UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACREUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
FARMACEUTICA

DOUTORADO EM INOVACAO FARMACEUTICA

EFEITO REPARADOR TECIDUAL DE UMA POMADA ORABASE DE
EXTRATO DE Libidibia ferrea L. PARA O TRATAMENTO DE
ULCERAS DA CAVIDADE BUCAL EM RATOS DIABETICOS.

Doutoranda: LUCIANA ALEIXO DOS SANTOS DE MELO

MANAUS - AM
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
FARMACEUTICA DA ASSOSSIACAO EM REDE DE IES
DOUTORADO EM INOVACAO FARMACEUTICA

LUCIANA ALEIXO DOS SANTOS DE MELO

EFEITO REPARADOR TECIDUAL DE UMA POMADA ORABASE DE
EXTRATO DE Libidibia ferrea L. PARA O TRATAMENTO DE
ULCERAS DA CAVIDADE BUCAL EM RATOS DIABETICOS.

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Inovacdo Farmacéutica da
Universidade Federal do Amazonas, como
requisito final para obtencdo do titulo de
Doutora em Inovac¢ao Farmacéutica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira
Co-orientadora: Profa. Dra. Nikeila Chacon de Oliveira Conde

MANAUS - AM
2024



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Melo, Luciana Aleixo dos Santos de
M528e Efeito reparador tecidual de uma pomada orabase de extrato de
Libidibia ferrea L. para o tratamento de Ulceras da cavidade bucal
em ratos diabéticos. / Luciana Aleixo dos Santos de Melo . 2024
132 f.:il. color; 31 cm.

Orientadora: Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira

Coorientadora: Nikeila Chacon de Oliveira Conde

Tese (Doutorado em Inovagdo Farmacéutica) - Universidade
Federal do Amazonas.

1. Cicatrizag#o. 2. Fitoterapia. 3. Ulceras orais. 4. Libidibia ferrea.
5. Diabetes Mellitus. |. Bandeira, Maria Fulgéncia Costa Lima. Il.
Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




DEDICATORIA

A minha filha Cecilia Aleixo, forca e luz da minha vida,

espero ser sua luz e sua inspiracao para todo sempre. E e sera tudo por vocé.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, a Deus, por me permitir viver até hoje este momento de
engrandecimento profissional, foi um ano muito dificil e me sinto grata por toda bencdo
recebida, sem sua protecdo e graga nao teria for¢as para continuar meus projetos, a forca que
percebi que tenho este ano devo gracas ao Senhor, meu Deus.

A minha familia, em especial aos meus pais Sandra Aleixo e Wesley Fazzioni, a
madrinha-mée Therezinha Aleixo e minha tia-mae Leonor Bernadete, sem o carinho, amor €
apoio incondicional de todos, este momento seria inalcangavel. Agrade¢o imensamente por
vocés acreditarem no meu potencial, e, muitas vezes colocarem de lado suas prioridades para
sonharem o meu sonho e construirem junto comigo cada um deles.

A minha orientadora profa. Dra. Maria Fulgéncia por primeiramente acreditar no meu
potencial e principalmente que eu seria capaz de concluir este projeto ao seu lado. Agradeco a
confianga e apoio em meu trabalho e por sempre aprender ao seu lado. Uma grande maezinha
cientifica que se tornou uma grande inspiracdo para mim. Obrigada por toda paciéncia neste
caminho e por sua compreensdo no momento para mim mais dificil.

A minha co-orientadora profa. Dra. Nikeila Conde, minha segunda maezinha cientifica,
por ser um ser humano de um coracdo de luz e de incrivel competéncia. Obrigada por todo
apoio incondicional, palavras de carinho e incentivo e por acreditar sempre na capacidade do
meu trabalho, confiando a mim a honra de poder aprender mais uma vez ao seu lado. Minha
grande inspiracdo profissional e pessoal.

Ao Cristiano Carioca, meu grande amigo e hoje o homem que ocupa o lugar no meu
coracdo, vocé me ensina todos os dias a nunca duvidar do meu potencial, obrigada por acreditar
nos meus sonhos e sonhar junto comigo, obrigada pela paciéncia da espera para hoje vivermos
0 que tanto queriamos um para o outro, o nosso relacionamento. A sua admira¢do por mim,
inspira-me a ser cada dia melhor para vocé e minha filha, vocé tem se tornado minha inspiracao
pelo grande homem, companheiro e parceiro, conte sempre comigo € vamos seguir sempre
juntos.

A minha amiga e parceira de estudos Priscila Machado que possamos compartilhar
juntas muitas alegrias e vitorias, obrigada por todos estes anos compartilhados, por todo apoio,
por cada palavra e presenca nos momentos mais dificeis e que ndo foram poucos. Nosso

presente pode ser de muitas batalhas, mas nosso futuro de vitdria € certo.



Aos meus amigos, Diana Melo, Maria Fernanda, Fernando Gongalves Anselmo Matos
e Larissa Ketlen por toda amizade construida nesses anos, vocés sdo pecas fundamentais em
meu crescimento pessoal e profissional, que possamos sempre compartilhar muitos anos de
muito amor, alegria e prosperidade. Vocés sempre serdo fundamentais em minha vida.

A equipe de professores e trabalhadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-
UFAM), por todo auxilio, acolhimento e incentivo durante todo Doutorado, e principalmente
aos professores por fazerem acontecer esta etapa mesmo com as dificuldades vividas em nossa
recente histéria de pandemia, em especial as professoras Dra. Tatiane Pereira, Dra. Marne
Vasconcellos e ao professor e nosso coordenador Dr. Emerson Lima. Agradeco ainda a Maria
Clara por toda atencao prestada durante este percurso.

A equipe de professores e trabalhadores da Universidade do Ceara (UFC), em especial
a Profa. Dra. Ana Paula e futura doutora Imaculada Queiroz, por toda ajuda no experimento e
conhecimento/aprendizado, sem o apoio da equipe parte deste trabalho nao se tornaria possivel,
agradeco a parceria e que no futuro se firme com muito mais parcerias € publica¢des aos grupos.

A todos os meus alunos, por todo incentivo em meu Doutorado, ndo existe mestre que
ndo possa ser aluno pois a vida € uma grande universidade. Portanto, pouco ensina a quem nao
sabe ser um aluno que eu continue sendo inspiragdo em seus caminhos.

A todos os colegas do IAES pela compreensdo durante esta caminhada, gratidao pelo
apoio nos momentos em que mais foi preciso a minha auséncia para me dedicar a minha
evolucao profissional para a docéncia e pesquisa.

Agradeco ainda ao grupo do laboratdrio de estatistica — LabEst, que colaborou com seus
conhecimentos e contribuiram aos grandes resultados encontrados nesta pesquisa, em especial
ao Lucas Pereira, ao Dr. José Clelto e ao Me. Erico Jander que em todos os momentos foram
muito solicitos.

A FAPEAM pelo apoio e incentivo financeiro neste projeto.

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



RESUMO

A Libidibia ferrea L. (jucd) tem demonstrado resultados promissores terapéuticos anti-
inflamatoério e cicatrizante, antimicrobiano, analgésico e antitérmico. O presente estudo
realizou o controle de qualidade fisico-quimico e avaliou a atividade cicatrizante em ulceras
orais induzidas sob a terapia topica com pomada orabase de Libidibia ferrea L. em ratos
portadores de diabetes mellitus. Para tal, realizou-se o Estudo 1 - “in vitro”: testes de
centrifugacdo, pH, densidade, comportamento reoldgico, avaliagdo microbioldgica para
pesquisa de contaminantes e microrganismos patogénicos e caracteristicas organolépticas, nas
condig¢des fisicas de armazenamento e os periodos experimentais; e o Estudo 2 - “in vivo™: agdo
cicatrizante da pomada em ulceras orais de ratos portadores de diabetes mellitus, divididos em
5 grupos: controle negativo — ratos normossistémicos (G1), controle positivo — ratos diabéticos
(G2), controle positivo - triancinolona (G3), grupo jucé (G4) e grupo orabase (G5), através da
andlise histopatologica, colagénese, imuno-histoquimica para IL-1, TNF-a, TGF-f e CD31,
nos dias 01, 05 e 10 p6s indugdo ulcerativa. No estudo 1, observou-se discreta separagdo de
fase oleosa sem precipitados nas condigcdes testadas; no teste de pH houve diferenca
significativa entre as condi¢des testadas sendo que a geladeira apresentou diferenga
significativa em relagdo ao Ar condicionado e TAC, apresentando o pH mais estavel (£6,56); a
densidade apresentou estabilidade durante os 12 meses; na viscosidade a pomada foi do tipo
pseudoplastico/plastico; a avaliagdo microbioldgica ndo demonstrou presenca de
contaminantes; nao houve alteragdes de cor, com odor forte e aromético e presenga de brilho e
consisténcia lisa, auséncia de granulagdes. O estudo 2 demonstrou diferencas nos valores dos
tamanhos ulcerativos bem como sua redu¢do durante o periodo avaliado. Os grupos G1 e G4
foram os que apresentaram os menores tamanhos ulcerativos no final do experimento, 5,26 cm
e 6,42 cm, respectivamente. Avaliando o peso corporal dos ratos observou-se que o G1 (7,84)
apresentou ganho de peso em todos os periodos € o G4 nos dias 05 (2,75) e 10 (4,45), bem
como o grupo G5 (6,60) no dia 10. Histopalogicamente, ndo houve diferenca significativa nos
escores ulcerativos nos dias 01 e 05 em todos os grupos (score 4). Entretanto, no dia 10 houve
diferenga significativa entre os grupos G1 (2,75) e G5 (3,62), ndo existindo esta diferenga nos
demais grupos. Pode-se observar entre os grupos G1 e G4 os melhores resultados para atividade
de colageno total (22,11 e 19,77), tipo I (14,80 e 13,91) e tipo III (7,31 e 5,85) depois dos 10
dias. A andlise imunohistoquimica demonstrou um retardo da cicatrizag@o associado a elevados
niveis de IL-1, principalmente no grupo G3 (741,20). Ao avaliar o TNF-a, observou a
diminui¢do em todos os grupos, excetuando no G1 (11,33) e G3 (50,20) que niao houve
mudangas significativas. No dia 05 que todos os grupos tiveram um aumento de TGF-3, com
exce¢do do grupo G5 (9,50), nota-se ainda um aumento significativo nos grupos G2 (181,67),
G3 (119,20) e G4 (24,33) no dia 10. Por fim, ao avaliar o CD31, nenhum dos grupos
apresentaram diferencas estatisticas no dia 05, contudo no dia 10 os que mais expressaram
foram os grupos G4 (130,33) e G5 (150,00). Com bases nos resultados apresentados, a
formulagdo apresentou estabilidade fisico-quimica em todas as condi¢cdes de armazenamento e
tempo testados, com melhores resultados no armazenamento em geladeira, bem como uma
efetividade no reparo tecidual, sugerindo a indicagdo da atividade cicatricial da formulagdo
fitoterapica proposta quando utilizada para tratamento de tlceras orais em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Cicatrizagio; Fitoterapia; Ulceras orais; Libidibia ferrea; Diabetes Mellitus.



ABSTRACT

Libidibia ferrea L. (jucd) has demonstrated promising therapeutic results in anti-inflammatory
and healing, antimicrobial, analgesic and antipyretic properties. The present study performed
physicochemical quality control and evaluated the healing activity in oral ulcers induced under
topical therapy with Libidibia ferrea L. orabase ointment in rats with diabetes mellitus. For this
purpose, Study 1 was carried out - “in vitro”: centrifugation tests, pH, density, rheological
behavior, microbiological evaluation for research of contaminants and pathogenic
microorganisms and organoleptic characteristics, under the physical storage conditions and
experimental periods; and Study 2 - “in vivo”: healing action of the ointment on oral ulcers of
rats with diabetes mellitus, divided into 5 groups: negative control - normosystem rats (G1),
positive control - diabetic rats (G2), positive control - triamcinolone (G3), jucé group (G4) and
orabase group (G5), through histopathological analysis, collagenesis, immunohistochemistry
for IL-1, TNF-a, TGF-B and CD31, on days 01, 05 and 10 after ulcerative induction. In study
1, discrete separation of the oily phase without precipitates was observed under the conditions
tested; in the pH test, there was a significant difference between the conditions tested, with the
refrigerator showing a significant difference in relation to the air conditioning and TAC,
presenting the most stable pH (£6.56); the density was stable during the 12 months; in terms of
viscosity, the ointment was of the pseudoplastic/plastic type; the microbiological evaluation did
not demonstrate the presence of contaminants; there were no color changes, with a strong and
aromatic odor and the presence of shine and smooth consistency, and absence of granulations.
Study 2 demonstrated differences in the values of ulcer sizes as well as their reduction during
the evaluated period. Groups G1 and G4 were those that presented the smallest ulcer sizes at
the end of the experiment, 5.26 cm and 6.42 cm, respectively. Evaluating the body weight of
the rats, it was observed that G1 (7.84) presented weight gain in all periods and G4 on days 05
(2.75) and 10 (4.45), as well as group G5 (6.60) on day 10. Histopathologically, there was no
significant difference in ulcer scores on days 01 and 05 in all groups (score 4). However, on
day 10 there was a significant difference between groups G1 (2.75) and G5 (3.62), with no such
difference existing in the other groups. The best results for total collagen activity (22.11 and
19.77), type I (14.80 and 13.91) and type III (7.31 and 5.85) were observed between groups G1
and G4 after 10 days. Histopathologically, there was no significant difference in ulcerative
scores on days 01 and 05 in all groups (score 4). However, on day 10 there was a significant
difference between groups G1 (2.75) and G5 (3.62), with no such difference in the other groups.
The best results for total collagen activity (22.11 and 19.77), type 1 (14.80 and 13.91) and type
I (7.31 and 5.85) were observed between groups Gl and G4 after 10 days.
Immunohistochemical analysis demonstrated delayed healing associated with high levels of IL-
1, mainly in group G3 (741.20). When evaluating TNF-a, a decrease was observed in all
groups, except in G1 (11.33) and G3 (50.20) where there were no significant changes. On day
05, all groups had an increase in TGF-f3, with the exception of group G5 (9.50), and a significant
increase was also noted in groups G2 (181.67), G3 (119.20) and G4 (24.33) on day 10. Finally,
when evaluating CD31, none of the groups showed statistical differences on day 05, however,
on day 10, those that expressed the most were groups G4 (130.33) and G5 (150.00). Based on
the results presented, the formulation showed physical-chemical stability in all storage
conditions and time tested, with better results when stored in the refrigerator, as well as
effectiveness in tissue repair, suggesting the indication of the healing activity of the proposed
phytotherapeutic formulation when used for the treatment of oral ulcers in diabetic rats.

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

A Diabetes Melittus (DM) ¢ uma doenga metabolica caracterizada por hiperglicemia
decorrente da secrecdo defeituosa/insuficiente de insulina e/ou em sua acdo. Segundo a
International Diabetes Federation (2017) essa patologia acomete propor¢des epidémicas
mundiais chegando a apresentar estimativas de 425 milhdes de pessoas, sendo 8,8% da
populacao mundial entre 20 e 79 anos; se estas estimativas crescerem a proje¢ao sera superior
a 628,6 milhdes de pessoas com 79% dos acometidos em paises em desenvolvimento até 2045.
O paciente acometido por esta patologia torna-se vulneravel a diversas complicacdes associadas
como alteragdes microvasculares e macrovasculares, incluindo danos teciduais e celulares
(GOIS et al., 2021; SBD, 2020).

Esta doenga sistémica pode afetar diretamente ou indiretamente a saude bucal, dentre as
condi¢des orais afetadas podemos citar a alteragdo na produgdo e composi¢do salivar através
da modulagdo de neurotransmissores como a acetilcolina e modifica¢des de algumas proteinas
que levam a problemas como a hipossaliva¢do e consequentemente xerostomia, fator que pode
desencadear ulceras, muitas vezes de carater cronico. (KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN,
2015; MAURI-OBRADORS et al., 2017; PETERSMANN et al.,, 2019; PRADO &
VACCAREZZA, 2013; ROHANI, 2019).

O retardo cicatricial em pacientes diabéticos que apresentam deficiéncia plaquetaria
e/ou em algum fator do processo de coagulacdo ou inflamatorio pode influenciar no processo
reparador de algumas lesdes bucais, como as feridas ulcerativas. Diversos fatores locais e
sistémicos como a idade, estresse, medicamentos, nutricdo, infeccdo comprometendo ainda
mais o processo cicatricial, tornando-se fortes preditores no desenvolvimento de feridas
cronicas e no retardo da neoformagao tecidual (GOIS et al., 2021; VIEIRA & ARAUIJO, 2018).

O estado de hiperglicemia, caracteristico da DM, esta relacionado a superprodugdo de
Fator de Necrose Tumoral- alfa (TNF-a) (SALVI et al., 1997; RASHID et al., 2004). Sabe-se
que essa citocina pode atuar, além de processos imunoldgicos e inflamatorios, na reparagdo dos
tecidos. A producdo fisioldgica desregulada de TNF-a provoca uma diminui¢do na contragdo
cicatricial das feridas, o que pode ocorrer devido a diminui¢@o na expressao do colageno tipo I
e III (RAPALA et al., 1991). Os fibroblastos sdo essenciais ao processo de reparagdo tecidual,
sendo sua proliferagdo e crescimento importantes para a manutengdo de uma pele normal (YU
et al.,2011). Sendo assim, apoptose de fibroblastos induzida pelo aumento dos niveis de TNF-

o parece estar envolvida no atraso na cicatrizacdo dos tecidos observado em pacientes
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diabéticos e, portanto, a inibicdo farmacoldgica dessa via poderia auxiliar no processo de
cicatrizagdo tecidual.

As lesdes ulcerativas bucais, conhecidas como aftas, constituem uma doenca de
etiologia desconhecida bastante prevalente na pratica clinica odontoldgica. Muitas hipodteses
etiologicas sdo propostas, como hereditariedade, traumas variados sobre a mucosa bucal,
alimentacdo, fatores imunoldgicos e hormonais, entre outros. Estima-se que 90% dos casos
clinicos abrangem pacientes do sexo feminino, apresentando surtos esporadicos ou recorrentes,
com sintomatologia discreta @ moderada. No que se refere as ulceragdes aftosas menores,
principalmente as de origem traumatica (ABID & NASER, 2021; GASMI et al., 2021; O’NEIL
& SCULLY, 2012; VAILLANT & SAMIMLI, 2016).

A reparagdo tecidual de feridas é um processo inflamatério complexo a fim de
restabelecer a hemostasia tecidual, envolvendo uma cascata de eventos celulares, fisiologicos,
moleculares e bioquimicos que interagem nos mais diversos sistemas corporais. Basicamente,
o processo reparador envolve 5 etapas principais: inflamacao, proliferacdo celular, formagao
do tecido de granulagdo, contracdo e remodelacdo da ferida; ou em 3 fases, didaticamente
divididas em fase inflamatoria, fase de proliferacao ou de granulacdo e fase de remodelagao ou
de maturacdo. A liberagdo de diversos mediadores vasoativos € quimiotaticos conduzem o
processo de cicatrizagdo apods a interagdo das células inflamatérias na regido da ferida
(OLIVEIRA & DIAS, 2012; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007).

Quando se deseja tratar lesdes ulceradas em mucosa bucal, de origem ndo infecciosa,
existem vdrios tratamentos farmacologicos ou ndo-farmacologicos disponiveis para oferecer
um controle algico e inflamatorio ao paciente, contudo o tratamento padrdo-ouro preferencial
tem sido através do uso de pomadas a base de corticosteroides sintéticos (Acetonido de
Triancinolona a 1%), geralmente em orabase (ABID & NASER, 2021; FANTOZZI et al., 2019;
HAMISHEHKAR et al., 2015; NASRY et al., 2016; SANTOS et al., 2019).

Os corticosteroides sdo comumente prescritos para o tratamento de sintomas dolorosos
destas lesdes (CAMPISI et al., 2007, CHAVAN et al., 2012). No entanto, resultados
contraditdrios tém sido relatados na literatura sobre os efeitos dessa modalidade terapéutica no
processo de cicatrizagdo (PETROIANU et al., 2009; ALBERTI, VASCONCELLOS,
PETROIANU, 2012).

Em contraste com os medicamentos j& inseridos no mercado farmacéutico para o
tratamento de diversas patologia bucais, diversas espécies de plantas medicinais vém sendo
estudadas demonstrando agdes terapéuticas contra diversos disturbios bucais, exibindo

propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, analgésicas, anti-hemorragicas, ja
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identificadas cientificamente (CONDE et al., 2015; DROZINO et al., 2017; LINS et al., 2022;
MARTINEZ, GOMEZ & SOOK OH, 2017; OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014;
SAMPAIO et al., 2009).

O Brasil representa a maior parcela da flora mundial, cerca de 20% da biodiversidade
genética do mundo esta presente em nosso pais, sobretudo na Amazonia. Segundo o Ministério
da Satde (MS), entre as préticas integrativas e complementares realizadas no Sistema Unico de
Saude (SUS), o uso das plantas medicinais e a fitoterapia predomina e sdo realizadas, em sua
maioria, na atencao primaria a saide. O Brasil possui inimeras vantagens e oportunidades para
o desenvolvimento dessa terapéutica, como o uso de plantas medicinais vinculado ao
conhecimento tradicional e tecnologia para validar cientificamente esse conhecimento;
entretanto, se nao houver politicas governamentais capazes de produzir impactos sociais, a
pratica em questdo permanecerd indeterminada. (BRASIL, 2012; RATTMANN et al., 2022;
SANTOS, 2011; SILVA & SANTANA, 2018)

Em face disso, o marco legal proporcionou uma crescente institucionalizagdo das
praticas integrativas e complementares no SUS, com a criagdo de legislagdes especificas no
pais para garantir recursos para sua implementacao. Em 2006, foram criadas a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e complementares (PNIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF) para o SUS, possibilitando a inclusdo de mais uma terapéutica ao
arsenal de possiblidades de tratamento a disposi¢ao dos profissionais de saide (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2012; GURGEL JUNIOR, GURGEL & FIGUEIREDO, 2014; RATTMANN et al.,
2022).

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, muitas
vezes, ja confirmadas pelo uso popular e comprovadas cientificamente, por anos, passaram a
gerar interesse € incentivos institucionais e governamentais (BARKAT et al., 2021; CASTRO
etal.,2014; JUTTE et al., 2017).

