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Introducéo

A Libidibia Ferrea € uma planta que possui inimeras propriedades terapéuticas comprovadas para prevencdo e
tratamento de afecgdes bucais. Objetivo: Avaliar uma formulacdo em orabase de Libidibia ferrea quanto a
citotoxicidade. Metodologia: O teste de hemdlise foi realizado através do método de avaliacdo qualitativa de
hemoglobina livre e o teste de cultura de células de fibroblastos através do método de Alamar Blue. Foram testados o
extrato da casca do caule, veiculo da formulagdo, seus adjuvantes e a formulagdo orabase. Resultados: No teste de
hemdlise tanto o extrato da casca do caule quanto a formulagdo e seus componentes ndo apresentaram hemolise ao
avaliar visualmente o sobrenadante de cada poco. No teste de Alamar Blue ndo apresentou toxicidade em nenhuma
das solugdes testadas. Conclusdo: Baseado nos resultados, o extrato da casca do caule e a formulacdo em orabase de
Libidibia ferrea L. ndo foram téxicos quando testados em hemacias e cultura de células de fibroblastos.
Palavras-chave: Fitoterapia; Citotoxicidade; Jucé.

Abstract

Introduction: Libidibia Ferrea is a plant with proven therapeutic properties for the prevention and treatment of oral
diseases. Objective: To evaluate an orabase source of Libidibia ferrea for cytotoxicity. Methodologys: The hemolysis
test was performed using the qualitative assessment method of free hemoglobin and the fibroblast cell culture test
using the Alamar Blue method. The stem bark extract, base vehicle, its adjuvants and orabase base were tested.
Results: No hemolysis test either the stem bark extract or the above and its components did not dissipate hemolysis
when visually evaluating the supernatant from each well. In the Alamar Blue test, it did not show toxicity in any of the
tested solutions. Conclusion: Based on the results, the stem bark extract and the orabase base of Libidibia ferrea L.
were not toxic when tested in red blood cells and fibroblast cell cultures.

Keywords: Phytotherapy; Cytotoxicity; Juca.
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Resumen

Introduccion: Libidibia Ferrea es una planta con probadas propiedades terapéuticas para la prevencion y el tratamiento
de enfermedades bucodentales. Objetivo: evaluar una fuente de orabasa de Libidibia ferrea para la citotoxicidad.
Metodologia: La prueba de hemolisis se realizé mediante el método de evaluacion cualitativa de hemoglobina libre y
la prueba de cultivo celular de fibroblastos mediante el método Alamar Blue. Se ensayaron el extracto de corteza del
tallo, el vehiculo base, sus adyuvantes y la base de orabasa. Resultados: No se realiz6 prueba de hemdlisis ni el
extracto de corteza del tallo ni lo anterior y sus componentes no disiparon la hemdlisis al evaluar visualmente el
sobrenadante de cada pocillo. En la prueba de Alamar Blue, no mostré toxicidad en ninguna de las soluciones
probadas. Conclusién: Segun los resultados, el extracto de corteza de tallo y la base de orabasa de Libidibia ferrea L.
no fueron téxicos cuando se probaron en cultivos de glébulos rojos y fibroblastos.

Palabras clave: Fitoterapia, Citotoxicidad, Juca.

1. Introducéo

As Ulceras ou aftas traumaticas sdo geralmente as lesbes mais comuns dos tecidos moles da boca, causadas pelo
trauma mecénico, onde se observa a relagdo direta entre a causa e efeito. Situam-se com maior frequéncia no labio inferior,
mucosa jugal e lingua. No tratamento dessas lesdes da mucosa oral, principalmente naquelas onde existe o envolvimento
imunoldgico, tem ocorrido uma predilecdo de tratamento pelo uso de pomadas a base de corticosteroides sintéticos (Acetonido
de Triancinolona a 1%), geralmente em orabase (Tommasi, 1982; Regezi et al., 2003)

