLC, dentre eles: acido galico, acido elagico e rutina.

e A formulacdo testada apresentou estabilidade fisico-quimica em todos os tempos e
condigdes de armazenamento, sem alteragdo de cor, odor ¢ consisténcia, elevada viscosidade ¢
auséncia de contaminantes bacterianos e/ou fungicos.

e Houve reducdo significativa das ulceras tratadas com a pomada orabase de L. ferrea L.
a 2% quando comparada aos demais grupos, comprovando a atividade cicatricial da formulagao

fitoterapica proposta quando utilizada para tratamento de ulceras bucais.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo A — Aprovacio da pesquisa pelo CEUA/UFAM.

Poder Executivo ﬁ Ry

Ministério da Educagao (D
Universidade Federal do Amazonas S ..«—

Comissio de Etica no Uso de Animais UFAM

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Protocolo n°® 007/2015- CEUA / UFAM, intitulado como "Controle de qualidade fisico- quimico e efeito

cicatricial de uma formulagéo de orabase de leldlba ferrea (ex Caesalpinia férrea) para cicatrizago de ulceras em cavidade bucal”, sob a

orientagdo da Dra. Nikeila Chacon de Oliveira Conde edo colaborador Dr. José Fernando Marques Barcellos e na responsabilidade de Anselmo

Junio Pedroso Matos, mestrando do Programa de Pds- (;raduaz;ao em Odontologia- UFAM, estéa de acordo com a Legnsla;é’o Federal pertinente

ao uso cientifico de animais e foi APROVADO pelo COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CEEA-UFAM).

Manaus, 05 de abril de 2017.

Profa. Dra. Cinthya lamile Frithz Branddo de Oliveira
Presidente do CEUA-UFAM

Portaria 1595/2014 - GR

Av. Gal. Rodrigo Otavio Jordao Ramos, 3000, Coroado, Campus Universitdrio, Setor Sul, ICB Bloco 1, terceiro andar, 63077-000 — Manaus/AM
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9.2 Anexo B - Aprovacao da pesquisa pelo CEUA/UFC.

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL Do CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito cicatricial de uma formulacdo de pomada orabase de (Libidibia ferrea ex. Caesalpinia
ferrea L.) para a cicatrizagdo de Ulceras da cavidade oral.", protocolada sob o CEUA n2 8625270218 (ip 000200), SOb a
responsabilidade de Ana Paula Negreiros Nunes Alves e equipe; Antonio Ernando Carlos Ferreira Junior - que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC) na reuniéo de 26/04/2018.

We certify that the proposal "Effect on the healing of an oral ointment formulation (Libidibia ferrea ex. Caesalpinia ferrea L.) for the
healing of oral cavity ulcers.", utilizing 84 Heterogenics rats (84 males), protocol number CEUA 8625270218 (b 000200), under the
responsibility of Ana Paula Negreiros Nunes Alves and team; Antonio Ernando Carlos Ferreira Junior - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-UFC) in the meeting of 04/26/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 04/2019 Area: Departamento de Clinica Odontoldgica
Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N: 84
Linhagem: Wistar Peso: 180a220g

Local do experimento: Biotério de Experimentagdo do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC

Fortaleza, 20 de junho de 2018

Moode st Bk ingoior Ol Coins (>

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Virginia Cladudia Carneiro Girdo
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceard

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tetfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horario de atendimento: Segunda a Sexta, das 09h as 13h e das 14h as 18h : e-mail: ceuaufc@gmail.com
CEUA N 8625270218
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9.3 Anexo C - Descricao referente ao Parametro Histologico.

PARAMETROS HISTOLOGICOS

CLASSIFICACAO

REFERENCIA/DESCRICAO

Sem tlcera / tecido conjuntivo remodelado. Sem alteracdo da
superficie do epitélio, tecido sem escavagao. Presenca de fibroblastos,
fibrécitos, abundancia de fibras colagenas dispostas paralelamente e

fibras orientadas paralelamente.

Sem ulcera / fibrose + ligeira inflamagdo cronica. Sem alteragdo da
superficie do tecido epitelial, tecido sem escavacao. Cicatrizagdo pela
substituicdo de tecido conjuntivo e presenca de poucos
mononucleares, incluindo macréfagos, linfécitos e plasmocitos.
Tentativas de cicatrizagdo pela substituicao do tecido danificado por
tecido conjuntivo, efetuando através da proliferagdo de pequenos

vasos (angiogénese) e, em particular, fibrose.

Com tlcera / fibrose + inflamagdo cronica moderada. Epitélio com
defeito local, ou escavagdo, da superficie do tecido, produzido pela
esfoliacio (descamagdo) do tecido inflamatoério necrético.
Cicatrizagdo pela substituicdo de tecido conjuntivo (fibrose) e
moderada presenca de mononucleares, incluindo macrofagos,

linfocitos e plasmocitos.

Com tlcera / processo de inflamagao cronica (tecido de granulagao).
Epitélio com defeito local, ou escavacdo, da superficie do tecido,
produzido pela esfoliagdo (descamagdo) do tecido inflamatorio
necrdtico. Aciimulo focal macréfagos ativados desenvolvendo uma
aparéncia epitelidide, cercados por um colar de leucoécitos
mononucleares, especialmente linfécitos e, ocasionalmente

plasmocitos.

Com tlcera / processo agudo (vasos dilatados, misturado infiltrado
inflamatério com neutréfilos). Epitélio com defeito local, ou
escavacdo, da superficie do tecido, produzido pela esfoliagdo
(descamagdo) do tecido inflamatério necrotico. Presenga de células
inflamatorias, macréfagos, leucocitos circulantes,

predominantemente neutrofilos.
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