A fitoterapia é um método de tratamento de enfermidades que utiliza drogas vegetais:
planta medicinal, ou suas partes, que contenham substancias ou classes de substancias que sao
responsaveis pela acio terapéutica. E caracterizada pela sua utilizagdo nas mais diversas formas
farmacéuticas, desde que sua eficacia e seguranga sejam validadas para garantir sua adequada
reprodutibilidade e garantir a qualidade do produto farmacéutico (ANVISA, 2013; BARKAT
etal., 2021).

Observa-se um aumento da utilizagdo de fitoterdpicos no tratamento de diversas

afecgdes bucais, incluindo as lesdes ulcerativas bucais (DUARTE et al., 2011). Esses produtos
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tém demonstrado efeitos positivos em um ou mais estagios do processo cicatricial de feridas,
principalmente com resultados promissores quando testado em lesdes traumaticas bucais. Neste
contexto, a Libidibia ferrea L. ja foi testada em ratos normossistémicos como possivel
alternativa terapéutica para o tratamento destas lesdoes (MELO, 2019; MENDONCA et al.,
2009)

A Libidibia ferrea L. (ex Caesalpinia ferrea Mart.) conhecida popularmente como jucé
ou pau-ferro, tornou-se bastante difundida na medicina popular por apresentar propriedades
terapéuticas antimicrobianas, analgésicas, anti-inflamatorias, cicatrizante, antiulcerativa,
hemostatica, expectorante, anti-helmintica, cardionica, dentre outras, o que justifica o grande
interesse dos pesquisadores por esta planta (COSTA, GUILHON-SIMPLICIO & SOUZA,
2015; DROZINO et al., 2017; LINS et al., 2022; MACEDO et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2012; SAMPAIO et al., 2009).

Nao obstante a esse ponto, o medicamento fitoterapico deve ser produzido com um
controle de qualidade rigoroso e envolver varias etapas que vdo desde os levantamentos
etnofarmacoldgicos e de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas, até a obtencao da matéria-
prima, passando por todo processo de producgdo, culminando com a andlise do produto final,
contudo sem garantir a eficacia do produto, entretanto torna-se um fator primordial ao mesmo
(BARKAT et al., 2021; BRASIL, 2010).

O referido controle de qualidade ¢ primordial para garantir a eficicia e seguranca do
produto e compreende uma série de analises da sua matéria-prima e da formulagao finalizada
(andlise fisico-quimicas e microbioldgicas), como ensaios farmacoldgicos pré-clinicos e
clinicos dos efeitos bioldgicos recomendados, bem como seus efeitos toxicos (BARKAT et al.,
2021; BRASIL, 2010; CALIXTO, 2010; CARVALHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2014,
CARVALHO et al., 2018).

Estudos anteriores realizados por Melo (2019) com uma formulagao a base de Libidibia
ferrea L. demonstraram ser de facil manipulagdo e manuseio podendo sua formula farmacéutica
estar destinada a ser aplicada sobre a pele ou certas mucosas com a finalidade de exercer um
efeito local permitindo a penetragdo dos compostos farmacolégicos adequadamente.
Evidenciou-se, também a eficacia da pomada onde os ratos do grupo-teste apresentaram o
processo cicatricial mais rapido e eficiente em relagdo aos demais grupos, confirmando que a
utilizacdo de Libidibia ferrea L. no tratamento de feridas mostra-se benéfico, principalmente
nos primeiros dias, favorecendo o reparo tecidual em ratos normossistémicos.

A inovacdo tecnoldgica farmacéutica tem transformado o desenvolvimento de

medicamentos e tratamentos, proporcionando avangos significativos em diversas areas,
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incluindo a odontologia, envolvendo a criagio de novos métodos de administragdo de
medicamentos que podem melhorar a eficdcia e seguranca dos tratamentos e a conveniéncia
para o consumidor final do produto farmacéutico. Essas inovac¢des procuram melhorar a
experiéncia do paciente, aumentando a adesdo ao tratamento, reduzir reagdes adversas e
maximizar a eficicia terapéutica, sendo fundamental assegurar que o mesmo trara beneficios
significativos a sociedade, ciéncia ou outras areas afins.

O desenvolvimento de novas formas farmacé€uticas envolve a criacao de novos métodos
de administracdo de medicamentos e inclusdo de novos principios ativos farmacologicos. As
formas semissolidas para a cavidade bucal, como as pomadas em orabase, prolongam sua
adesdo a mucosa e melhoram a efetividade farmacoldgica para diversas afecgdes bucais,
criando uma barreira protetora na pele, mantendo a hidratacdo e permitindo a liberagdo
prolongada do medicamento; essas formulagdes continuam sendo uma area vital de pesquisa e
inova¢ao na industria farmacéutica, oferecendo solugdes terapéuticas eficazes e convenientes
para uma ampla gama de patologias.

Portanto, considerando o potencial terapéutico existente nas plantas medicinais,
especificamente a eficdcia cicatricial ja comprovada da Libidibia ferrea L., assim como a
prevaléncia destas lesdes traumaticas e do desconforto que causam aos pacientes, considera-se
importante novas opgdes terapéuticas para o seu tratamento. Sendo assim, a proposta deste
trabalho foi caracterizar uma formulagao a base de Libidibia ferrea L., em orabase, obedecendo
as exigéncias fisico-quimicas de controle de qualidade, seguindo orientacdes de padronizagdo
e normas das boas praticas de fabricacao de pomadas da Farmacopeia Brasileira e da Agencia
de Vigilancia Sanitaria, bem como avaliar a atividade cicatricial em ulceras induzidas na

mucosa oral de ratos portadores de diabete mellitus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesdes ulcerativas da cavidade bucal e seu processo de reparacao tecidual

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

Segundo Neville ef al. (2016) lesdes agudas e cronicas resultante de um trauma
mecanico sdo frequentemente encontradas na mucosa bucal. O trauma agudo ou crénico na
mesma pode resultar em ulceragdes superficiais, podem permanecer um longo periodo de
tempo, contudo, geralmente cicatrizam em poucos dias. Na maioria dos casos, ha uma fonte
adjacente traumatica, e sua apresentagdo clinica pode ter similaridades com outras lesoes,
principalmente quando a mesma ndo responde ao tratamento, sendo necessario o diagnostico
diferencial (bidpsia).

Clinicamente, as lesdes ulcerativas apresentam trés aspectos, normalmente
sintomaticos, como: minor, major e 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 diametro de 10
mm ou mais que deixam cicatrizes apos 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 (FITZPTRICK, COHEN & CLARK, 2019; GASMI et al.,2021; JU et al., 2019; KIGNEL,
2007; NEVILLE et al., 2016; SCULLY; GORSKY & LOZADA-NUR, 2002; ZUNT, 2002).

Ao analisar as caracteristicas clinicas das lesdes Compilato et al. (2009), Kignel (2007),
Gasmi et al. (2021) e Neville et al. (2016) relataram que normalmente sdo de aspecto ovoides
e sintomaticas, sendo limitadas a area submetida ao dano e podem apresentar-se com um centro
necrotico 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. Na maior parte das vezes, as ulceras bucais aparecem
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clinicamente de forma muito semelhante, mesmo que sua etiopatogenia possa variar, podendo
ser a consequéncia clinica de doencas sist€émicas, por isso a necessidade de um diagndstico
diferencial, associando a historia clinica, exames extra e intrabucais e exames complementares
sdo de extrema importancia para um diagndstico adequado.

Em uma visao microscopica, observam-se trés estagios da doenca: a fase pré-ulcerativa
com um infiltrado de linfécitos na lamina propria acompanhado de degeneracdo das células
epiteliais suprabasais; um estagio ulcerativo, mais avangado, com a presen¢a de um edema e
degeneracdo epitelial progredindo para uma ulcera com uma membrana de fibrina recobrindo-
a e consequente aumento dos infiltrados inflamatorios; e, a ultima fase, de reparagdo, observa-
se a regeneracao do epitélio (FITZPTRICK, COHEN & CLARK, 2019).

Neville et al. (2016) referem as caracteristicas histopatologicas das ulceragdes
traumaticas com a presenga de membrana fibrinopurulenta (fibrina e neutréfilos) de espessura
variavel. O epitélio superficial contiguo pode ser normal ou exibir regides hiperplasicas com
ou sem hiperceratose. A area mais profunda ulcerativa apresenta tecido de granulagdo com
infiltrado inflamatorio misto (linfécitos, plasmdcitos, neutrdfilos e histideitos), além disso o
tecido conjuntivo vascular desta regido pode apresentar hiperplasia e causar elevagdo
superficial.

As lesdes ulcerativas comumente presentes na cavidade bucal sdo caracterizadas pela
perda de continuidade tecidual mucoepitelial, acarretando alteragdes na estrutura anatomica ou
funcdo fisioldgica dos tecidos afetados. As mesmas podem ser classificadas quanto a causa,
em: cirurgicas, ndo cirurgicas; segundo o tempo de reparacdo, em agudas e cronicas, ¢ de acordo
com a profundidade, em relacdo a extensdo da parede tissular envolvida (epiderme derme,
subcutaneo e tecidos mais profundos, como musculos, tenddes, 0ssos e outros) em graus, I, II,
IIT e IV como demonstrado no esquema abaixo (Figura 1) (BILODEAU & LALLA, 2019;
BRASIL, 2002; KIGNEL. 2007; NEVILLE et al., 2016).

Classificacao
das tulceras

1
[ [ I

Callusg da Tempo de Profundidade
€sao réparacao

LClmrglcg/nao L Agudas/cronicas LGraus L, 11, 111
cirurgica elV

Figura 1. Classificagdo ulcerativa. FONTE: Brasil, 2002.
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Outras classificagdes podem ser encontradas na literatura, como por exemplo a
classificagdo em ulceras primérias e secundarias; onde a primaria a lesdo ndo ¢ precedida por
outra lesdo, e a secundaria que se originam através da ruptura de uma vesicula ou bolha
(REGEZI, SCIUBBA & RICHARD, 2008).

A tlcera aguda geralmente surge ap6s um trauma e apresenta curta duracao (7 a 10
dias), se o fator etiologico traumatico for removido, sua manifestagao clinica caracteriza-se por
edema, graus variados de dor, halo eritematoso e centro amarelado. J4 a tlcera cronica
permanece na cavidade bucal por mais tempo, podendo apresentar uma sensagdo algica mais
fraca ou até inexistente, com lesdes recobertas por uma membrana amarelada central com
margens elevadas (hiperqueratose). Uma vez que a tllcera se manifesta clinicamente, sujeita-se
a irritacao pela acdo da microbiota oral e salivar (BASCONES-MARTINEZ, FIGUERO-RUIZ
& ESPARSA-GOMEZ, 2005; REGEZI, SCIUBBA & RICHARD, 2008; VAILLANT &
SAMIMLI, 2016).

Certas lesdes bucais podem ter origem sist€émica, contudo, em sua maioria, sdo
originadas devido a uma irritagdo mecanica, térmica, elétrica ou quimica na mucosa bucal. A
mucosa bucal ¢ uma barreira de prote¢ao 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. Os estimulos mecanicos (dentes fraturados, proteses mal adaptadas, iatrogenias
diversas) produzem vérios tipos de lesdes (Unicas ou multiplas), denominadas de lesdes
ulcerativas traumaticas, ulceras agudas mais comuns (ENDO et al., 2006; FITZPTRICK,
COHEN & CLARK, 2019; GASMI et al., 2021; JU et al., 2019; MINHAS et al., 2019;
MUNOZ et al., 2009).

A irritagdo quimica por exposi¢ao as substancia acidas ou bdsicas também pode
desenvolver uma lesdo traumadtica ulcerativa, principalmente por aqueles pacientes que
apresentam dificuldade de degluticao. Queimaduras elétricas sdo raras, mas alguns casos podem
ser relatados na literatura em pacientes pediatricos com mordeduras de cabos ou tomadas
elétricas; bem como queimaduras térmicas através do contato com alimentos quentes ou muito
frios, aparecendo principalmente em regido de lingua e palato (MUNOZ et al., 2009; RAWAL,
CLAMAN & KALMAR, 2004).

As lesdes aftosas sdo normalmente encontradas em superficies ndo queratinizadas, tais

como a mucosa jugal, bordos da lingua e 1abios, as quais podem ser facilmente lesionadas pelo



26

movimento mastigatorio. Porém, podem ocorrer lesdes na gengiva, palato e fundo de sulco
vestibular por outras fontes de irritagdo, como pelo trauma da escovagdo (NEVILLE et al.,
2016).

Cavalcante et al. (2011) estabeleceram um modelo experimental de ulcera traumatica
em mucosa jugal de ratos para utilizagdo em testes de terapias complementares. Foram
utilizados 60 ratos, adultos, machos, pesando entre 250 a 300g. A ulceracdo na mucosa jugal
esquerda foi provocada por meio da abrasdo desta com uma lamina de bisturi nimero 15. Os
animais foram observados por um periodo de 10 dias, sendo pesados e suas escoriacdes
mensuradas. As caracteristicas histoldgicas foram analisadas e descritas adotando escores para
comparacdo dos estagios da fase da ulcera. Durante os cinco primeiros dias os animais perderam
peso. A érea 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¢ao dos escores a partir do 4° dia. O modelo de ulcera na mucosa jugal de
ratos proposto pode ser considerado eficaz, apresentando reprodutibilidade confiavel e baixo
custo.

Apos a superficie do epitélio ser lesionada pode-se observar o inicio do processo de
cicatrizag¢do sendo um processo natural mediado por uma organizagdo dos tecidos. A reparagdo
tecidual tem a finalidade de restabelecimento da homeostasia tecidual através da substituicao
do tecido lesado por um tecido conjuntivo vascularizado, independente da origem etioldgica.
Este processo desencadeia uma cascata de eventos celulares e moleculares que sido regulados
por mediadores bioquimicos, onde as células sanguineas entram em contato com o colageno e
outras substancias da matriz extracelular gerando a degranulagdo das plaquetas e ativagdo das
cascatas inflamatdrias (cascata de coagulagdo e sistema complemento), liberando mediadores
vasoativos e quimiotaticos que irdo nortear o processo de reparagdo tecidual. Este processo de
cicatrizagdo tecidual € classificado em fases que ndo apresentam limites definidos contudo sdo
sobrepostas pelo tempo em: fase inflamatoria, fase de proliferagdo ou de granulagdo e fase de
remodelagdo (CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; CLARK, 2005;
FITZPTRICK, COHEN & CLARK, 2019; GASMI et al., 2021; JU et al., 2019; OLIVEIRA &
DIAS, 2012; VELNAR, BAILEY ¢ SMROKOLJ, 2009).

Apbs o dano tecidual, as alteragdes celulares e vasculares com a liberacdo de
mediadores vasoativos promovem uma vasoconstricdo imediata, uma cobertura primaria de
fibrina restabelece a hemostase e fornece um ambiente para secrecao de fatores de crescimento,
citocinas e elementos da matriz extracelular. O codgulo formado minimiza a perda sanguinea

para o espago extravascular, protegendo o organismo contra a penetragdo de agentes externos
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e disponibilizando uma matriz proviséria (trombo vermelho) para a neoformagdo tecidual
(BALBINO, PEREIRA ¢ CURI, 2005; BARBUL, 2006; GONZALES et al., 2016; KUMAR
et al., 2005; OLIVEIRA & DIAS, 2012).

A primeira fase (fase inflamatdria), inicia-se logo ap6s a lesdo, a plaqueta ativada
aumenta a acdo da protrombinase promovendo a producdo de trombina e o ADP liberado das
hemécias amplificam a agregacdo plaquetaria liberando substincias vasoconstritoras,
principalmente tromboxana A2 e prostaglandinas, através do acido araquidonico. As plaquetas
atraidas por proteinas de adesdo (fibrinogénio, fator de von Willebrand, vitronectina,
fibronectina e trombospondina) liberam granulos que possuem fatores de crescimento (TGF-
), fator de crescimento derivados das plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos
fibroblastos, fator de crescimento epidérmico (EGF), ativador e indutor de plaquetas (PAF)
além das substincias vasoconstritoras citadas que atraem neutro6filos a regido lesionada. Com
isso, a resposta inflamatdria inicia-se com a vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
vascular, promovendo a quimiotaxia celular (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005;
BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al.,
2021; OLIVEIRA & DIAS, 2012; RODRIGUES et al., 2019).

Os neutroéfilos sdo as primeiras células a chegar na regido afetada, atingindo sua maior
concentragdo em torno de 24 horas ap6s a lesdo, aderindo-se as paredes através das ligagdes
com as selectinas e produzindo radicais livres que irdo causar a destruicao bacteriana. Apés 48
a 96 horas, os neutrofilos sdo substituidos por macrofagos e tornam-se as principais células
antes dos fibroblastos migrarem para iniciarem a sua replicacdo, tendo um papel primordial no
término do desbridamento que se iniciou pelos neutrofilos, além de secretar citocinas e fatores
de crescimento para a angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular (BALBINO,
PEREIRA e CURI, 2005; BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO &
GROTH, 2007; GASMI et al., 2021; OLIVEIRA & DIAS, 2012; RODRIGUES et al., 2019).

O recrutamento de mais neutrofilos ¢ influenciado também pela producdo de
quimiocininas locais, o CTAP-III ¢ convertido em NAP-2 e exportado para o microambiente
onde ativam as células vasculares e secretam GRO-a. A interagdo entre as proteinas plasmaticas
com os mediadores inflamatdrios gera bradicinina que apresenta propriedades vasoativas e
nociceptivas e induz a metabolizagdo de 4cido araquidonico para eicosandides. Por a¢do dos
eicosanoides (leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas), citocinas (principalmente a IL-1 e
TNF-a) as células dos vasos ndo lesados sdo induzidas a expressarem mais proteinas de adesdo
para leucdcitos. A producdo de IL-8 abaixo da superficie da ferida estimula uma segunda

resposta migratoria para a regido profunda da ferida (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005;
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BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al.,
2021; OLIVEIRA & DIAS, 2012; RODRIGUES et al., 2019).

Em torno do 4° dia inicia a fase proliferativa (segunda fase) que geralmente se estende
até a segunda semana, subdividindo-se em quatro etapas principais: epitelizacdo, angiogénese,
formagdo do tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno. Caso a membrana basal estiver
intacta, as células epiteliais migram e a epiderme ¢é reparada em 3 dias, contudo caso ela esteja
lesada as células epiteliais das bordas da ferida comegam a proliferar para restabelecimento da
barreira protetora. Durante a angiogénese, estimulada pelo TNF-a, as células endoteliais
migram e formam capilares. Para formagao do tecido de granulagao ha presenga de fibroblastos
(ativados por PGDF estimulando a proliferacdo celular, quimiotaxia e sintese de matriz) e
células endoteliais, o TGF-B estimula os fibroblastos a produzirem o coldgeno tipo I e
transforma-se em miofibroblastos cuja funcdo principal é contragdo da lesdo. Os principais
fatores de crescimento envolvidos no processo de reparagdo nesta fase podem ser observados
em detalhes na tabela 1 abaixo (BALBINO, PEREIRA ¢ CURI, 2005; BROUGHTON et al.,
2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al., 2021; OLIVEIRA &
DIAS, 2012).

Tabela 1. Fatores de crescimentos envolvidos na reparagao tecidual.

Fatf)r de Produzido por (Célula) Funciao
crescimento
TNF-o! Monécitos e linfocitos Proliferagdo de fibroblastos, quimiotaxia

para neutrofilos e macrofagos.
TGF-a Matriz extracelular Proliferacdo celular e estimulo epitelial.
Mitogénico para fibroblastos e formagao de
tecido de granulac¢do.
Quimiotaxia para neutr6filos, mondcitos e
PGDF Plaquetas fibroblastos; e proliferagcdo de fibroblastos e
produgdo de matriz extracelular.
Angiogéneses e a proliferacao de células
endoteliais.
IL-1 Mononucleares Proliferacao de fibroblastos.

TGF-B Plaquetas, matriz extracelular

VEGF Queratindcitos e macrofagos

Os fibroblastos migram e sdo ativados das margens da ferida para o seu centro, sendo
os principais componentes do tecido de granulagdo. Com o aumento do nimero de fibroblastos
ativados para a produ¢do de coldgeno, a matriz extracelular comeca a ser substituida por um
tecido conjuntivo mais forte e eléstico (fibroplasia) com neovascularizag¢do da regido. O tecido
de granula¢do formado ¢ suportado por uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialuronico e

colageno tipos I e II, ¢ edematoso e com muitos espagos vazios os quais sdo extremamente
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exsudativos e sangram com facilidade. Estas células sdo encontradas alinhadas ao redor de
depdsitos da nova matriz extracelular, fazendo unides célula a célula e gerando forca de tensdo
auxiliando na contragdo da ferida onde o ressecamento da sua crosta superficial diminui o
tamanho da mesma e arrasta o tecido a ela aderido. Ao final desta fase, o leito da lesdo esta
totalmente preenchido pelo tecido de granulacdo, a circulagdo ¢ restabelecida e a rede linfatica
regenerada, o tecido de granulagdo ¢ enriquecido com mais fibras coldgenas o que comega a
dar a regido a aparéncia de cicatriz (BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005; BROUGHTON et
al., 2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al., 2021; OLIVEIRA
& DIAS, 2012; RODRIGUES et al., 2019).

A caracteristica principal da fase de maturagdo ou remodelacdo (terceira fase) ¢ a
deposicao organizada de colageno de forma paralela, fibroblastos e leucdcitos secretam
colagenases que promovem a lise da matriz antiga. Por volta do 10° dia, a lesdo esté totalmente
preenchida pelo tecido de granulacdo que estd mais enriquecido com fibras de coldgeno e
comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrdtica. O colageno ¢ a proteina mais abundante do
tecido conectivo, os tipos de coldgenos do tecido conjuntivo sao helicoidais (a rica presenca de
glicina e prolina sdo fundamentais para manter a estrutura de tripla hélice). O colageno tipo I é
o mais frequente em ossos e tenddes e o tipo III em tecidos moles, ja o tecido de granulagdo
expressa 30 a 40 % de colageno tipo III, sendo o principal componente da matriz extracelular
dos tecidos. A degradacdo do coldgeno inicia-se precocemente ¢ ¢ muita ativa durante o
processo inflamatorio mediada por colagenases especificas séricas e metaloproteinases
(BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005; BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS, BORGES-
BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al., 2021; MESQUITA et al., 2020; OLIVEIRA &
DIAS, 2012; WILKINSON & HARDAMN, 2020).