A fitoterapia através dos estudos com extratos de plantas medicinais tem avancado na Odontologia, pelas diversas
aplicabilidades e a¢des terapéuticas, possibilidade de uso para o controle dos microrganismos do biofilme dental, e a busca de
prevencdo e tratamento para diversas afecces bucais. Na regido Amazodnica, existe uma grande biodiversidade de plantas
medicinais utilizadas de maneira empirica, porém com indica¢cBes consolidadas por séculos de interacdo cultural. Dentre
muitas plantas medicinais se destacam aquelas utilizadas como anti-inflamatdrio e antimicrobiano (Oliveira et al., 2013;
Carvalho et al., 2018; Borrés, 2003)

A espécie Libidibia ferrea L., comum na Amaz6nica conhecida popularmente como jucé ou pau-ferro vem sendo
muito usada na medicina popular. A partir de por¢des da planta como a casca do caule e vagem, sdo realizadas preparacdes que
possuem acdo cicatrizante e propriedades anti-inflamatérias, analgésicas, antimicrobiana e cicatrizante jA& comprovadas por
diversos estudos (Sampaio et al., 2009; De Aradjo et al., 2014). Além disso, a anélise do perfil fitoquimico do extrato
hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. em estudos de identificacdo por cromatografia, demonstrou a presenca de componentes
isolados pertencentes ao grupo dos esteroides, flavonoides, saponinas, cumarinas e taninos, sendo 0s principais componentes
quimicos relacionados as propriedades terapéuticas do Juca, os taninos (Falcdo et al., 2019; Conde et al., 2015; Pereira et al.,
2012; Pedrosa et al., 2016)

No processo de validacdo e avaliacdo de um produto é necessario comprovar sua efetividade, os beneficios de seu uso
e possiveis riscos a salde humana, de animais e ao ambiente. Dessa forma, 0s ensaios toxicoldgicos visam avaliar a seguranca
e o risco/beneficio do uso terapéutico de formulacdes (Evans, 2009; Ndbrega et al., 2008). Torna-se crescente o interesse por
testes in vitro, os quais antecedem teste in vivo e que ndo utilizem animais de laboratério (1SO, 2003)

Sendo assim, novas formulacGes tem sido avaliadas para melhoria no tratamento de lesdes bucais traumaticas,
objetivando uma modulagdo do processo inflamatorio concomitante a otimizagdo do processo cicatricial. Este estudo justifica-
se como avaliacao preliminar em relagdo ao potencial citotoxico de uma formulagdo de pomada orabase de Libidibia ferrea a

ser utilizada para fins terapéuticos sobre Ulceras traumaticas.
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2. Metodologia

O estudo trata-se de uma pesquisa de natureza experimental, in vitro e quantitativa. Pereira et al. (2018) denotam que
a pesquisa de natureza quantitativa é aquela que utiliza os dados coletados por meio do uso de medi¢des de grandezas que sdo
obtidas por meio da metrologia (ndmeros e suas respectivas unidades). Portanto, fez-se necessario a aplicagdo dos respectivos
métodos para teste e andlise dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos.

Os materiais vegetais casca do caule e a vagem da espécie vegetal Libidibia ferrea L. foram coletadas na cidade de
Manaus em locais como o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), estrada BR-174, KM 42 e estrada BR AM
104. O INPA realizou a identificacdo botanica recebendo o cédigo de registro de nimero 228.022. Posteriormente, as matérias-
primas foram processadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/UFAM) conforme a metodologia descrita por Melo
(2010).

Formulagdo da pomada orabase

A nova formulagéo foi proposta a partir da concentracéo inibitoria minima determinada na fase inicial da pesquisa do
extrato da casca do caule de Juca, o qual apresentou melhores resultados frente aos microrganismos testados (Oliveira, 2013).
A composi¢do da formulagdo obedeceu aos mesmos padrdes das pomadas orabases atualmente utilizadas no mercado, porém
com a inclusdo do extrato seco da Libidibia ferrea como componente bioativo.

A formulagdo proposta apresenta duas fases na sua composicdo, a oleosa e a aquosa. O componente da fase oleosa,
representada pelo gel de petrolato/polietileno associado ao 6leo mineral, correspondendo a 40% da composi¢do. Enquanto que
a fase aquosa, representando 60% do total é composta por CarboxiMetilCelulose (0,5%); Metilparabeno (0,15%); Agua
destilada gsp. A apresentacdo da pomada foi em potes contendo 10 g, contendo como componente bioativo o0 extrato seco de
Libidibia ferrea a 10%.