Os eosino6filos aparecem nesta ultima fase e podem estar relacionados a produgdo de
fatores de crescimento, na qual a depender do tipo de tecido pode durar meses e ¢ responsavel
pela forca de tensdo e pela diminuicdo da cicatriz e do eritema. O niimero de vasos e da
atividade celular diminuem levando a maturacao da cicatriz, gradativamente os feixes de fibras
colagenas tornam-se mais espessos e regulares, assim a lesdo torna-se mais resistente apds o
colageno ter sofrido maturagdo, a maioria das células desaparecem, observando-se a apoptose
de fibroblastos e células endoteliais, formando, por fim, o tecido cicatricial (BALBINO,
PEREIRA e CURI, 2005; BALBINO et al. 2005; BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS,
BORGES-BRANCO & GROTH, 2007; GASMI et al., 2021; OLIVEIRA & DIAS, 2012;
WILKINSON & HARDAMN, 2020).
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Os mediadores quimicos tem um papel fundamental no processo de reparo, as citocinas
(IL-1 e TNF-a) induzem a produg¢do de 6xido nitroso para a migragdo de neutrédfilos, o PDGF
e o TGF-B também participam ativamente como fator de crescimento com propriedade
quimiotatica sobre macrofagos, neutrofilos e fibroblastos. A IL-6, IL-8 e o TNF-a sdo
mediadores fundamentais na indu¢do mitdtica de queratindcitos e quimioatrativos sobre
neutrdfilos e macréfagos, ja a IL-10 ¢ um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da
inflamacdo atuando como papel limitador e finalizador da resposta inflamatdria, regulando o
crescimento ou diferenciacdo de varias células do sistema imune (BALBINO, PEREIRA e
CURI, 2005; BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS, BORGES-BRANCO & GROTH, 2007,
GASMI et al., 2021; MESQUITA et al., 2020; OLIVEIRA & DIAS, 2012; WILKINSON &
HARDAMN, 2020).

Independente dos processos fisioldgicos e bioquimicos que ocorrem durante o
processo de reparo tecidual a escolha da terapéutica para ulceras aftosas recorrentes e
traumaticas € inespecifica, baseia-se na gravidade, frequéncia, sintomatologia e promogao do
processo cicatricial, utilizados opg¢des terapéuticas paliativas como laserterapia, anti-
inflamatorios, imunomoduladores, analgésicos, antibidticos e anestésicos além de
medicamentos com propriedades naturais e homeopaticos para restabelecimento das func¢des
orais normais (BELENGUER-GUALLAR; JIMENEZ-SORIANO; CLARAMUNT-
LOZANO, 2014; FITZPTRICK, COHEN & CLARK, 2019; GASMI et al., 2021,
HOSEINPOUR, 2011; JU et al., 2019; KIGNEL et al., 2007).

2.2 Diabetes mellitus (DM) e suas manifesta¢oes na cavidade bucal

A saude bucal pode ser influenciada por doengas sistémicas, como doencas
cardiovasculares, hipertensdo arterial, doenca autoimunes, incluindo a DM. A diabetes
desenvolve uma disfun¢do do sistema imunoldgico, envolvendo a células leucocitarias
polimorfonucleares, fung¢do dos linfécitos T, atividade bacteriana, alteracdo da fun¢do
antigénica podendo ocasionar diversas alteragdes bucais relacionada a estas fungdes
fisioloégicas (DEBNATH et al., 2022; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LUO et al.,
2022; MAURI-OBRADORS et al., 2017, PRADO & VACCAREZZA, 2013).

As doengas cronicas ndo transmissiveis representam mundialmente cerca de 38 milhdes
de dbitos por ano, principalmente em paises em desenvolvimento. No Brasil, podemos destacar
dentre elas as doencgas do aparelho circulatdrio, neoplasias, doengas respiratorias cronicas e a

diabetes mellitus. O diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica de etiologia multipla decorrente
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da deficiéncia/insuficiéncia de insulina ou da sua incapacidade de realizar suas fungdes
fisiologicas. Em consequéncia principalmente do distarbio dos carboidratos, ocorre uma
hiperglicemia com diversas complicacdes cardiovasculares, neuroldgicas, renais,
oftalmoldgicas e bucais, especialmente nos casos ndo controlados e cronicos (GOIS et al., 2021;
GROSS et al.,, 2002; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LUO et al., 2022,
PETERSMANN et al., 2019).

Para um diagnostico mais preciso a sintomatologia deve sempre ser associada aos
exames complementares laboratoriais como glicemia de jejum, curva glicémica, urina, entre
outros. Os valores de glicemia baseiam-se no risco de complicagdes, uma glicemia elevada
promove maior risco para complicagdes cronicas, sendo assim o controle glicémico do paciente
torna-se necessario para preveni-las. O teste de glicemia de jejum apesar de especifico apresenta
baixa sensibilidade para afastar o diagnostico da diabetes, sendo necessario solicitar
concomitantemente o teste oral de sobrecarga com glicose ou hemoglobina glicada/glicosilada
(DEBNATH et al., 2022; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; PETERSMANN et al.,
2019).

A classificacdo etioldgica € de extrema importancia para o diagnéstico precoce, melhor
tratamento e controle, prevenindo assim, o aparecimento de complicagdes agudas e cronicas. A
sua classificacdo foi modificada em 4 classes clinicas: na diabetes tipo 1 ou insulinodependentes
ocorre uma destruicdo de células  pancreaticas, decorrentes de doencas autoimunes ou
idiopaticas, levando a deficiéncia absoluta de insulina, necessitando de tratamento com insulina
exogena diaria; na diabetes tipo 2 ou ndo insulinodependentes ocorre um defeito na acdo
insulinica (resisténcia insulinica), na secre¢do pancreatica de insulina (deficiéncia insulinica
relativa) e na regulacdo da producdo hepatica de glicose (resisténcia insulinica no figado) por
uma interagdo de fatores genéticos e ambientais, como obesidade; na diabetes gestacionais
ocorre devido um grau de intolerancia a glicose normalmente no inicio gestacional, podendo
persistir apds o parto; e, nos outros tipos especificos envolvem defeitos genéticos, doengas do
pancreas exdcrino, endocrinopatias, indug¢do por drogas ou outras sindromes
(concomitantemente o teste oral de sobrecarga com glicose ou hemoglobina glicada/glicosilada
(DEBNATH et al., 2022; GROSS et al., 2002; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015;
PETERSMANN et al., 2019).

As alteragdes bucais em pacientes diabéticos sdo muito comuns, embora nao
especificas tem sua incidéncia e/ou progressdo favorecida pelo descontrole glicémico e suas
implicagdes fisioldgicas. Dentre as alteracdes podemos citar candidiase, xerostomia,

hipossalivagdo, distirbios gustativos, infec¢des bacterianas, hipocalcificagdo do esmalte, perda
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precoce dos dentes, halito cetonico, aumento da incidéncia de carie dentdria, doenca
periodontal, dificuldade de cicatrizacdo e ulceragdes na mucosa bucal (DEBNATH et al., 2022;
KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LUO et al., 2022; MAURI-OBRADORS et al.,
2017; PRADO & VACCAREZZA, 2013; ROHANI, 2019).

O fluxo salivar e a saliva sdo estimulados no sistema nervoso autdbnomo pela a¢do dos
neurotransmissores colinérgicos acetilcolina e norepinefrina através dos nervos trigémeos,
facial e glossofaringeo. A xerostomia ou hipossalivacao relatada por 10 a 30% dos pacientes
diabéticos pode causar ulceras e traumas dos tecidos moles e predispor a infeccdes. Em fases
de descontrole metabolico ocorre um agravamento devida a desidratagdo aumentar os
gradientes osmoéticos dos vasos sanguineos em relacdo as glandulas salivares, limitando a
secrecdo da saliva (DEBNATH et al., 2022; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LUO
et al., 2022; MAURI-OBRADORS et al., 2017; PRADO & VACCAREZZA, 2013).

A presenga de infecgdes leva a estimulagdo da resposta inflamatoria resultando em
situacdo de estresse, que aumenta a resisténcia dos tecidos a insulina, piorando o controle da
doenga. Nos pacientes diabéticos, observa-se a depressdo da atividade dos neutrdfilos e
macrofagos, menor eficiéncia da imunidade celular, alteracdo dos sistemas antioxidantes e
menor producdo de interleucinas, o que diminui importantes reguladores da quimiotaxia de
neutréfilos (BASTOS et al., 2011; GRAVES, CORREA & SILVA, 2019; LUO et al., 2022;
MAURI-OBRADORS et al., 2017; SANTOS, TEWARI & MENDES, 2019).

Nao obstante, Brizeno et al. (2016) desenvolveram um modelo experimental utilizando
a mesma metodologia proposta por Cavalcante et al. (2011) para avaliar ulceras bucais
traumaticas em mucosa jugal de ratos diabéticos e para a indugdo diabética foi seguido o
protocolo empregado por Seidel et al. (2003) onde injetou-se intravenosamente aloxana
monohidratada 45mg/kg dissolvida em solugdo salina a 45mg/mL, coletando 2 mL de sangue
através do plexo retro-orbital apos 48 horas da inducdo diabética para confirmacao dos niveis
de glicose sanguinea, considerando o rato diabético quando o nivel encontrava-se acima ou
igual de 200 mg/dL. Apos confirmacdo, o protocolo de inducgdo ulcerativa foi utilizado para
avaliacdo clinica, celular e molecular da cicatrizagdo ulcerativa bucal entre ratos
normossistémicos e diabéticos.

O tempo de evolucdo da DM pode determinar maior risco para a progressdo de
complicacdes, o descontrole glicémico leva ao estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial,
eventos precursores do dano tecidual e determinantes para o desenvolvimento de complicagdes
microvasculares e macrovasculares, principalmente as microvasculares. Seguidamente apds a

lesdo, inicia-se o processo interdependente e sobreposto de restauragdo de integridade tecidual
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desencadeando complexos eventos bioquimicos e celulares que podem resultar no retardo
cicatricial (GOIS et al., 2021; GROSS et al., 2002; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015;
LUO et al., 2022; TAGLIARI et al., 2019).

Esta doenga metabolica sistémica altera a estrutura da membrana celular, modificando
a resposta inflamatdria por alteragcdes quimiotaticas como fagocitarias das células de defesa,
reduzindo a vascularizagdo local. H4 uma reducdo do fluxo em fung¢do da angiogénese
deficiente, presenga de altas concentracdes de metaloproteinases (MMPS), neuropatia, alta
probabilidade de infec¢do e resposta inflamatodria, estresse oxidativo, formacao excessiva de
produtos de glicoxidac¢ao avangada, diminuindo o metabolismo ¢ a entrega de nutrientes bem
como a concentragdo de fatores de crescimento e anormalidades celulares que ajudam na
progressdo continua da area lesionada (GOIS et al., 2021; GROSS et al., 2002;
KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LUO et al., 2022; MASI et al., 2016; TAGLIARI
etal., 2019).

Nos diabéticos a fase inflamatoria inicia-se lentamente, com a diminui¢do de células
de defesa, menor atividade fagocitaria, menor produgdo de citocinas e fatores quimiotaticos e
geracdo de espécie reativa de oxigénio (ROS). Na fase proliferativa ocorre persisténcia das
células inflamatorias as quais produzem elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias e de
mediadores inflamatérios, reducdo de fatores de crescimento e diminui¢do da angiogénese,
aumento das MMPS e diminui¢do dos seus inibidores, diminui¢cdo da sintese de coladgeno e
retardo da reepitelizagdo. Na fase de remodelagdo as células inflamatdrias ainda persistem com
altos niveis de citocinas, de MMPS e ROS. A inflamagdo cronica exacerbada dos pacientes
diabéticos contribui para que esta cicatrizacao seja lenta ou ausente, ocasionado a ulceragdo da
lesdo. O perfil celular encontrado nestas lesdes ¢ mais pro-inflamatorio, com a presenga de
macrofagos classicos, liberagdo de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6, TNF-a e LTB4
(BRIZENO et al., 2016; GOIS et al., 2021; GROSS et al., 2002; KUDIYIRICKAL &
PAPPACHAN, 2015; LUO et al., 2022; MESQUITA et al., 2020; TAGLIARI et al., 2019).

Portanto, o processo de cicatrizagdo em diabéticos encontra-se prejudicado pela
deficiéncia no processo inflamatorio e de coagulacdo assim como o aumento de mediadores
inflamatorios, o desequilibrio entre o acumulo e degeneracdo de componentes da matriz
extracelular pelo estresse oxidativo, fatores de crescimento como TGF-B, TNF-a, IL-6 ¢
aumento de MMPS, diminuindo também a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e
queratindcitos. Esta deficiéncia imunoldgica aumenta progressdo das ulceras traumaticas,
ulceras aftosas e ulceras aftosas recorrentes, desenvolvendo infec¢des que podem ser fatais ao

paciente diabético. Cabe ao profissional o conhecimento adequado da patologia e suas
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manifestagdes bucais estando preparado para atuar em complica¢des durante o tratamento de
pacientes diabéticos (BRIZENO et al., 2016; DEBNATH et al., 2022; GOIS et al., 2021;
GROSS et al., 2002; KUDIYIRICKAL & PAPPACHAN, 2015; LIU &VELAZQUES, 2008;
LUO et al., 2022; MAURI-OBRADORS et al., 2017; OLIVEIRA, LEAO & ALCANTARA,
2021; PRADO & VACCAREZZA, 2013).

2.3 Plantas medicinais e Fitoterapia

Apesar do uso de produtos a base de plantas medicinais transcender 1500 a.C., cerca de
12 mil anos atras, 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
tradi¢des em todos os tempos, independente de classe social e econdmica, pelo mundo inteiro
(BRASIL, 2012; IBIAPINA et al., 2014; MACIEL et al., 2002; OLIVEIRA; RATTMANN et
al., 2022; 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
populacao 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 satide primarios. Contudo, a utilizagdo crescente em todo mundo de preparacdes
fitoterapicas, principalmente nos paises europeus, americanos e australianos, representando em
torno de 1,36 bilhdes de ddlares, podendo chegar a 60 bilhdes da economia mundial (BARKAT
et al., 2021; CALIXTO, 2005; CARVALHO et al., 2018; JUTTE et al., 2017).

Os indicios sobre o uso de plantas medicinais sdo muito antigos, ao longo da histdria
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. Hipdcrates
(460-36 a.C.), em sua obra considerada a mais clara e completa da antiguidade nos traz a
utilizacdo 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; JUTTE et al., 2017).
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A Resolugdo 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 produtos fitoterapicos podem ser utilizados nas mais variadas formas
farmacéuticas, como capsulas, comprimidos, géis, pomadas, solu¢cdes aquosas, solucdes
hidroalcéolicas 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 (BARKAT et al.,2021; CECHINEL-ZANCHETT,
2016; FRANCISCO, 2010; JUTTE et al.,2017).

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 Didrio 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 Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de interesse do SUS (RENISUS), contendo 71 plantas (BRASIL, 2009; CARVALHO et al.,
2012; CARVALHO et al., 2018; IBIAPINA et al., 2014).

Na odontologia, o uso da fitoterapia pelo cirurgido-dentista somente foi reconhecido e
regulamentado como pratica integrativa e complementar pela Resolugdo n°082/2008 pelo
Conselho Federal de Odontologia. A utilizagdo de plantas medicinais para tratar doencgas bucais
ou para tratar doengas sist€émicas 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 (CASTRO et al., 2014; FRANCISCO, 2010; LI & WENG, 2017, MARTINEZ,
GOMEZ & OH, 2017).

No Brasil 132 espécies de plantas medicinais (52 familias botanicas) uteis para o
tratamento de afec¢des odontoldgicas foram descritas por Oliveira et al. (2007). Dentre elas
podemos citar Cravo da india (Syzigiuem aromaticum L.), Roma (Punica granatum L.),
Tanchagem (Plantago major L.), Amoreira (Morus celtidofilia L.), Salvia (Salvia officinalis

L.), Camomila (Matricaria chamomilla L.), entre outras. Essas plantas t€ém apresentado ag¢ao
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bactericida e bacteriostatica sobre bactérias presentes no biofilme dental e indicadas nos casos
de gengivite, abscessos orais, inflamagdo 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 a¢do 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 demonstraram atividade antibacteriana de uma formulagdo 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)
do biofilme com eficiéncia de 90% superior a produtos comercializados tais como o verde de
malaquita, a fucsina e a eritrosina (FRANCISCO, 2010).

Santos et al. (2009) comprovaram a utilizacdo de plantas medicinais para afeccdes da
cavidade oral, sendo a roma (Punica granatum L.) a mais utilizada por parte dos pacientes e
profissionais corroborando com o estudo de Evangelista et al. (2013) que demonstraram 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, conhecida popularmente como Sara
tudo (Justicia acuminatissima). Entre os Cirurgides-Dentistas e entre os pacientes, apenas 8%
e 7,61%, respectivamente, utilizaram plantas medicinais para alteragdes 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
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 al. (2015) onde os profissionais da area da saude
necessitam de capacitagdo e motivagdo para prescricdo adequada e segura de medicamentos
fitoterapicos e plantas medicinais.

A odontologia perscruta agentes biocompativeis para serem usados nos tecidos

dentinarios para os mais diversos fins medicamentosos, Bandeira et al. (2016) evidenciaram a
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eficacia de uma emulsdo de 6leo de copaiba e uma suspensdo do extrato de etanol de propolis
como agentes de limpeza dentéria.

Uma emulsdo a base de 6leo de Copaifera multijuga (copaiba) foi testada como
biomodificador dentinério antes do uso de adesivo universal e autocondicionante evidenciando
em seus resultados uma camada hibrida regular e homogénea na superficie dentinaria em
dentina afetada por carie, com resultados superiores aos padrdes ja utilizados na pratica clinica
odontolégica, independente do adesivo que foi utilizado durante o processor restaurador padrao
testado. Esta emulsdo apresentou estabilidade fisico-quimica por 12 meses, demonstrando ainda
atividade antibacteriana (bactericida e bacteriostatica), inibicdo da atividade das
metaloproteinases (MMP-2 e -9) expressas pelas células da linhagem HT1080, atividade anti-
inflamatoria, dentre outras atividades terapéuticas (ARAUJO et al., 2020; ARAUJO et al.,
2021; BRASIL et al., 2022; LIMA et al., 2022; MEIRA et al., 2020; MOURA et al., 2021).

A partir dos testes realizados com esta emulsdo, realizou-se um teste clinico
randomizado em 27 dentes deciduos para avaliagdo da superficie dentindria através de
Microscopia eletronica de varredura, andlise histoldgica e anélise microscopica eletronica de
transmissdo dos dentes esfoliados, onde 0 mesmo demonstrou melhor integridade da camada
hibrida, e, associado aos testes de estabilidade e controle de qualidade apresentou seguranca
para uso na pratica clinica (BRASIL, 2022).

Além deste fitoterapico promissor para fins odontologicos a base de copaiba, outras
plantas, como a Libidibia ferrea L. vém sendo testadas para outros fins farmacéuticos no intuito

de agregar uma formulag@o inovadora para tratamento de afec¢des da cavidade bucal.

2.3.1 Libidibia ferrea L. (Martius ex Tul.)

A flora amazoOnica 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 M., conhecida como jucaina, jucé 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 e

aproximadamente 53 espécies entre arvores, arbustos e lianas. Assim também, os diferentes
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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 populacdo para o tratamento de feridas cutaneas. A utilizacdo e comercializagao
de suas diversas partes, como a farinha da casca vem despertando o interesse de pesquisadores
para estudos biotecnoldgicos (CAVALHEIRO et al., 2009; DROZINO et al., 2017; OLIVEIRA
et al., 2013; PEREIRA et al., 2012; SAMPAIOQO 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; CAVALHEIRO et al., 2009; DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002;
DROZINO et al., 2017; MAIA, 2004).

Estudo preliminares sobre o perfil fitoquimico 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 (ALMEIDA et al., 2021; 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 presenca de alcaloides, antraquinonas, aglcares,
flavonoides, taninos, saponinas, sesquiterpenos, lactonas e triterpenos, apresentando dentre
estes, maior concentragdo de taninos (ALMEIDA et al., 2021; SOUZA et al., 2015; MACEDO
et al., 2020). Destacam-se na avaliacdo dos constituintes quimicos, os polifendis, 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 (ALMEIDA et al., 2021; UEDA et al.,
2011).

Estudos ja comprovaram a atividade antimicrobiana in vitro da Libidibia ferrea L. sobre
microrganismos presentes no biofilme dental. Um enxaguatério bucal desenvolvido, seguindo
as normatizagdes vigentes da ANVISA (segurancga, eficicia e qualidade), a partir do extrato
desta planta demonstrou resultados positivos frente ao controle do crescimento microbiano. A
atividade antimivrobiana do enxaguatorio fitoterapico a base do extrato hidroalcodlico 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
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concentragdo inibitéria minima pela técnica de microdiluicdo em caldo, assim como, realizou-
se os testes de controle de qualidade avaliando a presenca 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 enxaguatorio, 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. Nao foi citotoxico 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.

Soares et al. (2013) analisaram a atividade cicatrizante da Caesalpinia ferrea e Aloe
vera (L.) Burn.f. em lesdes cutineas totais provocadas experimentalmente em ratos da linhagem
24 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 ndo-idnica e realizadas
andlises histopatoldgicas nos ratos apds o 5° dia de lesdo induzida. Durante a andlise
histopatologica pode-se observar as diferencas de resultados entre os diferentes tratamentos, no
grupo controle notou-se a presenca de crosta fibrino leucocitaria desprendida do epitélio,
presenga de neovasos e um acentuado infiltrado leucocitdrio. 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 Caesalpinia ferrea) foi observado a
grande quantidade de neovasos, presenca de discreta crosta fibrino leucocitaria e de infiltrado
leucocitario. Com esta analise comprovou-se o poder cicatrizante da Caesalpinia ferrea e Aloe
vera (L.) Burn.f. com diferenca significativa entre os grupos tratados e controle, predominando
um melhor resultado do grupo tratado com Caesalpinia ferrea.