Teste de Hemolise

A atividade hemolitica do extrato da casca do caule e da formulagdo orabase do juc4, bem como de todos os
constituintes adjuvantes de tal formulagéo, foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Fischer (2003) modificado.

Foi coletado 1 mL de sangue em tubos heparinizados de ratos Wistar e diluido em 10 mL de solucdo salina (cloreto de
calcio e de sédio). Em seguida, centrifugado a 1.126 g (1500 rpm) por 5 min (Centrifuge 5804R — Eppendorf), ap6s a remocao
do sobrenadante o sangue foi ressuspendido em 10 mL de solucdo salina e centrifugado novamente. Apds o terceiro ciclo de
centrifugacdo a lavagem de eritrécitos foi concluida. Uma solucdo eritrocitaria a 2% foi obtida a partir do sedimento de
hemacias mantidas no tubo de ensaio. Em 50 mL de solu¢&o salina uma aliquota de 1000 pL foi ressuspendida.

A amostra da formulagdo foi preparada em uma proporcdo de 200 mg/mL de DMSO foram utilizados 10 pL. Nos
casos dos componentes adjuvantes da formulacdo CMC (carboximetilcelulose) e crodabase foram utilizados 400 pL e 10 pL,
respectivamente.

As diluigdes das substancias testes, DMSO, solucéo salina e Triton 0,2% foram adicionados em placa de 96 pogos em
colunas padronizadas (Figura 1). Foi adicionado um volume final de 100 pL de cada substancia teste diluida + 100 pL de
solugdo eritrocitaria a 2%. Na linha A foi testada a Carboximetilcelulose, na linha B o extrato de jucd, na C o veiculo da
formulagdo, na D a formulacéo propriamente dita. Nas linhas F e G foram testados os controles negativos, 0s quais serviram de
diluentes dos compostos acima, sendo 0 DMSO e agua destilada, respectivamente. Como controle positivo foi testado o Triton

na linha H.
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Figura 1. Representacéo esquematica do preenchimento da placa de 96 pocos do teste de hemélise.
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Fonte: Autores.

A placa foi incubada por uma hora sob agitagdo constante a temperatura ambiente (25°C) e, em seguida, centrifugada
a 900 g (1500 rpm) durante 10 minutos. Entdo, transferiu-se o sobrenadante para outra placa e realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro a 540nm (Multimode Detector DTX 800 — Beckman Coulter).

Teste de Cultura de Células

Foram utilizados fibroblastos MRC-5 fornecidos pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM e o teste foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Ahmed (1994) modificado.

Antes da manipulagdo foi realizada antissepsia com alcool 70% do fluxo e de todos os materiais nele inseridos. As
células foram cultivadas em garrafas e mantidas em estufa com atmosfera imida com 5% de CO, e manipuladas em fluxo
laminar. O ensaio de azul de Alamar foi realizada com células da linhagem MRC-5, a partir de fibroblastos de pulmao fetal.
Elas foram semeadas em placas de 96 pocos (0,5 x104 células por pogo) e incubadas numa atmosfera de CO, a 5% e 37 ° C.
Ap6s 24 horas, as células foram tratadas com o extrato da casca de jucd, o veiculo da orabase, a carboximetilcelulose (CMC), o
metilparabeno e a formulag&o propriamente dita em uma concentracdo mée de 50 pg/mL e sete dilui¢cBes sucessivas e incubou-
se durante 72 h. Antes do fim da incubacdo, 10 uL de azul de Alamar (0,02%) foi adicionado a cada poco. O sinal de
fluorescéncia foi monitorada utilizando um leitor multiplacas usando excitacdo a 530 nm e emissdo a 590 nm de comprimento
de onda. O sinal de fluorescéncia gerado a partir do ensaio foi proporcional ao nimero de células vivas na amostra, de acordo
com a fabricagdo. A doxorrubicina foi utilizada como droga padrdo CI50 2,23 uM. Os valores de IC50 e seus intervalos de

confianca de 95% (I1C 95%) foram obtidos por regressdo ndo-linear.