A avaliacdo fitoquimica e potencial cicatrizante do extrato etandlico da vagem de
Libidibia ferrea L. em dorso de ratos foi comprovada por Kobayashi et al. (2015). Apds o
preparo do extrato etandlico liofilizado (12,5% e 50%) foram realizadas 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, o0 G4 com extrato de Libidibia ferrea L. a 50%, que ap6s a inducdo da
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lesdo foram tratados pela via topica a cada 24 horas. Kobayashi et al. (2015) constataram 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 reepitelizacdo. O extrato, nas doses testadas ndo demonstrou toxicidade aguda o
que representa uma boa seguranga em ensaios farmacologicos para ratos.

Um estudo semelhante para avaliacdo da atividade cicatrizante da Libidibia ferrea L.
foi realizado por Oliveira ef al. (2010) em lesdes cutaneas de caprinos onde ap6s a inducdo das
lesdes as mesmas foram tratadas com uma pomada a base de Libidibia ferrea L. onde
apresentou resultados extremamente significativos no processo de cicatrizagao das feridas.

Diante disso, Melo et al. (2022) planearam uma nova formulacao fitoterapica a base de
L. ferrea L. para tratamento de tlceras traumaticas bucais, onde testaram a atividade cicatricial
em Uulceras traumaticas bucais de ratos normossistémicos machos da linhagem Wistar,
evidenciando um resultado superior ao agente terapéutico empregado padrdo para o tratamento
desta afec¢do bucal, observou-se a redugdo de tempo de cicatrizagdo ¢ melhor reparagdo
tecidual da formulacdo em orabase de L. ferrea L.

Lins et al. (2022) observaram em um estudo experimental in vitro onde o extrato de L.
ferrea L. ndo demonstrou citotoxicidade no ensaio de MTT apds 24 horas de tratamento,
demonstrando ainda, a atividade anti-inflamatoria do extrato, mostrando melhores resultados
que a dexametasona, sugerindo a incorporag¢do do extrato em uma formulagdo com atividade
anti-inflamatoria, inclusive dentro da odontologia, sem riscos toxicos as células teciduais da
cavidade bucal.

A formulacdo a base de L. ferrea L. vem sendo testada em teste in vitro € in vivo para
tratamento de ulceras bucais em ratos normais ¢ diabéticos. Melo et al. (2022) realizaram a
caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgica de uma formulacdo a base de L. ferrea L. por
60 dias onde foi evidenciado a estabilidade fisico-quimico em todas os tempos e condigdes de
armazenamento testados, propondo uma potencial inovagdo farmacéutica fitoterapica para a

area odontologica.

2.4 Desenvolvimento tecnologico farmacéutico

O desenvolvimento de novas tecnologias farmacoldgicas traz novas opgdes de
tratamento, bem como de formulagdes, aprimorando a efetividade terapéutica de medicamentos
ja 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
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sintetizados vem ganhando mercado quanto a novas descobertas curativas/paliativas (BOAS &
GADELHA,2007; TOLEDO et al., 2003).

O setor farmacéutico foi deliberado como estratégico para o desenvolvimento
econdmico do pais. Desde 2016, o Brasil ampliou internamente seus investimentos no ramo e
as empresas tornaram-se fortes no mercado. O desenvolvimento de medicamentos demanda
muito tempo (em média 20 a 25 anos) até chegar em sua fase final de inser¢do mercadologica,
e, para que isto ocorra, as empresas buscam organizar-se com estratégias para reduzir a
incerteza técnica e comercial do futuro produto inovador. Além da descoberta de novas
moléculas, formulagdes, formas farmacéuticas, doses, entre outros, tornam-se obrigatorios os
testes pré-clinicos e clinicos para comprovar a sua eficacia e segurancga até a sua autoriza¢ao do
registro sanitario e, por fim, sua comercializagdo e farmacovigilancia. Por isso, ¢ muito
importante a selecdo de uma doenga cuja a teraputica emane o amplo consumo do
medicamento, para que tenha o retorno do investimento durante todo o processo, sendo as
doengas cronicas as mais rentdveis para o setor (BUENO, 2017; PINHEIRO, RAPINI &
PARANHOS, 2021; RADAELLI, 2006; SINHA, VOHORA, 2018).

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 pais desenvolva pesquisa com plantas
medicinais em escala mais expressiva, dentre elas sdo destacadas a limitacdo politica e
legislativa, de parcerias publica-privada e entre as indistrias e universidades (CARVALHO et
al., 2008; PINHEIRO, RAPINI & PARANHOS, 2021).

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 ¢ a procedéncia sanitaria do material vegetal, sendo esta irregular,
sobretudo com a contaminac¢do microbioldgica, além da presenga de herbicidas e agrotoxicos
(MATTOS et al., 2018; PINHEIRO, RAPINI & PARANHOS, 2021).

Com o surgimento das industrias farmacéuticas e descobertas de substancias quimicas
sintetizadas industrialmente houve uma diminui¢do no interesse pelos fitoterapicos e plantas
medicinais. Apesar disso observa-se até a presente atualidade que uma parcela populacional
ainda apresenta dificuldade de acesso a certas classes medicamentosas industrializadas, com
isso a industria farmaceéutica e as politicas nacionais de saide publica buscam ampliar a oferta
de servigos e produtos tecnologicos farmacéuticos relacionados a fitoterapia, de forma segura
e racional, considerando o sujeito em sua singularidade e inser¢do sociocultural, promovendo

a integralidade, principalmente na atengdo basica a populagdo (MATTOS et al., 2018). A
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industria de fitoterdpicos e plantas medicinais representa uma excelente alternativa para a
produgdo sustentavel e com a possibilidade de ampliacdo de alternativas terapéuticas aos
usuarios do Sistema Unico de Satude (SUS) visando a melhora da atengfio primaria & satde e
inclusdo social (HASENCLEVER et al., 2017, MIRANDA & UHLMANN, 2021).

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

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de novos farmacos, até mesmo para alguns
medicamentos quimicamente sintetizados resultantes da sintese de plantas medicinais para
reproducdo da atividade terap€utica destes ativos. O processo de validagdo leva a descoberta de
novas acdes farmacologicas de moléculas conhecidas e a descoberta de novas moléculas. O
desenvolvimento de um novo farmaco normalmente fica restrito a industrias multinacionais
sediadas em poucos paises desenvolvidos, requer grandes investimentos, tempo inestimavel de
pesquisa e alto risco de resultados ndo previstos. O desenvolvimento de um fitoterapico com
comprovagdo de qualidade, seguranca e eficicia demanda grandes recursos tecnoldgicos,
contudo estimula o crescimento de diversos setores industriais, incluindo o setor primario, pois
a cadeia produtiva de plantas medicinais ¢ altamente agregadora de valor (CALIXTO;
SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

A padronizagdo do medicamento fitoterdpico ¢ um dos maiores desafios para o
desenvolvimento de produtos oriundos de recursos naturais, pois existe a necessidade de
garantir a cadeia produtiva adequada e a concentracdo do principio ativo do material bioldgico
para assegurar a efetividade e seguranga do produto durante o seu consumo (DAVID et al.,
2015; SKITYCZ et al., 2016).

Em janeiro de 2016 sancionou-se a Lei n° 13.243, que aprimora as medidas de incentivo
a inovagdo e a pesquisa cientifica e tecnoldgica no ambiente produtivo para o alcance da
autonomia tecnologia e desenvolvimento do sistema produtivo nacional e regional. O novo
Marco Legal cria um ambiente mais favoravel a pesquisa, desenvolvimento e inova¢ao nas
universidades, nos institutos publicos e nas empresas, principalmente para pequenas startups.
As universidades desempenham um fator catalisador para o ecossistema do empreendedorismo
e inovacdo no Brasil, inserindo empreendedores com capacidade intelectual, e, estimulando o
investimento industrial em novas tecnologias farmacéuticas advindas dessas pesquisas. No
mundo capitalista, a inovacao e desenvolvimento de novos produtos ¢ considerada a principal

arma de competi¢do, integrando o nucleo de estratégia empresarial. Pode-se observar dois
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segmentos de mercado: um voltado para as substancias isoladas e outro para a droga vegetal,
contendo substancias de acao sinérgica. O desenvolvimento do Acheflan® (Laboratorio Aché),
produzido a partir da planta Cordia verbenacea, ¢ 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, pode-se destacar o acido acetilsalicilico, identificado no extrato
vegetal da Salix alva, a Aloe vera, conhecida por diversas propriedades terapéuticas dentre elas
purgativas, revulsivante, imunorreguladora, entre outras (BARATA-SILVA et al., 2017;
CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Os produtos farmacéuticos podem apresentar limitagdes 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 desenvolvidas para melhorar a
eficiéncia clinica dos farmacos, reduzir a sua toxicidade e melhorar a adesdo do paciente. A
tendéncia de cada geracdo mercadologica ¢ trazer sistemas de liberacdo de ativos cada vez mais
inteligentes. Desde a década de 1990, os sistemas de liberacdo de farmacos nanoparticulados
atrairam aten¢do 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 administragdo, 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 diversos farmacos anticancerigenas, como o Abraxane® utilizado para veiculagdo
de quimioterapicos para o tratamento de diversos tipos de canceres. Os carreadores anfofilicos
também possuem propriedades bioldgicas de isolamento do principio ativo do meio
circundante, evitando sua degradagdo, bem como a capacidade de carrear farmacos hidrofilicos
e hidrofobicos (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
alterada para direcionar o nanocarreador para o tecido/célula alvo, alterando sua
farmacocinética (ALLEN; CURRIS, 2004; KHAWAR; KIM; KUM, 2015). A administragao

de fAarmacos via bucal tem algumas vantagens bem conhecidas sobre a distribui¢ao de farmacos,
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pois como a mucosa oral por ser bem permeavel e suprida de vasos sanguineos, os fairmacos
sdo prontamente absorvidos 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).

Dentre as inovacdes tecnologicas farmacéuticas podemos citar medicamentos com
formas farmacéuticas semissolidas. As formulacdes semissolidas de uso topico sdo aquelas que
se destinam a aplicacdo a pele e mucosas, do ponto de vista farmacotécnico, as mais utilizadas
podem ser classificadas como: pomadas, cremes, géis, pastas e emplastros. Sobre o enfoque
fisico-quimico, as preparagdes semissolidas podem ser classificadas como organogéis,
hidrogéis e cremes; quanto a solubilidade, em lipofilicas (gordurosas) de fase inica como as
bases hidrofobicas, as bases de absorcao e os lipogéis ou lipofilicas bifasicas, como emulsao
agua/6leo; e em hidrofilicas (misciveis com agua) de fase inica como o macrogols e os
hidrogéis e hidrofilicas bifasicas como emulsdes 6leo/agua (BORELLA et al., 2010; BRASIL,
2022; SIEBEN, 2012).

Podem ser ainda classificadas, conforme o sistema de liberagao dérmica, em curativos
oclusivos, adesivos transdérmicos oclusivos, materiais lipofilicos, base de absorgdo, bases
emulsificantes, emulsdes agua/dleo, emulsdes dleo/agua, umectantes e pos. Diversas matérias-
primas estdo disponiveis para a preparagao destas formas farmacéuticas, os mais utilizados sao:
glicerideos, ceras, hidrocarbonetos, bentonita, silicio, alginatos, meticelulose e
carboximetilcelulose, pectina, maltodextrina, amido, entre outros, a escolha adequada ira
depender de diversos fatores, incluindo o principio ativo a ser utilizado e os outros componentes
da formulagao (BRASIL, 2022).

As pomadas sdo formas farmacéuticas constituidas por hidrocarbonetos liquidos em
uma matriz de hidrocarbonetos solidos de elevado ponto de fusdo. A pomada deve possuir o
efeito oclusivo e acdo endodérmica com penetragdo cutanea para alcangar seus fins
terapéuticos, sem atingir a corrente sanguinea sistémica, utiliza-se em associacao os excipientes
vaselina sélida/liquida e/ou lanolina (BORELLA et al., 2010; SIEBEN, 2012).

A bioadesdo ocorre quando a pele ou mucosa e uma molécula (natural ou sintética) sdo
unidas por um periodo de tempo através de forgcas quimicas ou fisicas. Quando a regido de
aplicagdo topica ¢ a mucosa, chama-se mucoadesdo, este mecanismo ¢ caracterizado pela

ligacdo da substancia, veiculo de transporte do fArmaco, a um substrato bioldgico (superficie
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da mucosa) (BRUSCHI & FREITAS, 2005; CARVALHO et al., 2014; ROSSI et al., 2005;
SANGEETHA et al., 2010).

A mucoadesdo tem sido amplamente empregada no desenvolvimento tecnoldgico
farmacéutico em formas de doses poliméricas para administragdo em mucosas vaginal, ocular,
nasal e bucal. Os polimeros aplicados possuem excelentes propriedades mucoadesivas, com
grupo carregados e/ou grupos funcionais ndo-idnicos aptos para formarem ligacdes de
hidrogénio com a superficie tecidual, fornecendo maior tempo de aderéncia e a depender do
veiculo a ser incorporado na formulagdo, uma protecao na area aplicada. A sele¢dao do polimero
adesivo carreador do farmaco ¢ fundamental para as propriedades de biocompatibilidade e
bioadesdo (BRUSCHI & FREITAS, 2005; CARVALHO et al., 2014; ROSSI ez al., 2005;
SANGEETHA et al., 2010).

A mucosa bucal possui em torno de 30 cm?, composta de trés diferentes camadas:
epitélio, membrana basal e tecido conjuntivo. A espessura do epitélio bucal esta na faixa de 500
a 800um com 40 a 50 células de espessura, com tempo de renovacao celular entre 5 a 6 dias.
A mucosa da bochecha, 1abios, mucosa alveolar, face inferior da lingua, assoalho da boca e
palato mole compdem a mucosa de revestimento que possui epitélio ndo queratinizado,
enquanto a mucosa mastigatoria e especializada (gengiva inserida, palato duro e dorso da
lingua) possui epitélio para e ortoqueratinizado (BATH-BALOGH; FEHRENBACH, 2011).

O processo de mucoadesdo ainda ndo esta totalmente esclarecido, contudo, sabe-se que
duas etapas sdo necessarias para que ocorram: o estagio de contato e o estagio de consolidagao.
No primeiro, hd o contato da formulacio mucoadesiva com o tecido promovendo o
espalhamento e intumescimento da formulagdo. No segundo estagio, ocorre a interpenetragdo
quimica e mecanica das cadeias da formulacdo com a das macromoléculas da superficie
tecidual, o que resulta no aumento de 4rea de contato gerando adesividade (GUSMAO, 2018).

Pode-se destacar quatro teorias que tentam explicar as diversificadas interacdes que
constituem, essas ligagdes mucoadesivas: teoria do molhamento, eletrostatica, difusdo e
adsorcao (EDSMAN; HAGERSTROM, 2005).

Devido a facilidade de acesso as mucosas bucal e sublingual, a sua aplicacdo ¢
frequentemente indolor, tem baixa indugdo de infeccdo e ha liberacdo direto no tecido,
oferecendo uma alternativa promissora para superar as limitagdes das vias orais e parenteral.
As preparagdes mucoadesivas proporcionam um contato prolongado no tecido alvo, rapida
absorcao e efeito farmacoldgico, baixa atividade enzimatica, reducao da dose requerida e menos
efeitos adversos (BRUSCHI & FREITAS, 2005; ROSSI et al., 2005; SANGEETHA et al.,
2010).
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A biodisponibilidade de um principio ativo pode ser alcangada apos sua administracao
sob pele e mucosas em forma de géis ou pomadas. A administracdo topica de formulagdes
semissolidas oferece ainda como vantagens sobre a liberagdo do farmaco: evita dificuldades de
absorcdo gastrintestinal do farmaco, substitui a administragdo oral quando esta via ¢
inadequada, evita o efeito de primeira passagem hepatica, evita o metabolismo e absor¢do
variaveis a administracdo oral e permite administracdo rapida e facil do medicamento
(BRUSCHI & FREITAS, 2005; ROSSI et al., 2005; SANGEETHA et al., 2010).

Por fim, cada produto inovador deve seguir um processo adequado para garantir a
seguranga e eficacia antes de sua comercializagdo. Berkowitz (2006), Guido et al. (2010) e
Bueno (2017) descreveram simplificadamente o processo de pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos, como estudos in vitro, in vivo, caracterizagao dos efeitos bioldgicos 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,
2022; BRASIL, 2010; BRASIL, 2013; CALIXTO, 2000; COSTA; GUIMARAES; VIEIRA,
2014).

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 formulacdo finalizada, como ensaios farmacoloégicos ndo-clinicos (analises fisico-
quimicas e microbioldgicas) e clinicos dos efeitos biologicos recomendados, bem como seus
efeitos toxicos. Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de garantir
seguranga a cada produto de origem vegetal (BRASIL, 2013; CALIXTO, 2000; ISAAC et al.,
2008; SIMOES et al., 2007; ZHANG et al., 2012).

Os parametros de qualidade sdo estabelecidos nas Farmacopéias e Codigos oficiais,
nesse sentido existem monografias definindo o critério de pureza, identidade e de teor, dentre
elas: a Farmacopéia Brasileira, Européia, Alema, Americana, a elaborada pela OMS
(Organizacdo Mundial de Saude), entre outras (BRASIL, 2022; 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:
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I - A amostragem;

IT - As especificagoes;

III - Aos ensaios; €

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

Segundo a Resolugcdo 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 ¢ conduzida através das Boas Praticas de Manipulagdo 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
farmacopeica e que possa ser manipulado quantas vezes for necessario, com 0s mesmos
parametros de qualidade.

Chechinel-Filho (1998) propds algumas etapas experimentais para obtengdo 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
biologicos, 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.

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

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) quantificacdo dos marcadores, e métodos analiticos disponiveis;

f) testes limite para solventes residuais.

Os testes de controle de qualidade e especificacdes para medicamentos fitoterapicos
devem contemplar a determinacao qualitativa e quantitativa dos principais componentes ativos

(BRASIL, 2022; BRASIL, 2010a).
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A avaliagdo de Produtos Tradicionais Fitoterapicos pela RDC 13/2013 deve abranger
todos os fatores relevantes, incluindo: as condi¢cdes de producdo, os resultados de controle em
processo, a documentagdo de fabricacdo, incluindo a embalagem, o cumprimento das
especificagdes para o produto acabado e a analise da embalagem final (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
diversos procedimentos relatados em literatura, outro exemplo ¢ a semi-purificacio de extratos,
onde filtra-se os extratos alcodlicos brutos em silica gel com solventes de polaridades
crescentes, separando-os pela polaridade (BRASIL, 2022; CHECHINEL-FILHO, 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 (BRASIL, 2022; CHECHINEL-FILHO, 1998; ISAAC et al., 2008;
SIMOES et al., 2007).

Os produtos fitoterapicos sdo mais favoraveis a contamina¢ao microbiana, portanto a
seguranga e controle de qualidade microbiologica. O controle de contaminantes ¢ regulada
através da Resolug¢dao n°67 de 2007, esta avaliacdo torna-se necessaria para determinar a carga
microbiana aceitavel e verificar os microrganismos que podem apresentar potencial risco a
saude, por isso, na mesma, estipula-se os limites de contaminagdo microbiologica, sendo 100
UFC/mL para fungos e 300UFC/mL para bactérias (BRASIL, 2022; BRASIL 2007; PINTO et
al., 2003)

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).

A avaliagdo da atividade analgésica pelos modelos de contor¢des abdominais induzidas
pelo acido 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); avaliagdo da atividade antiespasmoédica através da contracdo de orgdo isolado
induzida por neurotransmissores (SCHLEMPER et al., 1996); e, por fim, avaliacdo da atividade
antitumoral pelo modelo da leucemia “in vivo” (MUKHERJEE et al., 1993).

A estabilidade de produtos farmacéutico depende de fatores ambientais como

temperatura, luz, umidade, assim como de fatores relacionados a propria composicdo 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; BRASIL 2022).

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 duracgao 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 (BRASIL, 2012).

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
microbiolégicas mantiveram-se, conforme o estudo de longa duracdo (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2012; BRASIL, 2022).

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 (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012; BRASIL, 2022).

Estudos “in vitro” com um enxaguante bucal a base do extrato de Libidibia ferrea L.
foram realizados por Venancio et al. (2015), seguindo os testes padrdes estabelecidos pelas
normativas brasileiras, onde apresentou condi¢des de estabilidade e qualidade farmacolégicas,
com auséncia de contaminantes e sem alteracdes fisico-quimicas, demonstrando resultados
promissores para estudos posteriores.

Ao avaliar através de estudos fisico-quimicos uma formulagcdo em emulsdo orabase a
base de Libidibia ferrea L., os resultados demonstraram que a formulacdo testada apresentou
uma instabilidade fisico-quimica e presenca de contaminantes apds 60 dias de armazenamento,
sendo a melhor estabilidade demonstrada em temperatura ambiente ao abrigo de luz (MATOS,
2016).

Entretanto, para garantir o controle de qualidade de uma formulagdo em orabase a base
de Libidibia ferrea L., Melo (2018) realizou estudos fisico-quimico (centrifugagdo, pH,
densidade, comportamento reoldgico) e controle microbioldgico, além da avalicdo dos
caracteres organolépticos. Os resultados demonstraram uma adequada caracterizacdo fisico-
quimica por um periodo de 60 dias, sem alteragdes ou contaminantes microbioldgicos durante
todo tempo e condi¢des de armazenamento, evidenciando uma formulagdo promissora para
testes futuros.

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 comprovagao cientifica de sua eficdcia e seguranga, por meio de estudos
laboratoriais e clinicos especificos (BRASIL 2007; BRASIL, 2013; BRASIL 2022; CALIXTO,
2000; ISAAC et al., 2008; WHO, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Realizar testes de controle de qualidade fisico-quimico e avaliar a atividade cicatrizante
em ulceras orais sob terapia topica com pomada orabase de Libidibia ferrea L. em ratos

portadores de diabetes mellitus.

3.2 Objetivos especificos

o Realizar a caracterizagdo quimica qualitativa através do controle analitico em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato de Libidibia ferrea L.;

° Avaliar a estabilidade da forma farmacéutica em orabase de uma formulagao
terapéutica fitoterapica a base de Libidibia ferrea L. em tempos e condigdes de armazenamento
pré-estabelecidos;

o Avaliar as propriedades fisico-quimicas de controle de qualidade de uma
formulagdo terapéutica fitoterapica a base de Libidibia ferrea L. em tempos e condigdes de
armazenamento pré-estabelecidos;

J Verificar a presenga de contaminantes bacterianos e/ou fungicos de uma
formulagdo terapéutica fitoterapica a base de Libidibia ferrea L. em tempos e condigdes de
armazenamento pré-estabelecidos;

o Avaliar a eficicia na cicatrizacdo de ulceras traumaticas induzidas sob a terapia
topica de acetonida de triancinolona e com pomada orabase de Libidibia ferrea L. em mucosa
bucal de ratos normossistémicos e portadores de DM da linha wistar;

J Comparar a colagénese de fibroblastos das lesdes em mucosa bucal de ratos
normossistémicos e portadores de DM da linha wistar;

J Caracterizar os parametros histologicos da cicatrizagdo das ulceras traumaticas
orais sob terapia topica de acetonida de triancinolona em orabase e com pomada orabase de
Libidibia ferrea L. em mucosa bucal de ratos normossistémicos e portadores de DM da linha
wistar;

° Caracterizar a expressao de Fator de TNF-a, IL-1, TGF-3 e CD-31 em ulceras
traumaticas orais sob terapia topica de acetonida de triancinolona em orabase e com pomada
orabase de Libidibia ferrea L. em mucosa bucal de ratos normossistémicos e portadores de DM

da linha Wistar.
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A presente pesquisa teve carater quantitativo e qualitativo, descritiva, experimental,

dividida em dois estudos (Figura 2): o primeiro, um estudo analitico “in vitro” controlado, e, o

segundo, um estudo “in vivo” em um modelo experimental de ulceras traumaticas em mucosa

jugal de ratos portadores de DM, seguindo a metodologia proposta por Cavalcante et al. (2011)

e Seidel et al. (2003).
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Figura 2. Fluxograma dos estudos “in vivo” e “in vitro”.

4.1 Local da pesquisa e consideracdes éticas

Moagem em

moinho de
facas

Este estudo foi conduzido pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal do Amazonas (FCF/UFAM) em parceria com a Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Amazonas (FAO/UFAM) — Laboratério de
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Atividade Biologica em Fitoterapicos em Odontologia (LABFITO) e com a Faculdade
Federal do Ceara (UFC). O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica no uso de
Animais (CEUA - UFC) sob o numero de protocolo 3626280720, com o status de aprovado
(Anexo A).

4.2 Coleta do material vegetal e preparo do extrato

Para este estudo foi utilizado a casca do caule da Libidibia ferrea L. (Figura 3), coletadas
em material suficiente para o desenvolvimento do estudo da mesma arvore (aproximadamente
2kg). O processo de coleta foi supervisionado por um etnobotanico e realizado na 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 a fim de eliminar a sazonalidade
da vagem. A casca do caule foi colocada para secar a temperatura ambiente por 48 horas, a
sombra, em lugar seco e arejado (Figura 4). Ato continuo, foi submetida a secagem em estufa
de ar circulante (Figura 5), a temperatura de 40°C, até estabilizagdo da umidade residual. Apds
a secagem, a por¢do 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 Libidibia ferrea L. Figura 4. Casca do caule de L. ferrea L. secas.
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Figura 5. Estufa de ar circulante. Figura 6. Moinho de facas.  Figura 7. Matéria-prima vegetal.

O extrato foi obtido através da técnica de decocgdo por refluxo com uma relagdo
droga:solvente (Figura 8) de 7,5% (m/v) utilizando 4gua destilada e etanol (Figura 9) como
liquido extrator, propor¢ao de 1:1, ambos em uma quantidade de 500 mL. 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, decoctor sob refluxo (Figura 10).

O material extraido foi retirado, esfriado e filtrado em um baldo volumétrico de
1.000mL e o volume foi completado com 4gua destilada até alcangar 1.000mL (Figura 11a e
11b). A solucgdo extrativa de juca foi levada para o aparelho Spray Dryer (LabMag- modelo
MSD 1.0) para que fosse obtido o extrato seco por aspersdo, visando reduzir o pd e manter a

sua estabilidade (Figura 12 e 13).

Figura 8. Pesagem do extrato bruto. Figura 9. Agua/etanol.  Figura 10. Decoctor.
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Figura 11a e 11b. Filtragem. Figura 12. Aparelho Spray dryer. Figura 13. Extrato seco.

4.3 Rendimento do extrato de libidibia ferrea L. a 7,5%

O extrato hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. a 7,5% apds secagem por aspersiao
obteve um peso total de aproximadamente 114g (114,9436g). O rendimento total do extrato
seco foi de 5,7%, conforme formula abaixo. Armazenou-se o extrato de Juca em trés
recipientes, esterilizados, bem lacrados e em temperatura ambiente, ao abrigo de luz (Figura
14).

Re = (Peso do extrato seco/Peso das folhas secas) x 100
Re =(114,943/2000) x 100
Re =0,057 x 100
Re =5,7%.

Figura 14. Armazenamento do rendimento do extrato seco a 7,5%.
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4.4 Preparo da pomada orabase

A concentragdo do extrato hidroalcodlico a 7,5% baseou-se no resultado da
concentragdo inibitoria minima (37,5mg/mL) determinado na fase inicial dos estudos do juca
(OLIVEIRA et al., 2013). A pomada, obedecendo aos principios conceituais da fitoterapia, teve
como principio ativo o extrato hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. a 7,5%, em uma formulagao
de pomada orabase, cuja concentracdo (2%) foi determinada e testada em estudos anteriores
(MELO et al., 2022).

A composicao da formulacdo apresenta apenas uma fase oleosa (Figura 15a e 15b),
com o0s seguintes componentes: vaselina so6lida (80%), oleo mineral (17%),
carboximetilcelulose (0,5%), propilparabeno (0,15%) e extrato seco de Libidibia ferrea L.
(2%). Todos os compostos foram levados ao equipamento de Banho Maria (SL 155/10,
Solab®) para o aquecimento até 75°C utilizando termdmetro de mercurio para aferi¢do. Apods
a manipulacdo da pomada orabase de Libidibia ferrea L., realizou-se, também, o preparo da

orabase sem o juca para que fosse realizado o teste do modelo em ratos (Figura 16a, 16b e 16¢).

Figura 15a e 15b. Componentes da pomada orabase de Libidibia ferrea L. a 2%.

Figura 16a, 16b e 16¢c. Aquecimento me banho-maria, pomada orabase L. ferrea L. a 7,5 e Pomada orabase.
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A pomada foi armazenada em locais com diferentes temperaturas e em diferentes
periodos, conforme a padronizagdo descrita na Farmacopeia Brasileira (2022). Os locais
escolhidos para o teste foram: estufa (60 +2 °C), temperatura ambiente claro (TAC) (£30-33
°C), temperatura ambiente ao abrigo da luz — escuro (TAE) (£26-30 °C), local com ar-
condicionado (+£24-26 °C), geladeira (£2-8 °C) e os periodos pré-estabelecidos experimentais:
0,1,2,3,6 ¢ 12 meses. A pomada foi preparada na quantidade de 1,2 kg onde foram divididos
em potes de vidros e distribuidos igualmente entre os grupos experimentais (BRASIL, 2007,

BRASIL, 2013; BRASIL, 2022; CARVALHO et al., 2014; CARVALHO et al., 2018).

4.5 Quantificacao das substincias majoritarias do extrato de Libidibia ferrea L. a 7,5%.
Submeteu-se a quantificagdo das substancias majoritarias do extrato de L. ferrea L. a
7,5%, através da solubilizagdo em metanol a 1 mg mL™! e submetido a analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) no sistema HPLC Accela (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA). A separacao ocorreu na Coluna Luna C18 (5 pum, 150 x 4,6 mm d.i.) (Phenomenex,
Torrance, CA, EUA), com volume de inje¢do de 10 puL. A fase movel foi composta por uma
solugdo de acido formico a 1% (A) e metanol (B) com taxa de fluxo de 1 mL min!. A elui¢do
se deu em modo gradiente iniciando com variacao de 20% a 80% (B) em 14 min, prosseguindo
em modo isocratico a 80% de (B) por 10 min. O cromatografo foi equipado com os detectores
arranjo de diodo (DAD) onde foram obtidos espectros na faixa do ultravioleta de 200 nm a 400
nm, ¢ o detector de espectrometro de massa triplo quadrupolo modelo TSQ Quatum Access
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), utilizando uma interface com ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (APCI) no modo negativo e com a fragmentacao de ions. A presen¢a do
acido galico foi definida por meio da comparacdo com o tempo de retencdo do padrao e com
ions observados no espectro de massas e os demais picos observados no cromatograma

identificados através da comparacdo com a base de dados cientificas.

4.6 Caracterizacio da pomada

Baseada nas normatiza¢des padronizadas pela ANVISA (BRASIL, 2010a; BRASIL,
2011) e pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2022) foram realizadas as analises fisico-
quimicas referentes ao controle de qualidade seguindo os protocolos pré-estabelecidos descritos

posteriormente, e, todos os testes foram realizados em triplicatas.
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4.7 Testes fisico-quimicos de controle de qualidade
4.7.1 Teste de centrifugacio

Para a verificacdo de possivel separagdo de fases foram utilizados 5g da pomada de
Libidibia ferrea L. em orabase acondicionada em tubos do tipo Falcon® e, posteriormente,
centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos (Figura 17), & temperatura ambiente, para observagao
a olho nu de uma possivel separacdo de fases, registrando SIM (em caso positivo) ou NAO (em

caso negativo).

Figura 17. Centrifugagdo das pomadas.

4.7.2 Teste de pH

Aferiu-se o pH através do potencidometro (Hanna Easy-Use Basic Meter — PH21-02),
onde a calibracdo do aparelho foi realizada com solug¢des-tampao pH 4,0 e 7,0, as quais
possibilitam que haja uma linearidade nas respostas em relacdo as alteracdes de potencial
observadas (Figura 18). Os resultados corresponderam a média das leituras, em triplicata, de

cada amostra.

Figura 18. Aferi¢ao do pH da pomada.
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4.7.3 Teste de densidade

As amostras, em triplicatas, foram transferidas para o picndmetro esteja limpo, seco e
previamente calibrado. Logo apds as transferéncias, realizou-se o ajuste da temperatura (20°C)
e quando necessario remoc¢ao do excesso do produto e pesagem (Figura 19a, 19b e 19¢). O peso
das amostras foi determinado através da diferenca de massa do picndémetro cheio e vazio.

Calculando a densidade relativa através da formula: p(amostra) = d(agua) x d(amostra) +

0,0012.

Figura 19a, 19b e 19c¢. Picndmetro vazio, picndmetro com agua e picnometro cheio — padronizagio do teste de

densidade nos tempos e condigdes pré-estabelecidos.

4.7.4 Teste reologico

As caracteristicas reoldgicas foram avaliadas com o auxilio do viscosimetro rotacional
digital de Brookfield DV-II + pro, utilizando o spindle LV-4 (Figura 20). As andlises foram
baseadas no protocolo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2022). Apos o ajuste de cada fator
de velocidade 0 a 120 RPM, efetuou-se a leitura dos valores de viscosidade e tensdo de

cisalhamento, a temperatura de 25°C +£2°C, e os reogramas representados por graficos.
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Figura 20. Viscosimetro Brookfield DV-II + pro.

4.7.5 Avaliacdo microbioldgica para pesquisa de contaminantes e microrganismos
patogénicos — Controle microbiologico da pomada orabase de Libidibia ferrea L.

O controle microbiologico da pomada orabase de Libidibia ferrea L. foi constituido
pela determinacdo do numero total de microrganismos aerdbios e pesquisa de levedura,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, Salmonella sp. conforme
preconizado na Farmacopeia Brasileira (2022), em triplicata. A pomada foi avaliada seguindo
a metodologia realizada por Venancio et al. (2015), através do método em placa.

A pomada orabase de Libidibia ferrea L. foi preparada na propor¢do de 1:10, onde
utilizou-se a propor¢ao de 100uL de pomada previamente aquecida para 900uL de 6leo mineral,
em seguidas diluidas e homogeneizadas nas proporg¢des 1:10, 1:100 e 1:1000 (agitacdo por 1
minuto em vortex) em meios de cultura especificos (dgar Caseina-soja, agar Sacouraud-
dextrose, agar MacConkey, agar cetrimida, dgar sal manitol e dgar Salmonella-Shigella-SS) e
levadas para estufa microbioldgica a temperatura de 35°C por 18 a 72 horas de incubagao.
Existindo a presencga de crescimento microbiano, as confirmagdes das coldonias microbianas

foram realizadas através do método de coloragao de Gram.

4.7.6 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

Com relagdo a cor e ao brilho a andlise foi realizada baseando-se sobre a luz do dia ou
sob lampadas de comprimento de onda similares aos da luz do dia (400nm a 700nm)
determinando a cor através de escala padrao (Coral®). Através do toque e sensibilidade a

consisténcia, as suas caracteristicas foram observadas. Quanto ao odor verificou-se através de
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uma pequena amostra colocada diretamente em um recipiente de vidro e foi feita a inalagao,
lentamente, até que o odor fosse definido. Sendo assim, determinada intensidade do odor foi
classificada como: nenhum; fraco; distinto ou forte e, a seguir, a sensacdo causada pelo odor:

aromatico; frutuoso; mofado ou rangoso.

4.8  Testes de atividade cicatricial e de colagénese em mucosa jugal de ratos diabéticos.

Nesta fase experimental foram utilizados ratos machos Wistar, pesando 200 a 250g. Os
ratos foram armazenados em caixas apropriadas de propileno contendo serragem. Todos os
animais receberam ragdo industrializada (Bio-base®, Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil) e
agua ad libitum e mantidos em ambiente com temperatura e umidade controlado e ciclos de

claro-escuro a cada 12 horas (Figura 21).

Figura 21. Distribuigdo dos ratos de acordo com os grupos experimentais.

Os 120 animais foram randomicamente divididos, igualmente, em 5 grupos, cada um
contendo 8 ratos:

GRUPO 1 (G1): grupo sem tratamento - controle negativo (ratos normoglicémicos);

GRUPO 2 (G2): grupo sem tratamento - controle positivo (ratos diabéticos);

GRUPO 3 (G3): grupo triancinolona - controle positivo (ratos diabéticos tratados com
acetonida de triancinolona);

GRUPO 4 (G4): grupo juca (ratos diabéticos tratados com pomada orabase de Libidibia
ferrea L.);

GRUPO 5 (G5): grupo orabase - controle negativo (ratos diabéticos tratados com a
pomada orabase sem o principio ativo).

Os parametros, a serem relatados nos topicos subsequentes, foram analisados nos dias
01, 05 e 10, e, em cada grupo, os animais foram sacrificados para as devidas analises. A
aplicagdo das drogas foi realizada com dispositivos microbrush (KG Sorensen®, Cotia, Sdo

Paulo, Brasil) estéreis e individuais.
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4.8.1 Inducio de diabetes

A indu¢do de DM foi realizada pela administra¢ao de aloxano (45 mg/kg) diluido em
solugdo salina (0,9%) por aplicagdo intravenosa e, para tanto, os animais foram anestesiados
com ketamina HCI (70 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Ap6s a indugdo do
diabetes, 2mL de sangue foram coletados via plexo retro-orbital para determinagdo da glicemia.
Os animais foram considerados diabéticos quando apresentaram glicemia igual ou superior a
200 mg/dL (SEIDEL et al., 2003).

No dia da indugao das tlceras orais dos sacrificios, foram coletadas amostras de sangue
novamente para mensuragdo e confirmacao da hiperglicemia nos ratos diabéticos. Os animais

que apresentarem niveis de glicemia menores que 200 mg/dL foram excluidos da andlise.

4.8.2 Inducio ulcerativa

Ap6s 48 horas da inducdo de diabetes, realizou-se a indu¢do das ulcerativa, os animais
foram anestesiados com ketamina HCI (70 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), por via intraperitoneal
(Figura 22). Realizou-se a antissepsia bucal com solugdo de digluconato de clorexidina 0,12 %
aplicados com auxilio de pelotas de algodao esterilizadas. A ulceragao foi realizada na mucosa
jugal esquerda com lamina de bisturi n° 15 e com auxilio de um demarcador padronizado de 8
mm de didmetro (Figura 23 e 24). A técnica cirurgica foi padronizada em todos os animais e

realizada por um Unico operador previamente treinado (CAVALCANTE et al., 2011).

Figura 22. Anestesia intraperitoneal.
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Figura 23. Indugéo ulcerativa (8cm). Figura 24. Ulcera induzida — lado esquerdo.

4.8.3 Avaliacao Clinica

Os animais foram pesados e tiveram seu sangue coletado nos dias 0 (dia da indugdo da
ulcera) e nos dias de sacrificos (1°, 5° e 10°). Nos dias de sacrificio, as ulceras foram mensuradas
(Figura 25) usando paquimetro digital (L= maior didmetro; m: menor didmetro) para calcular a
area (Area= 1 x Maior didmetro x menor didmetro). Todas as mensuracdes foram realizadas

pelo mesmo operador (CAVALCANTE et al., 2011).

Figura 25. Mensuragao ulcerativa com paquimetro digital.

4.8.4 Avaliaciao da diferenca de peso corporeo
Os animais foram pesados (Figura 26) no momento anterior a indugao das tlceras (peso
inicial), 24h ap6s o momento de inducao (dia 1), e também nos dias subsequentes (dia 5) até o
momento da eutanasia (dia 10), e a avaliacdo de massa corpdérea de acordo com a seguinte
formula:
Variagdao de Massa corporea (%) = (Massa final — Massa inicial) / (Massa inicial) x

100.



64

Figura 26. Pesagem dos animais.

4.8.5 Aplicacio dos farmacos

A finalidade da orabase ¢ de atuar como um veiculo adesivo para aplicar a medicacao
ativa aos tecidos bucais, proporcionando uma cobertura protetora que pode servir para reduzir
temporariamente a dor, associada com irritagdo oral. A aplicagdo das orabase em todos os
grupos (G3, G4 e GY) foi realizada duas vezes ao dia, no periodo da manha e no final da tarde,
até o dia da eutandsia dos animais.

Para aplicacdo tdpica, os animais foram minimamente mobilizados, pela técnica da
conten¢do pelo dorso para em seguida a medicacdo ser administrada com o auxilio de um
cotonete estéril, em quantidade suficiente para cobrir o didmetro ulcerativo (Figura 27a, 27b e
27¢). Aplicou-se o Oncilom® no grupo 3 (G3), a pomada de orabase de Juca no grupo 4 (G4)

e somente a orabase no grupo 5 (G5), contendo quantidade suficiente para cobrir a ulceragdo.

Figura 27a, 27b e 27¢. Aplicagdo dos agentes testes nos grupos especificos.
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4.8.6 Analise histopatolégica

Apos o sacrificio, coletou-se fragmentos da mucosa jugal (Figura 28), identificados e
armazenados em solugdo de formol neutro 10% durante o periodo de 24 horas (Figura 29).
Apos fixacdo em formol 10% tamponado, os espécimes foram analisados macroscopicamente,
submetidos a desidratacdo em série crescente de alcool, diafanizados em xilol e impregnacgao
em parafina (Figura 30). Em seguida, incluiu-se os fragmentos em blocos de parafina (figura
31) em temperatura ambiente e cortados em micrétomo semi-automatico em espécimes de 5
um de espessuras (Figura 32), os quais foram incorporados em laminas em banho-maria (Figura

33) e corados por hematoxilina-eosina (HE — Figura 34) (CAVALCANTE et al., 2011).

Figura 28. Remocao do fragmento.  Figura 29. Formol 10%.  Figura 30. Bloco de parafina.

Figura 31. Solidificagdo do bloco. Figura 32. Microtomo. Figura 33. Banho-maria.
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Figura 34. Laminas histologicas dos grupos experimentais (Coloragdo HE).

Quanto a leitura das laminas, foi realizada em microscopio Optico (200x), e as
caracteristicas histologicas ulcerativas juntamente com os seus correspondentes das fases de
cicatrizacdo foram descritos. As leituras foram realizadas por um unico examinador,
especialista em Patologia Oral, previamente calibrado. A calibragao foi realizada por meio da
analise de 10 fotos de 1aminas de bidpsia de mucosa bucal com a identificagdo de variaveis de
leitura a serem observados no estudo (scores diferentes). Estas fotos foram codificadas e
representados ao examinador apos 7 dias e em ordem aleatoria. Apos a segunda leitura, os
parametros histopatologicos foram determinados e atribuidos por escores de 0 a 4 de acordo

com critérios previamente publicados (Tabela 2) (CAVALCANTE et al., 2011).

Tabela 2. Analise microscopica de ulceras orais induzidas (escores histologicos).

Epitélio Conjuntivo
Escore 0  Sem ulcera Remodelado
Escore 1 Sem ulcera Fibrose ¢ inflamagao cronica leve

Escore2  Com ulcera Fibrose ¢ moderada inflamagao cronica

Processo inflamatorio cronico (tecido de
Escore3  Com ulcera 3
granulagdo)

Processo inflamatorio agudo (vasos dilatados,
Escore4  Com ulcera _ . o
infiltrado inflamatorio misto e neutréfilos)

4.8.7 Analise da colagénese

Para anélise de colageno total e colagenos tipo I e tipo III foram realizados cortes de 3
um para coloracdo por Picrosirius Red. Apos desparafinizagdo em estufa a 60°C por 3h, dois
banhos de 5 minutos em xilol, reidratacdo em solugao de etanol decrescente (90%, 85% e 70%)

com posterior lavagem com agua, as laminas foram incubadas em solucdo de Picrosirius
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(ScyTek®) e contracoradas com hematoxilina de Harris por 10 segundos. Para quantificagdo
dos diferentes tipos de colageno, seis microcampos de cada lamina foram fotografados no
aumento de 200x utilizando microscépio (DM2000, Leica®) com camera (DFC295, Leica®) e
software (LAS, Leica®) acoplados utilizando a luz convencional e a luz polarizada.

As imagens foram exportadas para o ImageJ®, para analise do percentual de area corada
em vermelho (coldgeno total), areas com coloragdo vermelho-alaranjada (colageno tipo I) e
areas com coloracdo verde (colageno tipo III).

Para determinar a porcentagem de area total de coladgeno, a calibragdo foi feita usando
o comando Color Threshold (Image > Adjust > Color Thersold) na fungdo RGB, para as cores
Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 69) ¢ Azul
(Minimo de 0 e Maximo de 92). Depois da calibragdo, as imagens foram convertidas para a
escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary)
e foi mensurada a porcentagem de area de coldgeno total marcada em vermelho (Analyse >
Analyse Particles).