Andlise estatisica dos dados

Os resultados obtidos nos testes de hemélise foram tabulados e apresentados através da Estatistica Descritiva,
utilizando médias, desvio-padrdo, gréficos e tabelas. Para o teste de cultura de células os resultados foram obtidos por
regressdo ndo-linear com valores de 1C50 e seus intervalos de confianca de 95% (IC 95%).
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3. Resultados e Discussao

Os controles empregados aos fitoterapicos sdo semelhantes aqueles exigidos nos medicamentos convencionais, nos
quais as analises sdo realizadas a fim de obter informacfes sobre aspectos botanicos, quimicos, fisico-quimicos, biolégicos e
microbioldgicos tanto da matéria-prima vegetal, quanto de seus adjuvantes tecnolégicos, materiais de acondicionamento e na
forma padronizada, em fase de processamento e em fase final (Gil, 2007). O presente estudo avaliou a atividade de
citotoxicidade e da formulacdo em orabase para avaliacdo inicial do produto proposto.

Um ensaio de citotoxicidade realizado foi o teste de hemdlise visando avaliar o potencial dos produtos testes (o0
extrato da casca do caule de jucd, veiculo da formulacdo, componente adjuvante e formulacdo de orabase) em causar lesfes na
membrana plasmatica de hemacias.

Os resultados demonstraram, apds analise qualitativa, que ocorreu hemdlise completa no controle positivo, enquanto
que os controles negativos ndo apresentaram ruptura de hemécias. Com relagdo ao extrato, veiculo da formulagdo, CMC, e a
formulagdo de orabase, nenhum apresentou hemdlise visualmente em leitura no espectofémetro, ao avaliar o sobrenadante de
cada pogo. Verificou-se um sobrenadante com auséncia de hemoglobina e eritrdticos sedimentados (Figura 2). Tais resultados

sdo satisfatorios com relacdo ao potencial téxico em células do sangue.

Figura 2. Sobrenadante com auséncia de hemoglobina e eritrdcitos sedimentados.

Fonte: Autores.

Os resultados do teste de cultura de células pelo método de Alamar Blue foram avaliadas a viabilidade das células
frente ao extrato da casca do caule, veiculo da formulagdo, seus adjuvantes e a formulagdo orabase de Libidibia ferrea L. O
tratamento correspondeu ao periodo de 72 horas em cultura de fibroblastos (MRC-5) e a doxorrubicina foi utilizada como
droga padrio CI5S0 2,23 uM. Apds analise dos resultados foi possivel verificar (Tabela 1) que nenhuma amostra testada

apresentou efeito citotéxico quando em contato com as células, com percentuais de viabilidade celular acima de 81,25%.
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Tabela 1. Percentual de Viabilidade celular da linhagem de fibroblasto humano MRC5.

CMC NIPAGIN | EXTRATO | CRODABASE | FORMULACAO
CONTROLE 100 100 100 100 100
0,78 100 100 100 100 100
1,56 100 100 100 100 100
3,13 100 100 100 94,68 100
6,25 100 100 100 93,31 100
12,5 100 100 98.86 93,62 100
25 94,28 100 96,08 94,41 100
50 83,72 100 81,25 90,35 100

Fonte: Autores.

Martins et al., (2009) avaliou a citotoxicidade do extrato de arnica brasileira e paulista sobre fibroblastos de mucosa
bucal humana (FMM1) cultivados, para a utilizagdo sobre Ulceras bucais. Obteve resultados satisfatorios no periodo de 24
horas de contato das células com as amostras testadas, constatou-se um percentual de lise celular de 16,88% para arnica
brasileira e 43,46% para a arnica paulista. Entdo, concluiu que os extratos foram biocompativeis in vitro sobre fibroblastos da
mucosa bucal humana e que devem ser realizados testes in vivo para verificar sua acao anti-inflamatdria e reparadora.