Nas imagens obtidas através da luz polarizada, o mesmo protocolo foi realizado,
ajustando-se as cores na fungdo RGB para Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde
(Minimo de 0 e Méaximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 32).

Apos ajuste, as imagens foram convertidas para a escala de cor de 8-bits (Image > Type
> 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary), e foi mensurada a porcentagem de area
de colageno marcada em amarelo-avermelhado (correspondente ao coldgeno tipo I). Em
seguida, do total da drea marcada em vermelho, foi separado um percentual da regido ocupada
somente pela marcacdo amarelo-avermelhada. A area verde-esbranquicada, relativa ao co-
lageno tipo III, foi obtida pela subtragdo da regido total marcada em vermelho e o percentual
marcado unicamente pela cor amarelo-avermelhada. Considerou-se a média dos campos

avaliados, os quais foram expressos em forma de média + EPM (ALVES et al., 2015).

4.8.8 Reacio imuno-histoquimica para IL-1, TNF-a, TGF-§ e CD31

Apo6s confeccao dos blocos, foram realizados cortes de 3 um dispostos sobre laminas
silanizadas para reacdo de imunohistoquimica através da técnica da estreptavidina-biotinilada.
Apos desparafinizagdo e reidratagdo, foi feita a recuperacdo antigénica com solugdo de citrato
pH 6,0 ou Tris EDTA pH 9,0. Posteriormente ao resfriamento em temperatura ambiente, as
laminas foram lavadas em Solucdo Tampao de Fosfato (PBS) e submetidas ao bloqueio da

peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 3% diluido em PBS por 30 minutos.
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Apoés lavagens em PBS, foi realizada a incubacdo overnight (24 horas) com os
anticorpos primarios para marcadores inflamatorios anti-IL1 (neutrdfilos) e anti-TNF-ou
(neutrodfilos), para o fator de crescimento anti-TGF-f (fibroblastos) e para a molécula de adesdo
celular endotelial plaquetaria anti-CD31(eosindfilos e miofibroblastos).

O controle positivo das reagdes para os anticorpos anti-IL1, anti-TNF- a e anti-TGF- 8
foi realizado com amostras de ulcera traumadtica de boca. Para o anticorpo anti-CD31 foi
utilizada amostra de rim de rato. O controle negativo foi realizado suprimindo-se o anticorpo
primério da reacdo em um dos cortes. Apds lavagens com PBS, as ldminas foram incubadas
com o polimero HRP IgG-anti-rato-anti-coelho (Dako®) por 30 minutos, feita revelacdo com
3,3-diamino-benzidina (DAB) (Abcam®), contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris por
10 segundos e montagem com Entellan®.

A avaliagdo imunohistoquimica quantitativa foi realizada por dois observadores
diferentes para todas as laminas, analisou-se os marcadores para avaliar a IL-1 ¢ TNF-a nos
dias 01 e 05 e para os marcadores de TGF-3 e CD31 nos dias 05 e 10. Foram fotografados
cinco microcampos (aumento 400x) para os marcadores anti-IL1, anti TNF-a e anti-TGF-3 e
tr€s microcampos para o marcador anti- CD31, seguindo a mesma metodologia descrita para as
laminas coradas por Picrosirius Red, em regides com maior concentragdo de células
imunocoradas localizadas em tecido conjuntivo (ou tecido de granulagdo) proximo a area
ulcerada. Em seguida, foram contados o total (somatoério) de células/vasos imunomarcados,
utilizando o comando Cell counter do software ImageJ® e o somatorio foi utilizado como
unidade amostral. O resultado foi expresso como média + Erro Padrdo da Média (EPM)

(adaptado de BRIZENO et al., 2016; TEOFILO et al., 2020).

4.8.9 Meétodo de inducio de morte e descarte da carcaca

Ap6s o sacrificio dos animais, eles foram submetidos a eutandsia por superdosagem do
barbiturico (Pentobarbital sédico, 150mg/kg, Intravenosa), e acondicionados em sacos de risco
bioldgicos para serem armazenados no Biotério Central até o momento de coleta e incineragao.
As coletas de material para a leitura histopatoldgica ocorreram nos dias 01, 05 e 10, com o

sacrificio dos animais de cada grupo.

4.9 Analise Estatistica
Os resultados quantitativos de avaliagdo dos testes fisico-quimicos do controle de

qualidade, que apresentarem simetria, estdo apresentados por meio de tabelas e graficos de box-
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plot, utilizando o nivel de significancia fixado na aplicagdo dos testes estatisticos foi de 5%.
Para a andlise do pH e de densidade as comparagdes entre as condi¢des de armazenamento e
tempo de estudo foram realizadas usando o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste
de Dunn (CONOVER, 1999, VIEIRA 2004). As andlises estatisticas foram feitas utilizando o
programa estatistico R Core Team (2023) e o Posit team (2023).

As comparagdes entre os tratamentos nos grupos e tempos para analise dos testes in vivo
como: variagdo de peso, area e didmetro ulcerativo, escores histologicos, atividade de
colagénese, e os mediadores inflamatérios (IL-1, TNF-a, TGF-§ e CD-31) também foram
realizadas através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn. Para
comparar se houve diferenca entre a massa final e a inicial dentro dos grupos, foi aplicado o
teste pareado de Wilcoxon (Conover, 1999; VIEIRA 2004). As analises estatisticas foram feitas
utilizando o programa estatistico R Core Team (2023) e o Posit team (2023), considerando nivel

de significancia de p< 0,05 (VIEIRA, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio quimica do extrato de L. ferrea L. por LC-MS
O perfil fitoquimico demonstra a presenca de intmeros compostos (taninos,
flavonoides, polifendis), porém cinco compostos sdo majoritarios, dentre eles o acido galico,

acido elagico e orientina conforme cromatograma apresentado na figura 35 e tabela 3.
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Figura 35. Cromatograma do extrato de Libidibia ferrea L. a 7,5%.

Tabela 3. Substancias caracterizadas por LC-MS/MS em extrato de Libidibia ferrea L. a 7,5%.

Pico R.T [M-H]" Fragmentagoes Substancia Amax/NM Referéncia
] C (PEDROSA et
1 3,34 169 Acido galico 216,272 al., 2016)
2 807 447 357; 285 Orientina 217,256,364 (SPIE%TSER"
3 9.76 447 315;207; 137; Diglicosideo 210, 248, (ROSA et al.,
’ 109 dihidroxibenzoato 364 2021)
284;229; 201; o , . (SILVA etal.,
4 10,79 301 185 Acido eléagico 209, 253,367 2019)
_ ) 209,246,  (PEDROSA et
5 11,6 315 301; 109 Isorhamnetina 364 al., 2016)

Neste estudo as analises do perfil do extrato hidroalcéolico de L. ferrea L. foram
realizadas por HPLC-DAD-MS/MS, identificando 5 picos principais, como a substincia 3
responsavel pelo pico mais intenso com o Rt 9.76 min e [M-H'] 447 fragmentado em m/z 315

pico base, m/z 207, m/z 137 indicando a perda de uma hidroxila da por¢ao benzoato e m/z 109
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referente & perda de CO> do mesmo, compativeis com o 4cido glicosilado Diglicosideo
dihidroxibenzoato, composto determinado através da mesma fragmentacdo quimica por Rosa
et al. (2021). A substancia 1 (Rt 3.34 min) expressou unicamente o ion molecular m/z 169
correspondente ao acido galico desprotonado de acordo com a ordem da referéncia de
fragmentacao por Pedrosa et al. (2016). A substancia 2 (Rt 8.07 min) indica uma luteolina
glicosilada cuja desprotonacgdo gerou [M-H'] 447 e dois fragmentos m/z 357 (pico base) e m/z
285 pico indicador do flavonoide, orientando assim para a substincia conhecida por orientina
de acordo com a ordem da referéncia do artigo de Sprenger (2013).

A quarta substancia indicada na analise foi o 4cido elagico tendo como ion molecular e
pico base m/z 301 e os fragmentos m/z 284, m/z 229, m/z 201 e m/z 185, nessa ordem de
intensidade, corroborando os picos com a estrutura da molécula encontrados por Silva et al.
(2019) de acordo com a ordem da referéncia deste autor. O pico 5 (Rt 11,6 min) foi indicado
como Isorhamnetina, pois apresentou o ion molecular m/z 315 com fragmentagdes de m/z 301
equivalente a perda de uma metila e o fragmento m/z 109, possibilitando a presenga do
flavonoide corroborando com os achados de Pedrosa et al. (2016).

As propriedades terapéuticas dos compostos quimicos encontrados na L. ferrea L. nesse
estudo esta evidenciada em outros ensaios farmacologicos que demonstraram atividade
antimicrobiana, anti-inflamatérias (inibindo a sintese de prostaglandinas inflamatorias) e
cicatrizantes (ALMEIDA et al., 2021; DROZINO et al., 2017; LINS et al., 2022; MACEDO et
al.,2020; SAMPAIO et al.,2009). Kobayashi et al. (2015) e Magalhaes et al. (2015) analisaram
o perfil fitoquimico da L. ferrea L. revelando a presenca de saponinas, acidos organicos,
acucares redutores, fenois e taninos, sesquiterpenolactonas e antraquinonas, dentre outros
compostos corroborando com os achados deste estudo.

O processo de extracao esta relacionado a difusdo das substancias presentes nos 6rgaos
vegetais para o liquido extrator, portanto a escolha do melhor método extrator estd ligada a
agitacdo, temperatura, tempo, teor de compostos a serem extraidos e polaridade dos solventes
(NERI, 2016). O presente estudo utilizou o extrato hidroalcoolico da casca do caule obtidos a
partir do método de decocgdo por refluxo, esta técnica extrativa utilizada contrapde a
metodologia proposta por Oliveira et al. (2013) que preparou um extrato de L. ferrea L. através
da técnica de infusdo, bem como por Conde ef al. (2016), onde a extragdo foi realizada por
percolacdo a temperatura ambiente, utilizando o metanol como liquido extrator.

Quando comparamos a extracdo dos constituintes quimicos do alcool etanol com
metanol, este € mais eficiente na extragdo de compostos fendlicos quando comparado ao etanol

(SPAGOLLA et al., 2009), porém como o método extrativo escolhido para preparo do extrato
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otimiza a extracao dos compostos quimicos, com poucas perdas, foi utilizado o etanol como
liquido extrator no presente estudo. E importante ressaltar ainda que o extrato produzido neste
presente estudo teve a durabilidade de 6 anos, apresentando a mesma caracterizagdo fisico-
quimica durante todo esse periodo, o que corrobora com os dados discutidos aqui quanto a
otimizagdo dos compostos quimicos através da metodologia de decoccao por refluxo e redugdo
a extrato seco no Spray Drayer® para estabilizacdo do mesmo.

A maioria dos autores sugere que os taninos sdo 0s responsaveis pela acdo
farmacoldgica em virtude de sua propriedade adstringente (OLIVEIRA et al., 2010), porém sdo
compostos antioxidantes que atuam na reparagdo de feridas (SCHAFER; WERNER, 2008). Ao
mesmo tempo que os taninos tém a capacidade de formacdo de uma barreira mecanica
auxiliando no processo de cicatrizacdo de tlceras como demonstrado por Vasconcelos ef al.
(2010), o que pode estar relacionado com os resultados encontrados na caracterizagdo fisico-
quimica destes compostos e sua indicacdo farmacologica cicatrizante e anti-inflamatoria da
formulacao testada.

No que se refere a atividade cicatricial da formulagao a base de Juca, Melo et al. (2022)
demonstraram a presenca de compostos quimicos com atividade anti-inflamatdria e cicatrizante
de uma formulagdo a base de L. ferrea L., testando a formulagdo em ulceras induzidas em
mucosa jugal de ratos normossistémicos, evidenciando a redu¢do significativa das ulceras

tratadas com a formulagdo fitoterapica.

5.2 Testes fisico-quimicos de controle de qualidade

A escolha da forma farmacéutica ideal torna-se necessaria para melhor incorporagdo do
principio ativo, bem como facil manipulacao e melhores resultados farmacolégicos. A pomada
orabase de L. ferrea L. demonstrou ser de facil manipulagdo e manuseio; as pomadas estdo
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
ambientais para garantir sua conservacdo. As pomadas apresentam diversas classificacdes,
porém em sua maioria apresentam em sua formula¢do somente uma fase oleosa; na formulagao
proposta a pomada orabase apresentou componentes oleosos caracterizando a formula¢do com
apenas uma fase oleosa, contendo vaselina e 6leo mineral que fornecem a formulacio agdo
emoliente (SOUZA, 2016).

Como a formulagdo proposta tem a caracteristica de orabase que permite melhor

aderéncia a mucosa, foi escolhida a carboximetilcelulose (CMC), pois além de ter
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compatibilidade com outros componentes da formulagdo ¢ um excelente polimero de adesdo,
principalmente em mucosas orais, permanecendo por mais tempo aderida no local de aplicacao.
Estudos relataram que apesar do CMC ser um 6timo polimero para aderéncia de mucosas,
existem outras opgoes disponiveis para serem utilizados em formulagdes oleosas, dentre eles a
maltodextrina. Contudo, o CMC ¢ soluvel na formulacao e tem excelente propriedade como
aditivo em formulagdes farmacologicas, sendo uma substancia compativel com o pH fisiologico
(LANDOVA et al.,2013; MAZZARINO, 2014; OLIVEIRA, 2018; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010).

Na produgdo 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,

homogeneidade, pH e doseamento do farmaco (BRASIL, 2022).

5.2.1 Teste de centrifugacio

No teste de centrifugacdo, realizado em triplicatas, observou-se a separacdo de uma
pequena fase oleosa transparente da pomada de L. ferrea L. em todos os tempos (0, 1,2, 3,6 ¢
12 meses) e ambientes. Em nenhum tempo e ambiente de armazenamento houve a presenca de
precipitado. Esta separacdo pode ser denominada como cremacao (instabilidade reversivel),

conforme observada nas figuras 36, 37, 38, 39,40 ¢ 41.

Figura 36. Pomada orabase (tempo 0) ap6s centrifugagao.
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Figura 38 e 39. Pomada orabase TAC e geladeira, respectivamente (tempo 1, 2, 3, 6 ¢ 12 meses) apos

centrifugagdo.

Figura 40 e 41. Pomada orabase estufa e ar-condicionado, respectivamente (tempo 1, 2, 3, 6 ¢ 12 meses) apos

centrifugagdo.

O perfil de estabilidade de um produto fornece indicagdes sobre como o produto
comporta-se em determinado tempo e condi¢ao de armazenamento a que possa ser submetido,

desde a sua fabricagdo até o término da validade, contemplando avaliagdes fisicas, quimicas,
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fisico-quimicas e microbiologicas, bem como a aceitacdo pelo consumidor final do produto. O
teste de centrifugagdo produz um estresse simulando um aumento na for¢a da gravidade,
antecipando possiveis instabilidades da formulacao (BRASIL, 2007; BRASIL, 2010; BRASIL,
2022; ISAAC et al., 2008).

A instabilidade fisica demonstrada na formulagao fitoterapica testada no presente estudo
¢ conhecida como cremacao, causada pela diferenca de densidade das particulas, contudo a
ocorréncia de cremacdo ndo implica coalescéncia da formulagdo e € um processo reversivel,
portanto, ap6s a agitacdo a formulacdo retorna as suas caracteristicas iniciais, como
demonstrado também na formulagdo padrdo - Omcilon®, permitindo a utilizagdo do produto
com as mesma propriedades e caracteristicas que possuia no momento da sua fabricacdo, dentro
dos limites especificados pelo periodo de tempo determinado neste estudo (BRASIL, 2022;
TOPAN, 2012).

5.2.2 Teste de pH

A determinacdo do pH da pomada de L. ferrea L. foi obtido nos tempos experimentais
0,1,2,3,6¢ 12 meses de armazenamento em diferentes locais (Ar Condicionado — AR, Estufa,
Geladeira, Temperatura ambiente claro — TAC e Temperatura ambiente escuro - TAE). Para
este estudo observou-se na tabela 4 e figura 42 que houve diferenca significativa entre as
condi¢des testadas, na maioria dos tempos de armazenamento da pomada, com excecdo do
tempo de armazenamento a 2 meses ¢ 6 meses. No més 1, o armazenamento em geladeira
revelou diferenca significativa em comparagdo com os armazenamentos em estufa e em TAC,
sendo este tltimo também significativamente diferente do armazenamento em ar. Em relagdo
aos armazenamentos de 3 meses, estufa e geladeira demonstraram diferencas significativas
entre si. Ap6s 12 meses de armazenamento, a geladeira apresentou diferenca significativa em

comparacao com os armazenamentos em ar ¢ em TAC.



Tabela 4. Comparagdo do pH em relagdo aos grupos nos diferentes tempos.
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Tempo
Grupos 1 més 2 meses 3 meses 6 meses 12 meses Valor-P
A 6,72 (£ 0,053) 6,54 (£ 0,075) 645 (+0,117) 598 (+ 057) 5,29 (+ 0,024
r ABa Aab ABabc Abc 0,153) Ac d
6,55 (£ 0,666) 6,29 (£0,207) 5,84 (£ 0,104) 6,08 (+ 544 (2
Estufa BCa Aab Babc 0,324) Abc 0,100) Ac 0,0236
. 6,82 (+0,124) 6,83 (£0,091) 6,68 (+0,015) 6,74 (+ 6,56 (+
Geladeira Aa Aa Aa 0,127) Aa 0,187) Ba 0,1690
6,51 (£0,472) 6,54 (£0,075) 6,48 (£ 0,14) 591 (+ 541 (+
TAC Ca Aa ABa 0,560) Aa 0.260) Aa 0,0618
6,59 (£ 0472) 6,30 (£ 0,356) 6,41 (+0,015) 6,13 (+ 5,68 (+
TAE ABCa Aab ABab 0081)Abc  0,121) ABc 0,0197
Valor P 0,0218 0,0580 0,0256 0,1306 0,0327

Teste de Kruskal-Wallis - Média (+ Desvio Padrdo)|Nivel de significancia de 5%.
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Figura 42. Variagao do pH (em meses) de acordo com as condi¢des de armazenamento.

O teste de determinag¢ao do pH permite observar se a formulagdo apresenta degradagdo
ou ndo com o armazenamento, além de identificar se ela pode ser compativel com a éarea
fisioldgica destinada, no presente estudo avalia-se uma formulac¢ao destinada para tratamento
de ulceras traumaticas, portanto o pH deve ser proximo ao da cavidade bucal - entre 6,59 ¢ 7,2
(BRASIL, 2022; MARAFON et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013). No presente estudo, a
tabela 5 demonstra a média de pH encontrada nos diferentes tempos e locais de armazenamento,
com valores da média entre 6,2 e 6,3 que sugere uma possivel estabilidade da formulacao. Este
resultado foi corroborado por Melo et al. (2002) e divergido do trabalho realizado por Matos
(2016), recomendando que a nova formulagdo proposta demonstrou resultados bem mais

satisfatorios, com o pH perto da neutralidade.
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Nos periodos experimentais observou-se a variagdo no pH, contudo o armazenamento
na geladeira foi mais estavel ndo havendo diferenca significativa (p=0,1690). Este fato, nos
permite inferir que o armazenamento em geladeira com temperatura em torno de 2 °C a 8 °C ¢
o local mais indicado.

Em relacdo a propriedade biologica, o pH ¢ um importante indicador funcional pois sua
caracteristica levemente 4cida, proximo da neutralidade (variando de 6,8 a 7,2) contribui para
protecdo bacteriana e fingica, além de manutencao da capacidade tamponante e cicatricial, fato
evidenciado neste estudo, principalmente quando o relacionamos com o processo de
regeneragdo tecidual (BALBINO; PEREIRA; CURI., 2005; LEONARDI; GASPAR;
CAMPOS, 2002).

5.2.3 Teste de densidade

A determinacdo da densidade foi realizada nos tempos experimentais 0, 1, 2, 3, 6 ¢ 12
meses ¢ em diferentes locais de armazenamento (Ar Condicionado — AR, Estufa, Geladeira,
Temperatura ambiente claro — TAC e Temperatura ambiente escuro - TAE). A tabela 5 e figura
43 demonstra os resultados nos tempos experimentais durante os 12 meses de armazenamento,
onde pode observar a diferenga significativa entre o armazenamento em estufa, ar e TAC,
contudo sem diferencas significativas entre TAE e Geladeira, demonstrando melhor

estabilidade.

Tabela 5. Comparagdo da densidade em relagdo aos grupos nos diferentes tempos.

Tempo
Grupos 1 més 2 meses 3 meses 6 meses 12 meses Valor-P
0,84 (+ 0,86 (+
0,84 (£ 0,002) ’ ’ 0,83 (£ 0,012) 0,80 (+
Ar b 0,001) 0,024) yon 0.013) ABb 0,0346
Aab Aa
0,84 (% 0,00) 0,84 (£ 0,84 (£ 0,82 (£ 0,016) 0,77 (+
Estufa Aab 0,001)Aab  0,003) Aa Abc 0,009) cac %0220
. 0,84 (£ 0,009) 0,84 (+ 0,84 (+ 0,75 (+ 0,052) 0,84 (£
Geladeira Aa 0,009) Aa 0,001) Aa Aa 0,004) a2 01261
0,80 (£
0,84 (£ 0,002) 0,80 (£ : 0,77 (£ 0,017) 0,78 (+
TAC Aa 0,034) Abc Offt?) Ac 0008 8cc 0192
0,84 (£ 0,012) 0,84 (£ 0,84 (£ 0,80 (4 0,038) 0,84 (+
TAE Aa 0,015) Aa 0,017) Aa Aa 0,003) Aa 0,3009

Valor P 0,7564 0,1617 0,3310 0,0595 0,0134
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Teste de Kruskal-Wallis - Média (& Desvio Padrdo) | Letras maiiisculas comparagdo entre os grupos (Colunas) | Letras
Minusculas comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.
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Figura 43. Variacdo da densidade (em meses) de acordo com as condigdes de armazenamento.

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 estavel ela se torna, consequentemente melhor a incorporagdo do
principio ativo e maior teor do principio ativo, sem perda de propriedades terapéuticas
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010). Os resultados encontrados no presente estudo corroboram
com estes autores pois a formulacdo testada nos tempos e condigcdes experimentais
apresentaram valor ideal proximo ao da densidade da 4gua (1g/cm?), sendo a condigdo de
armazenamento Geladeira demonstrando o valor mais proximo em todos os tempos testados

(excluindo o tempo 6 meses), sugerindo uma 6tima estabilidade da formulacao.

5.2.4 Teste Reologico

Os resultados demonstram que a viscosidade da pomada orabase de Libidibia ferrea L.
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. é ndo newtonianas e precisou de uma certa tensao/taxa de
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cisalhamento para comecar a fluir apresentando, portanto, um provavel comportamento
pseudoplastico/plastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da tensdo, tornando-se
mais fluido, de acordo com os dados apresentados no apéndice 1 e os reogramas apresentados

nas figuras 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53 ¢ 54.
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Figura 44. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 0).
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Figura 45. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 6 - estufa).
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Ar condicionado - 6 meses
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Figura 46. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 6 — ar condicionado).
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Figura 47. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 6 — TAC).
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Figura 48. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 6 — geladeira).
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Figura 49. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 6 — TAE).

140

140

81



82

Estufa - 12 meses
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Figura 50. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 12 — estufa).
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Figura 51. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 12 — ar condicionado).
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Figura 52. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 12 — TAC).
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Figura 53. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 12 — geladeira).

Temperatura ambiente escuro (TAE) - 12 meses
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Figura 54. Reograma da pomada orabase de L. ferrea L. (tempo 12 — TAE).

Os testes reoldgicos sdo amplamente utilizados para testar uma serie de formulagdes
cosméticas e farmacéuticas, devendo ser sensivel, precisa e gerando resultados analiticos que
poderdo ser facilmente reproduziveis. A sensagdo e espalhabilidade da pomada durante sua
aplicacdo sdo questdes importantes de aceitagdo pelo consumidor final do produto, esses fatores
podem ser influenciados pela escolha dos componentes da formulacdo, bem como o seu
processo de fabricagdo, visto que alguns componentes podem desenvolver reacdes alérgicas
nos consumidores ¢ a qualidade do produto deve permanecer a mesma durante todo o seu tempo
de validade, por isso o controle de qualidade torna-se um fator primordial para verificar estas

variaveis (BRASIL, 2002).
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As caracteristicas reoldgicas demonstrada nos tempos e condi¢des de armazenamento
estdo de acordo com as caracteristicas exigidas ao produto final farmacéutico, corroborando
também com os dados avaliados por Melo et al. (2022), contudo divergindo com os resultados
presentes em uma formulagao utilizada por Matos (2016), exprimindo assim que a formulagao
desta pesquisa apresenta adequadas caracteristicas reologicas para a forma farmacéutica
semissolida proposta, confirmando também a adequada escolha dos componentes de sua

formulacao.

5.2.5 Avaliacio microbioldgica para pesquisa de contaminantes e microrganismos
patogénicos — controle microbiolégico da pomada orabase

O teste microbiologico avalia a presenga de contaminantes na pomada formulada. Nas
condi¢des e meios de culturas testados, ndo houve presenga de contaminantes (bactérias e/ou

fungos) em nenhum tempo ou condi¢des de armazenamento.

5.2.6 Avaliacio das caracteristicas organolépticas

Durante a avaliacao das caracteristicas organolépticas foram analisadas a cor, o odor, o
brilho e a consisténcia. As amostras nao apresentaram alteragdes de cor da pomada entre os
tempos e condi¢gdes de armazenamento, caracterizadas pela cor amarronzada clara (Tamara),
determinada através da escala de cor Coral® (Figuras 55 e 56). A pomada caracterizou-se por
possuir odor forte e aromatico, com presenca de brilho e consisténcia lisa, ausente de

granulagdes.

Lerorn

o
e
»

Figura 55 e 56. Aspecto visual da pomada orabase de L. ferrea L. de consisténcia lisa e brilhante, ausente de
granulagdes (tempo 0) e aspecto visual sem alteragdes nas condi¢des de armazenamento testadas (tempo 1, 2, 3, 6

e 12 meses), respectivamente.
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As caracteristicas organolépticas constituem o indicativo mais acessivel de qualidade,
principalmente em formulagdes semissolidas para determinar possiveis alteragdes e aceitagao
do produto pelo consumidor (BRASIL, 2022). Logo, a partir dos resultados obtidos da
formulagdo proposta os testes de controle de qualidade apresentaram instabilidade quimica
reversivel, estabilidade fisica e microbioldgica nas condigdes de armazenamento testadas,
demonstrando aparéncia e coloracdo agradaveis, bem como sua consisténcia ao toque, sem
presenga de contaminantes, ndo corroborando com os resultados encontrados por Matos (2016),
cujo o qual apresentou contaminacdo bacteriana/fingica em 60 dias de experimento, contudo
resultados semelhantes foram demonstrados por Melo et al. (2022) que avaliou condigdes e
testes similares por um periodo de 60 dias, onde a formulagdo apresentou resultados favoraveis

e similares ao presente estudo.

5.3 Testes de atividade cicatricial, de colagénese e apoptose de fibroblastos em mucosa,
analise histopatologica e imunohistoquimica em jugal de ratos diabéticos

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.

5.3.1 Avaliacdo da inducio diabética e avaliacio clinica

Os ratos Wistar foram distribuidos dentre os grupos experimentais, podendo observar
de acordo com a tabela 8 as perdas/mortes de animais no G2 e G5 no dia 01, 0 G3 no dia 05 ¢
10. A indugdo diabética foi confirmada nos dias 01, 05 e 10 em todos os grupos experimentais,
exceto o grupo G1 que a inducdo diabética ndo foi realizada (ratos normossistémicos), no G2
(3 ratos) ndo atingiram o valor glicémico proposto metodologicamente para diabéticos, contudo
ainda se encontraram acima do valor glicémico padrao, o mesmo observou-se nos grupos G4 ¢
G5 (2 ratos). A perda dos animais, observada no G3 (tabela 6) esteve relacionado com o

processo de anestesia e relaxamento muscular.

Tabela 6. Distribuigdo dos animais nos grupos experimentais.

Grupos experimentais Dia 01 Dia 05 Dia 10
Grupo 1 (G1) 8 8 8
Grupo 2 (G2) 7 8 7
Grupo 3 (G3) 8 5 5
Grupo 4 (G4) 8 8 8
Grupo 5 (GS) 7 8 8
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5.3.1.1 Diametro ulcerativo

A tabela 7 e a figura 57 mostrou que nos dias 01, 05 e¢ 10 ndo houve diferencga
significativa entre os grupos. Nos grupos G1 e G4 ha diferenca significativa entre os dias. Em
relacdo aos grupos G2, G3 e G5, ndo ha diferenga significativa entre os dias 01 e 05, mas ambos

diferem do dia 10.

Tabela 7. Maior didmetro ulcerativo dos grupos experimentais (cm).

Tempo
Grupos Dia 01 Dia 05 Dia 10 Valor-P
1 5,91 (£ 0,62) Aa 4,64 (£ 0,83) Ab 2,86 (£ 0,51) Ac 0,0001
2 5,51 (£ 0,99) Aa 5,61 (£ 0,89) Aa 3,90 (£ 0,64) Ab 0,0079
3 5,86 (£ 0,57) Aa 5,46 (£ 1,34) Aa 3,06 (£ 0,89) Ab 0,0092
4 6,59 (£ 0,91) Aa 5,35 (£ 1,20) Ab 3,17 (£ 0,92) Ac 0,0002
5 6,48 (£ 0,81) Aa 6,15 (£ 0,83) Aa 3,31 (£ 0,82) Ab 0,0006

Valor - P 0,0708 0,0658 0,1241

Meédia (£ Desvio Padrio) | Pés teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintisculas
comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.

Maior Diametro de Ulcera por Grupo e Dia de Eutanasia
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Figura 57. Variacdo diametro maior, por periodo expeirmental, de acordo com os grupos.

Analisando a tabela 8 e a figura 58 observou-se diferenca significativa na area ulcerativa
no dia 01 em relacdo aos dias 05 e 10, entretanto ndo ocorreu essa diferenga nos dois ultimos
periodos experimentais. O grupo G1 apresentou diferencga significativa entre 01, 05 e 10 (entre
si). Em relagdo aos grupos G2, G3, G4 e G5, apresentam diferenga significativa entre si nos

dias 01 e 10, assim como 05 e 10. Na evolugdo cicatricial ao longo dos 10 dias, observam-se as
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diferengas nos valores dos tamanhos ulcerativos bem como sua redugdo durante o periodo
avaliado, onde todos os grupos apresentaram uma reducao significativa do tamanho, contudo
os grupos G1 e G4 foram os que apresentaram os menores tamanhos ulcerativos no final do

experimento, indicando as melhores cicatrizagdes ulcerativas.

Tabela 8. Diferencas das areas ulcerativas nos grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia 01 Dia 05 Dia 10 Valor-P
1 21,04 (£ 3,03) Aa 13,54 (£ 5,04) Ab 5,27 (£ 1,49) Ac 0,0001
2 19,59 (£ 6,04) Aa 19,27 (£ 4,30) Aa 9,33 (£ 2,67) Ab 0,0013
3 22,22 (£2,92) Aa 22,01 (£ 10,64) Aa 6,64 (£ 2,79) Ab 0,0056
4 29,27 (£ 8,07) Aa 21,25 (£ 9,77) Aa 6,42 (£ 2,95) Ab 0,0002
5 28,30 (£ 5,80) Aa 25,77 (£ 7,75) Aa 7,20 (£ 3,40) Ab 0,0005
Valor P 0,0364 0,0525 0,1069

Meédia (+ Desvio Padrdo) | Pos teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintisculas
intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%

Area de Ulcera por Grupo e Dia
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Figura 58. Variagdo Area da tlcera, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Na figura 59 observa-se a representacdo clinica do processo cicatricial em todos os
grupos e tempos testados, onde o grupo G1 (normoglicémicos) apresenta melhor cicatrizagdo
clinica com caracteristicas de cicatrizagdo parcialmente completa no dia 10.

Entretanto, nos grupos de ratos diabéticos apesar da cicatrizacdo parcial com presenca
de sinais inflamatorios em todos os dias testados, observou-se que os grupos G4 e G5
apresentaram melhores caracteristicas cicatriciais ao longo dos periodos experimentais,

sugerindo que a cicatrizagdo ulcerativa bucal ¢ prejudicada em animais diabéticos. Este
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resultado pode ter relagdo com o aumento do tempo da fase inflamatéria encontrado em
pacientes diabéticos que pode exacerbar a permeabilidade vascular, diminuir a angiogénese, a
fibroplasia e a colagénese.

Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Brizeno et al. (2016) que
também avaliou a cicatrizagao ulcerativa bucal em ratos normossistémicos e diabéticos através
da técnica utilizada por este estudo, assim como por Oliveira et al. (2010) que avaliou os efeitos
do tratamento tépico da L. ferrea L. em feridas cutdneas de caprinos demonstrando que a
utilizagdo topica da pomada apresentou eficiéncia significativa no auxilio da reparagdo
cicatricial. Bem como por Soares et al. (2013), os quais 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 apresentaram diferenga estatistica
significativa, portanto, ambos produtos farmacéuticos apresentam poder cicatrizante quando
comparado ao grupo controle utilizado.

Melo et al. (2022) avaliaram clinicamente a cicatrizagdo de ulceras bucais durante um
periodo de 10 dias, onde foi observado que os ratos tratados com uma formulagdo orabase de
Libidibia ferrea L. apresentaram o processo cicatricial mais rapido e eficiente em relacio aos
demais grupos testados, corroborando com os resultados aqui apresentados cuja a utilizagao da
pomada orabase de Libidibia ferrea L., em ratos normossistémicos e diabéticos, favoreceu

clinicamente o reparo tecidual mostrando a sua benéfica utilizacdo.

Figura 59. Representacao clinica das ulceras orais dos grupos e tempos testados.
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(G3)

(G4

(GS)

5.3.2 Avaliacio da diferenca de peso corporeo

A tabela 9 e a figura 60 exibem o resultado dos testes. Na comparagao intragrupos, nota-
se que no grupo G1, a taxa de variacdo difere em pelo menos um dos dias (Valor - p=0,0012).
Os dias 01 e 05 ndo diferem, mas ambos diferem do dia 10. Em rela¢do ao grupo G4, ha
diferenga significativa na taxa de variagdo (Valor - p = 0,0101). Nos grupos G2, G3 e G5, ndo
ha diferenca significativa entre a taxa de variacdo em relacdo aos dias.

Na comparacdo entre os grupos, observa-se que no dia 01 ha diferenca significativa
(Valor - p=0,023). Os grupos G1, G2 e G5 ndo apresentam diferencas entre si, porém diferem
dos grupos G3 e G4. Por sua vez, os grupos G3 ¢ G4 ndo demonstram diferengas entre si. No
dia 05, o grupo G3 difere dos demais grupos. Em relagdo ao dia 10, os grupos G1, G4 ¢ G5,
ndo diferem entre si, assim como os grupos G4 e G3 também diferem entre si e os grupos G2 e

G3 nao diferem entre si.
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Tabela 9. Taxa de variacdo dos Pesos entre 0s grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia 01 Dia 05 Dia 10 Valor-p
1 3,44 (£ 2,38) Ab 2,75 (£ 1,18) Ab 7,84 (£ 1,65) Aa 0,0012
2 -1,67(% 3,38) ABa -2,16 (£ 8,70) Aa -3,17 (£ 6,14) BCa 0,1869
3 -2,80(£ 4,71) Ba -4,54 (£ 2,19) Ba -15,17 (£ 8,43) Ca 0,0832
4 -4,64(% 9,24) Bb 2,75 (£ 3,04) Aab 4,45 (£ 6,72) ABa 0,0101
5 -0,73(% 4,61) ABa -0,81 (£ 3,40) ABa 6,60 (£ 8,42) Aa 0,1154
Valor P 0,0230 0,0091 0,0007

Meédia (t Desvio Padrio) |Pés teste de Dunn | Letras maivisculas comparacdo entre os grupos (Colunas) | Letras
Minusculas comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.

Taxa De Variagédo Por Dia de Acordo Com Os Grupos
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Figura 60. Taxa de Variagdo dos pesos, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Para comparar se houve diferenca entre a massa final e a inicial dentro dos grupos, foi
aplicado o teste pareado de Wilcoxon. A Tabela 10 demonstra diferenga significativa de massa

nos grupos G1 e G3 (Valor - p < 0,001 e Valor - p = 0,0020, respectivamente).

Tabela 10. Mudanc¢a de massa.

Grupos Valor-p
1 < 0,001
2 0,6494
3 0,0020
4 0,1612
5 0,2304

Teste de Wilcoxon - Nivel de significancia de 5%.

Avaliando o peso corporal dos ratos observou-se que nos grupos experimentais G2 e G3

os ratos perderam peso em todos os dias de experimento, no grupo G4 no primeiro dia e no
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grupo G5 nos dias 01 e 05. Observou-se também que o G1 apresentou ganho de peso em todos
os periodos € 0 G4 nos dias 05 ¢ 10. A perda de peso dos grupos experimentais pode estar
relacionada com a persisténcia das células presentes no processo inflamatério que formam um
tecido fibrdtico exuberante gerando sintomatologia dolorosa, o que pode ocasionar a
dificuldade na alimentacdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; BRIZENO et al., 2016;
KRYCZKA & BONCELA, 2015).

Corroborando com esses relatos, estudos em modelos com mucosite oral relataram dores
ocasionadas por lesdes orais ulceradas, fator que pode levar o animal a limitar sua alimentagao
e sua hidratacdo oral, variante clinica que pode estar associada com o processo disfagico,
corroborando também com resultados encontrados por Melo et al. (2022) em ratos
normossistémicos.

Outro fator relacionado a perda de massa corpdérea pode ser explicado por modelos
experimentais de indugdo diabética que demonstram resultados com as mesmas caracteristicas
clinicas apresentadas em seres humanos. Sem pormenorizar, os estudos apontaram uma perda
de peso do animal diabético em relagdo a ratos normossistémicos que varia entre 11 a 24%.
(BRIZENO et al., 2016; KWON et al., 2008).

Leme et al. (2010) demonstraram em ratos no periodo de 24 horas apds a utilizagdo de
aloxano, a reducao de peso e alimentacao indicando que os efeitos do aloxano manifesta-se em
um curto periodo de tempo, pois este farmaco atua na produ¢do de insulina para simular os
mesmos processos clinicos e fisioldgicos da diabetes em seres humanos, modulando o controle
cerebral da fome e reduzindo a ingestdo alimentar, corroborando com os achados neste estudo.

E importante notar que o grupo G3 ocorreu o menor ganho de peso em relagdo aos outros
grupos, ao contrario, do grupo G1, G4 e G5 que houve o maior ganho de peso demonstrando
que clinicamente a cicatrizagdo ulcerativa com a formacao de uma barreira fisica de protecao
influenciou na capacidade de alimentagdo dos ratos normossist€émicos (G1) e os diabéticos
tratados com a pomada de Libidibia ferrea L. (G4) e sem o principio ativo (G5 — somente a
orabase).

A pomada orabase além do principio ativo que possui compostos farmacoldgicos que
atuam na reparacdo de feridas, apresenta componentes oleosos fornecendo acdo emoliente e
melhor aderéncia a mucosa, sugerindo com os dados aqui apresentados o auxilio no processo
regenerativo tecidual durante os tempos estudados, resultados estes, encontrados por Melo et
al. (2022) quando tratados com uma formulagdo orabase de Libidibia ferrea L. e sem o principio

ativo.
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5.3.3 Analise histopatologica

As tabelas 11 e figura 61 apresentam os resultados dos testes. Durante a andlise
histopatologica observou-se que ndo teve diferenga significativa nos escores ulcerativos nos
dias 01 e 05 em todos os grupos experimentais (figura 61). Entretanto, no dia 10 houve diferenca

significativa entre os grupos G1 e G5, ndo existindo esta diferenca nos demais grupos.

Tabela 11. Teste de diferenca - Escores ulcerativos.

Tempo
Grupos Dia 10
1 2,75 (£ 0,46) A

2 3,00 (+ 0,00) AB
3 3,00 (+ 0,00) AB
4 3,25 (+0,70) AB
5 3,62 (+0,51) B

Valor - P 0,02

Meédia ( =+ Desvio Padrio) | Pés teste
de Dunn | Letras maiisculas comparagao
entre os grupos (Colunas) | Nivel de
significancia de 5%.

Escores Inflamatorios por Grupo e Dia de Eutanasia
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Figura 61. Resumo dos dados estatisticos - escores ulcerativos.

Segundo Koivisto et al. (2014) as lesdes ulcerativas sdo comuns 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 hd acontecimentos
fisiopatologicos como coagulacdo sanguinea, inflamacdo, reepitelizacdo, angiogénese,

formagdo de tecido de granulagdo e remodelacao do tecido conjuntivo.
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De acordo com os escores histologicos avaliados e a anélise microscopica apresentada
na figura 62 deste estudo, demonstraram a evolugdo do processo de reparacao tecidual em todos
os grupos experimentais. Contudo, os resultados confirmaram a progressdo lenta da
cicatrizagdo da mucosa bucal dos animais diabéticos (G2) quando comparados ao grupo de
ratos normossistémicos (G1). Este retardo cicatricial pode ser caracterizado devido o aumento
da fase inflamatoria aguda, com acimulo de células polimorfonucleares (PMN) e alteracdo da
ativacdo de macrofagos, o que gera um atraso na formacdo do tecido de granulagdo e
consequentemente na remodelagdo conjuntiva tecidual. Este aumento pode ser observado
principalmente nos grupos avaliados no dia 05 do experimento, onde existiu maior
concentragdo de células inflamatorias, onde o animal diabético (G2) apresentou
histologicamente edema tecidual, hemorragia, danos celulares endoteliais, com baixa formagao
capilar, epitelial e incompleta remodelagdo da matriz extracelular.

Quando sdao comparados os grupos de ratos diabéticos (G3, G4 e G5) submetidos aos
tratamentos experimentais propostos observou-se a evolugdo cicatricial, com neoformacao de
vasos sanguineos dentro da matriz extracelular em formagdo; a angiogénese faz parte do
processo de formacdo do tecido de granulagcdo e ¢ um processo fundamental para o reparo
cicatricial. Entretanto, no grupo tratado com a pomada de L. ferrea L. (G4) observa-se um
melhor reparo tecidual em relagdo aos outros grupos, neoformagdo de vasos sanguineos,
diminui¢do do processo inflamatdrio e melhor neoformagdo tecidual da matriz extracelular e
epitelial.

No grupo tratado com a orabase (G5) observou-se também uma adequada neoformagao
tecidual e angiogénese, contudo a presenga de infiltrado inflamatdério misto caracteriza a
presenca de processo inflamatorio. Estes resultados corroboram com estudo realizado por Melo
et al. (2022) que ao comparar os grupos incluidos nos testes, evidenciaram a eficacia da
formulagdo em orabase de L. ferrea L. proposta para cicatrizagdo ulcerativa oral.

Os ratos com DM do grupo experimental G4, deste estudo, apresentaram processo
cicatricial mais rapido e eficiente que os demais grupos, portanto, a utilizagdo da pomada
orabase de Jucd mostrou-se benéfica durante o tempo de tratamento proposto, favorecendo o
reparo tecidual. Contudo, essa resposta também pode estar relacionada aos componentes da
formulagdo, como observado no grupo G5, 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; MELO et al. 2022; OLIVEIRA et al., 2010; SOARES et al., 2013).

Ao demonstrar o retardo cicatricial em animais diabéticos Brizeno er al. (2016) ¢

Rodrigues (2022) demonstraram resultados semelhantes ao presente estudo, onde foi verificado
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o retardo no processo de cicatrizagdo dos animais diabéticos quando comparados com os
normoglicémicos. Nesses estudos, os grupos dos animais diabéticos ndo apresentaram
reepitelizagdo completa com pouco neoformagdo de vasos sanguineos, edema tecidual,
hemorragia, danos endoteliais sem completa formacdo dos tecidos da matriz extracelular e
epiteliais, corroborando com os achados histologicos deste experimento.

Infere-se que a pomada orabase de L. ferrea L. demonstra um adequado controle do
processo inflamatorio e reparador mesmo em animais diabéticos que apresentam o retardo
cicatricial j& comprovados em diversos estudos. Em 10 dias, nenhum grupo demonstrou total
reepitelizagdo e reparo tecidual, porém no G4 observou-se boa remodelacdo da nova matriz
celular, diminui¢do do infiltrado inflamatorio misto, com poucos vasos ectdsicos e presenca de
neoformacao de vasos sanguineos.