Marreiro et al., (2014) obteve resultados utilizando a mesma metodologia de ensaio de citotoxicidade usada neste
estudo, avaliando o extrato da vagem, veiculo e uma formulagdo comercial de enxaguatério de jucé. Os testes demostraram que
ambas as formulagbes (enxaguante bucal e veiculo de L. ferrea) foram citotdxicas causando a morte dos fibroblastos. O
enxaguante bucal apresentou célula de viabilidade de 8 % e o veiculo de 7 % quando comparado com o controle positivo. No
entanto, quando o estudo foi realizado in vivo, a toxicidade do produto ndo apresentou alteracBes inflamatérias. O teste de
hemolise também foi realizado por Marreiro onde foram testados o extrato da vagem, veiculo e uma formulacdo comercial de
enxaguatério de Juca. Apesar de uma baixa porcentagem de hemdlise para o extrato de juca, na maior concentragdo testada
(300pg/mL), a porcentagem de hemolise apresentou uma média de 5,99% +/- 3,21 e para o veiculo (30uL/mL) e a formulagado
comercial de enxaguatdrio de juca (10uL/mL) essa média foi de, respectivamente, 5,99% +/- 3,21 e 14,44% +/-9,72. As
solucdes testes apresentaram-se satisfatérias, visto que todas apresentaram porcentagem de hemdlise abaixo de 50%. Tal fato
pode ter ocorrido pela concentracdo de extrato na formulagdo de orabase (10%) ser menor quando comparado a concentracéo
da formulagdo de enxaguatdrio testada, além de apresentar um maior nimero de adjuvantes farmacotécnicos.

O estudo de Venancio et al., (2020) realizou analise da formulacdo do enxaguante bucal com base no extrato de L.
ferrea utilizando citotoxicidade. No teste de hemolise foi constatado que o enxaguante bucal de L. ferrea ndo mostrou
atividade hemolitica nos tempos estudados. No entanto, o veiculo e os enxaguantes bucais de clorexidina de 0,12% causaram
hemolise com EC50 de 75,14 e 300,5 pg / mL, respectivamente. Um resultado considerado satisfatério uma vez que a
concentracdo de veiculo na formulagdo de enxaguante bucal € menor do que o efetivo concentragdo de hemdlise. No estudo

também realizou 0 método Alamar BlueTM para teste de cultura de células, foi constatado que nenhuma amostra testada foi
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capaz de induzir um efeito citotoxico em contato com as células. Os valores de IC50 acima de 50 pg/ mL demonstraram
auséncia de citotoxicidade nas condicBes testadas.

No estudo de Pereira et al. (2020) que teve por objetivo avaliar a citotoxicidade do extrato metanolico de Psidium
guineense por hemdlise para avaliar o potencial de toxicidade desta planta, demonstrou-se através dos resultados que o extrato
metandlico de P. guineense apresentou percentual abaixo de 10% de hemolise em todas as diferentes concentracdes em
comparagdo com o controle positivo, para todos os tipos de eritrécitos testados do sistema ABO de células sanguineas
humanas, o que sugere baixa toxicidade frente aos eritrocitos humanos testados in vitro, sendo este produto natural considerado
uma opcao viavel para a indUstria de medicamentos fitoterapicos.

Na fabricacdo de uma forma semi-solida 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, homogeneidade, pH e
doseamento do farmaco (Brasil, 2004). Assim, a partir dos resultados obtidos da formulacdo proposta em relagdo a
citotoxicidade, os testes de controle de qualidade, assim como teste de biocompatibilidade em modelo animal sdo as proximas

etapas a serem realizadas, para padronizacédo dessa formulacéo.

4. Concluséao

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios realizados, foi possivel concluir que o extrato do caule do juca, a
formulagdo em orabase proposta de Libidibia ferrea, assim como o seu veiculo e adjuvantes ndo se apresentaram citotoxicos
guando em contato com hemécias e fibroblastos em cultura de células.

Sendo assim, ainda sdo necessarios estudos complementares e auxiliares como teste de toxicidade in vivo para
elucidar aspectos de acdo dessa formulacdo em orabase, além de testes em fase de ensaios clinicos que comprovem o real
potencial como produto eficaz e aplicAvel na area odontoldgica, enriquecendo o patriménio bioldgico e natural do Brasil,

através da fitoterapia, com a utilizagdo de uma espécie nativa da amazonica com potencial terapéutico na clinica odontoldgica.
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