Comparando os resultados histopatoldgicos de Melo et al. (2022) utilizando uma
formulagdo orabase de L. ferrea L. em ratos normoglicémicos com ratos diabéticos deste estudo
no mesmo tempo experimental, observou-se que os ratos normoglicémicos do grupo Juca
apresentaram o recobrimento epitelial completo, com excelente reparagao tecidual. Ja nos ratos
diabéticos evidenciou-se o retardo cicatricial, porém mesmo com o retardo de cicatrizagdo
esperado devido a diabetes, o grupo da formulagdo orabase de L. ferrea L. apresentou os

melhores resultados, evidenciando a indicacdo clinica da formulagao testada.

Figura 62. Analise histopatologica dos grupos experimentais, de acordo com os escores histologicos (200x).
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5.3.4 Analise da colagénese (colageno total, colageno tipo I, colageno tipo III)

A tabela 12 e figura 63 demonstram os resultados da avaliagdo do coldgeno total.

Na comparacao entre os grupos nos dias 01, 05 e 10 ndo houve diferenca significativa

entre os grupos. Na comparacdo intragrupos, ¢ visto que no grupo G5, apenas no dia 10 ha
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diferenga significativa do coldgeno total com os demais dias. Nos grupos G1 e G3 os dias 01 ¢

10 possuem diferenca significativa entre si. O grupo G4 apresentou diferenca significativa nos

dias 01, 05 e 10 entre si.

Tabela 12. Analise do Colageno Total nos grupos experimentais.

Grupos

Tempo

Dia 01

Dia 05

Dia 10

Valor-P

1
2
3
4
5

491 (+4,23) Ab
8,36 (+ 5,73) Aa
4,87 (+1,95) Ab
5,38 (£ 3,72) Ac
7,28 (+ 5,99) Ab

12,59 (+ 7,16) Aab
6,69 (+ 1,61) Aa
9,24 (+ 2,17) Aab
12,17 (+ 2,81) Ab
9,61 (+ 3,21) Ab

22,11 (+ 8,21)Aa
14,91 (+11,59)Aa
17,11 (+ 7.92)Aa
19,77 (+ 3,03)Aa
15,27 (+ 3,09)Aa

0,0054
0,6154
0,0125
0,0002
0,0151

Valor - P

0,6536

0,1169

0,0943

Meédia (+Desvio Padrio) | Pos teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintsculas
comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.
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Figura 63. Variacao do Colageno Total, por periodo expermental, de acordo com os grupos.

A tabela 13 e figura 64 demonstram os resultados da avaliacdo do coldgeno tipo I. Na
comparagdo entre os grupos nos dias 01, 05 e 10 ndo houve diferenga significativa entre os
grupos. Na comparagdo intragrupos, € visto que nos grupos Gl e G3, apenas no dia 1 ha
diferenga significativa do coldgeno I com os demais dias. Nos grupos G2 e G5, os dias 01, 05
e 10 ndo possuem diferenca significativa entre si em relagdo ao colageno I. O grupo G4

apresentou diferenga significativa nos dias 01, 05 e 10 entre si.

Tabela 13. Analise do Coldgeno I nos grupos experimentais.

Tempo

Grupos Dia 01 Dia 05 Dia 10 Valor-P
1 3,18 (£ 2,39) Ab 10,53(% 5,48) Aa 14,80 (£ 5,86) Aa 0,0061
2 5,23 (£ 4,71) Aa 5,51 (£ 1,53) Aa 9,89 (£ 8,09) Aa 0,3428
3 4,06 (£ 1,80) Ab 7,38 (£ 2,08) Aab 13,48 (£ 7,32) Aa 0,0257
4 4,33 (£2,91)Ac 9,33 (£ 2,25) Ab 13,91 (£ 2,07) Aa 0,0002
5 6,49 (£ 5,40) Aa 8,06 (£ 3,27) Aa 11,21 (£ 2,45)Aa 0,1209

Valor - P 0,7210 0,1500 0,2453

Meédia (1 Desvio Padrio) |Pés teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintisculas
comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.



Por fim, evidencia-se os resultados da analise do colageno tipo III na tabela 14 e figura
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Figura 64. Variacao do Colageno I, por periodo experimental, de acordo com os grupos.
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65. Na comparagdo entre os grupos nos dias 01, 05 e 10 ndo houve diferenca significativa entre

os grupos. Na comparagdo intragrupos, ¢ visto que nos grupos G1 e G5, apenas no dia 10 ha

diferenga significativa do colageno IIl com os demais dias. No grupo G2 nao ha diferenca

significativa do coldgeno III em relag@o aos dias. No grupo G3 o dia 01 difere dos demais dias.

O grupo G4 apresentou diferenga significativa nos dias 01, 05 e 10 entre si. No grupo G5,

apenas o dia 10 difere dos demais.

Tabela 14. Analise do Coldgeno III nos grupos experimentais.

Grupos

Tempo

Dia 1l

Dia 5

Dia 10

Valor-P

1
2
3
4
5

1,73 (& 2,08) Ab
3,12 (+ 2,47) Aa
0,81 (4 0,21) Ab
1,05 (+ 0,84) Ac
0,79 (+ 0,63) Aab

2,06 (% 2,17) Ab
1,19 (4 0,64) Aa
1,87 (4 0,30) Aa
2,84 (+ 1,12) Ab
1,55 (£ 0,56) Ab

7,31 (£ 3,04) Aa
5,02 (+3,81) Aa
3,63 (+ 1,94) Aa
5,85 (+ 1,68) Aa
4,06 (£ 1,97) Aa

0,0069
0,2043
0,0085
0,0003
0,0023

Valor P

0,4124

0,0914

0,0700

Meédia (+ Desvio Padrio) | P6s teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintisculas

intragrupos (Linhas) | Nivel de significdancia de 5%.
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Figura 65. Variacdo do Colageno III, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Os fibroblastos sdao células responsaveis pela formacdo de colageno e proteinas da
matriz extracelular, sendo de relevante importancia para a contragdo da ferida e consequente
reparo tecidual. Pode-se observar que mesmo sem diferenga estatistica significativa entre os
grupos testados, o0 G1 e G4 apresentaram os melhores resultados para atividade de colageno
total, tipo I e tipo III depois dos 10 dias de experimento, demonstrando a maior produgdo em
relacdo aos outros grupos, o que corrobora com os achados da andlise histopatoldgica que
demonstra melhor neoformacao tecidual nestes grupos (G1 e G4).

Achados semelhantes também foram encontrados por Rodrigues (2002) e Brizeno et al.
(2016) evidenciando a reducdo de fibroplasia e diminui¢ao da deposi¢do colagénica dos ratos
diabéticos em relagdo aos normoglicémicos, muitos estudos ratificam diversas alteragdes
celulares relacionadas ao DM culminando na redugao dos fibroblastos na MEC (BRIZENO et
al.,2016; DESTA et al., 2010; LIU et al., 2004; MIAO et al., 2012; RODRIGUES, 2022).

Muitas coloragdes podem ser empregadas para a visualizacdo da deposi¢do colagénica,
apesar disso a maioria € inespecifica sendo insuficiente para demonstrar estruturas mais
delgadas. A técnica do “Picrosirius Red” ¢ descrita como a mais adequada para tipificar e
evidenciar o coldgeno, além da vantagem de poder avaliar em microscopio o padrio de
disposi¢do das fibras e sua arquitetura tecidual (MONTES; JUNQUEIRA, 1991; BRIZENO et
al., 2016; RODRIGUES, 2022). Apds a realizagao da analise de Picrosirius Red observa-se na
figura 66 a menor deposi¢do de coldgeno nos animais diabéticos (G2) quando comparados aos

ratos normoglicémicos (G1); dentre os grupos G3, G4 e G5 podemos observar a deposi¢ao
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colagénica em todos os grupos, observando a maior deposi¢ao no grupo G4, durante os tempos
experimentais de estudos.

Estudos evidenciam diversas alteracdes nos fibroblastos relacionados ao DM, como
defeitos na diferenciacdo, proliferagdo e aumento da apoptose e consequente redugdo da
quantidade celular (CARVALHO et al., 2010; DESTA et al., 2010; LIU et al., 2010). Além
disso, os fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos sob a influéncia de TGF-f3, sendo de
extrema importancia para contracdo e reparagdo tecidual. Kwon et al., (2008) mostraram
através de um estudo com células estromais que essas elevam os fatores de crescimento
teciduais promovendo um aumento do recrutamento e proliferacio de fibroblastos para
deposicao de colageno, contudo no diabético, além de evidenciar uma superexpressao de TNF-
o ha uma subexpressdo dos fatores de crescimento (principalmente TGF-), promovendo a
apoptose dos fibroblastos e menor colagénese promovendo o déficit cicatricial, corroborando

com os achados do presente estudo.

Figura 66. Analise da atividade de colagénese dos grupos experimentais (aumento 400x).
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(GS)

5.3.5 Reacao imunohistoquimica para IL-1, TNF-a, TGF-§ e CD31

Para o estudo do conjunto denominado Imunohistoquimica foram analisadas as
variaveis IL-1, TNF-a, TGF- e CD31. Onde, IL-1 e TNF-a apresentaram dados para os dias
01 e 05, e TGF-B e CD31 apresentaram dados para os dias 05 e 10.

A tabela 15 e figura 67 apresentam os resultados dos testes. Na comparacao entre os
grupos, ¢ visto que no dia 01, o grupo G1 difere dos grupos G4 e G5, mas nao difere dos grupos
G2 e G3. Os grupos G4 ¢ G5 nao diferem dos grupos G2 e G3. Em relacdo ao dia 05 ndo ha
diferenga significativa entre os grupos.

No presente estudo observou-se que apesar da avaliagdo clinica ndo ter apresentado
diferengas significativas em alguns parametros, demonstrou a reducao da area ulcerativa em
todos os grupos testados, principalmente nos grupos G1 e G3. Essa evolucao foi associada ao
aumento da colagénese e reducdo do infiltrado inflamatério e da permeabilidade vascular.
Contudo, a andlise imunohistoquimica demonstrou um retardo da cicatrizagdo associado a
elevados niveis de IL-1, principalmente no grupo G3, o que pode indicar o apice do processo
inflamatorio no dia 05, porém observa-se a reducdo dos niveis de IL-1 nos grupos G1 e G2,
mesmo sem diferenga estatistica significativa. A circulagdo de TNF-a pode estimular a
liberagdo de interleucinas (ILS) de macrofagos, células endoteliais e queratindcitos, que por sua
vez ativam células T e induzem o crescimento ¢ diferenciagao de células T citotoxicas, levando
a destruicao de células epiteliais e formagao de ulceras (DESTA et al., 2010; LIU et al., 2010;
MESQUITA et al., 2020).

Em um estudo clinico randomizado realizado por Elamrousy et al. (2021) avaliou-se
um gel para tratamento de estomatite aftosa recorrente (RAS) analisando os niveis séricos de
IL-1, TNF-a e IL-8 um dia antes da aplicagdo do gel e 7 dias apds a cicatrizagdo completa da
ulcera. Os resultados encontrados produziram niveis séricos significativamente reduzidos de
IL-1, TNF-a e IL-8 apds a aplicacdo do gel em ambos os grupos, contudo com melhora
significativa no grupo teste em relacdo ao placebo do grupo controle. Esta melhoria

significativa no grupo de estudo pode ser atribuida aos efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes




102

do CWP. Em conclusdo, este ensaio clinico concluiu que o gel CWP facilitou com sucesso a
cura do RAS, reduziu a cura periodo, e regulou os marcadores inflamatorios. Os resultados
desse estudo estdo de acordo com Ebaid ef al. (2015) que avaliaram o suplemento dietético de
CWP na regulacao dos niveis séricos de TNF-a, IL-1p e IL-6, na peroxidag¢ao lipidica hepatica
e no sistema de defesa antioxidante; os resultados revelaram uma queda significativa de
biomarcadores séricos, peroxidagdo lipidica hepatica ¢ ERO com aumento significativo da
atividade antioxidante celular em ratos diabéticos feridos.

Ja Mesquita et al. (2020) demonstraram resultados semelhantes a este estudo ao avaliar
a influéncia do tratamento com Abatacept no reparo de ulceras traumaticas em mucosa jugal de
ratos onde a analise histologica demonstrou que o grupo tratado com a maior dose mostrou
retardo da cicatrizacdo associado a elevados niveis de IL-1p, IL-6 e iNOS; concluindo que o
tratamento com Abatacept reduziu o diametro da ulcera, a migracao de células inflamatorias, a
relacdo CD8+/CD30+ e a permeabilidade vascular e aumentou a colagénese e a expressao de
IL-10 no inicio do protocolo. Porém, na maior dose (ABA 20), houve retardo do reparo, redugao
do numero de vasos e prolongamento da expressao de iNOS, IL-1 e IL-6.

Apesar da avaliacdo de IL-1 ter indicado o processo inflamatdério exacerbado,
principalmente no dia 05, podemos observar na figura 68 que dentre os grupos experimentais o
G4 apresentou menor marcagao celular no dia 01 e no dia 05 sem diferengas significativas entre
os grupos, sugerindo que a IL-1 ¢ o mediador que dispara o processo inflamatdrio no presente

estudo.

Tabela 15. Analise da IL-1 nos grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia 01 Dia 05 Valor-P
G1 710,17 (& 82,66) Aa 696,83 (£ 140,07) Aa 0,7488
G2 585,33 (£ 175,89) ABa 707,75 (£ 161,52) Aa 0,3938
G3 639,17 (£ 141,90) ABa 741,20 (£ 113,57) Aa 0,2733
G4 479,67 (£ 147,91) Ba 612,00 (£ 131,58) Aa 0,1495
G5 466,83 (£ 80,78) Ba 603,17 (£ 127,69) Aa 0,0542
Valor P 0,0162 0,4235

Meédia (+ Desvio Padrio) | P6s teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintsculas
intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.
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Figura 67 - Variacao do IL-1, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Figura 68. IL-1 — Andlise imunohistoquimica dos grupos experimentais (aumento 400x).
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A tabela 16 e figura 69 demonstram os resultados dos testes para avaliagdao de TNF-a.

Na comparagdo entre os grupos, ¢ visto que no dia 01, o grupo 1 difere somente do grupo 2.

Em relacdo ao dia 05 n3o ha diferenga significativa entre os grupos. Na comparagdo

intragrupos, os grupos 1, e 3 ndo possuem diferenca em relacdo aos dias. Os grupos 2, 4 ¢ 5

diferem em relacdo aos dias 01 e 05.

Tabela 16. Analise do TNF-a nos grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia 01 Dia 05 Valor-P
1 17,17 (£ 11,77) Ba 11,33 (£ 11,48) Aa 0,4209
2 69,50 (£ 37,10) Aa 19,60 (£ 17,13) Ab 0,0281
3 51,50 (£ 53,51) ABa 50,20 (£ 64,20) Aa 0,7150
4 68,83 (+ 39,82) ABa 21,60 (+31,82) Ab 0,0441
5 44,67 (£ 12,13) ABa 7,40 (£ 7,89) Ab 0,0061
Valor - P 0,0366 0,4278

Meédia (+ Desvio Padrio) | P6s teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintsculas
intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.
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Figura 69. Variacao do TNF-a, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Na figura 70 observa-se também que os resultados histopatologicos demonstram a
progressdo mais lenta da cicatrizagdo dos animais diabéticos em relagdo aos animais
normoglicémicos, o que pode ser justificado por um prolongamento da fase inflamatoria aguda.
Apesar disso, observa-se a diminui¢do do TNF-a em todos os grupos experimentais,

excetuando o grupo G1 e G3, nos quais que ndo houve mudancas significativas.

Figura 70. TNF-a — Analise imunohistoquimica dos grupos experimentais (aumento 400x).
Dia 1 ) Dia 5

(G1)

(G2)
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Inumeros fatores tém sido apontados como responsaveis pelo déficit cicatricial
observados nos parametros histoldégicos de animais diabéticos, dentre eles: exacerbac¢dao do
processo inflamatorio com o acumulo de polimorfonucleares (PMN); atraso na migragdo de
monocitos para o local da injaria, bem como alteracdo da ativagdo dos macréfagos os quais sao
responsaveis pela liberagdo de citocinas inflamatorias como o TNF-a (MIAO et al., 2012).

Kwon et al. (2008) mostraram que o tratamento com cé€lulas estromais derivadas da
medula 6ssea promovem uma melhora cicatricial no animal diabético. A evolug¢do do processo
cicatricial estava relacionada ao fato das células estromais poderem se diferenciar em varios
tipos celulares, consequentemente aumentando a expressdo de fatores de crescimento,
promovendo o recrutamento e proliferagdo de fibroblastos e deposi¢dao de colageno. No DM,
além de evidenciar uma superexpressao de TNF-a, encontra-se também uma subexpressao de
fatores de crescimento culminando em uma menor diferenciagdo, proliferacao e maior apoptose

dos fibroblastos e menor colagénese promovendo o déficit cicatricial. No presente estudo
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observa-se pouca quantidade de células marcadas contudo a maior quantidade encontra-se
presente nos grupos diabéticos, tendo uma diminuicdo significativa no grupo G2, G4 e GS.

A Tabela 17 e a figura 71 demostram os resultados da avalia¢do do fator de crescimento
TGF-B. Na comparacdo entre os grupos, observou-se que para o dia 05, apesar de o teste de
Kruskal-Wallis detectar que pelo menos um dos grupos difere dos demais, no teste de Dunn
ndo foram obtidos diferencas significativas. Outros testes foram realizados para contornar a
situacdo, mas nenhum se mostrou eficaz para detectar a diferenca. Em relagdo ao dia 10, os
grupos G1, G4 e G5, ndo diferem entre si, mas diferem dos demais grupos. Na comparagao
intragrupos, os grupos 1 e 5 ndo possuem diferenca em relagdo aos dias. Os grupos G2, G3 ¢

G4 diferem em relagdo aos dias 05 ¢ 10.

Tabela 17. Analise do TGF-B3 nos grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia 5% Dia 10 Valor-P
1 13,83 (+ 10,98) Aa 19,40 (£ 17,31) Ca 0,6473
2 6,80 (+ 3,70) Ab 181,67 (+ 78,10) Aa 0,0062
3 28,60 (£ 16,13) Ab 119,20 (+ 73,58) ABa 0,0465
4 8,67 (+ 9,40) Ab 29,20 (+ 11,39)BCa 0,0166
5 20,25 (£ 1,50) Aa 16,75 (£ 10,00) Ca 0,2454
Valor-P 0,0480 0,0019

Meédia (+ Desvio Padrio) | P6s teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintsculas

comparagao intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%. * Ndo houve diferenca significativa no Teste de Dunn.

TGF-b por Grupo e Dia
5 dias 10 dias

300

200

TGF-b

100

1-GCN
2-GCP
3 - Omcilon
4 - Juca
5 - Orabase

Figura 71. Variacdao do TGF-f3, por periodo experimental, de acordo com os grupos.



108

Os macréfagos ativados sdo uma das principais células responsaveis pela migragdo de
fibroblastos e expressdo de fatores pro-fibroticos na area da lesdo. Porém, para que ocorra esta
expressdo ¢ necessario que o macréfago saia do fendtipo anti-inflamatério para o pro-
reparativo, transformando-se em M2; sd3o os macrofagos M2 que participam ativamente do
processo de reparacdo tecidual liberando fatores de crescimento como TGF-B que ¢
fundamental para migracao de fibroblastos para o local da lesdo, e o principal responsavel pela
expressdo de colageno, de modo que a deficiéncia desse fator interfere diretamente na
colagénese e consequente cicatrizagdo tecidual (LI et al., 2019; SMIGIEL; PARKS, 2018).

E possivel observar no dia 05 que todos os grupos tiveram um aumento de TGF-B, com
exce¢do do grupo GS5. Nota-se ainda um aumento significativo nos grupos G2, G3 e G4 no dia
10. Na figura 72, observa-se no dia 05 que por apresentar processo inflamatdrio exacerbado
exibe-se poucas células marcadas, sugerindo que a IL-1 ainda presente no 5 dia ¢ extremamente
pré-inflamatoéria, diminuindo a quantidade de TGF-f e a consequente conversao de fibroblastos
em miofibroblastos para a produgdo de colageno.

Um estudo feito por Rodrigues (2022) em tulceras orais de ratos diabéticos mostrou uma
diminui¢ao significativa em alguns grupos de estudo de TGF-f a partir do 3° dia de experimento
e a partir do 7° dia mantiveram os mesmos niveis, o que corrobora com os dados achados neste
presente estudo no dia 05, achados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2019) onde
observaram que a inibicdo de TLR4 influenciou negativamente a expressdo de TGF- em

modelo de cicatriz hipertréfica em camundongos.

Figura 72. TGF- — Analise imunohistoquimica dos grupos experimentais (aumento 400x).

Dia10

(GD)
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Para finalizar a avaliacdo dos mediadores inflamatorios e fatores de crescimento a
Tabela 18 e a figura 73 apresentam os resultados do CD31. Na comparagdo entre os grupos, €
visto que no dia 05 ha diferenca significativa no CD31 apenas entre o grupo G1 e o grupo G5
Em relacdo ao dia 10 ndo ha diferenca entre os grupos G1, G2 e G3, assim como ndo ha
diferenca entre o grupo G4 e G2 e ndo ha diferenca entre os G5 e G4. Na comparacdo
intragrupos, ndo ha diferenca significativa no CD31 dos grupos em relagdo aos dias.

Observa-se na tabela 25 que nenhum dos grupos apresentou diferencas estatisticas entre

o dia 05 e o dia 10, contudo no dia 05 e no dia 10 os grupos que mais expressaram CD31 foram
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o G4 e G5. Entretanto, o aumento da densidade vascular, neste estudo, ndo parece associar-se
a um beneficio concreto no processo de cicatrizacdo da mucosa oral, tendo em vista o
prolongamento do processo inflamatdrio apresentado nesse estudo. Além disso, os macrofagos
ativados exercem papel importante na angiogénese, fazendo a regulacdo negativa desse
processo, para isso, secretam fatores antiangiogé€nicos, como a endostatina, impedindo que
ocorra a vascularizacdo em excesso, em virtude disso o processo inflamatorio prolongado
interfere na atividade regulatdria dessas células. Todavia, mesmo sem diferencas estatisticas
significativas quando se observa a figura 74 verificou-se o aumento celular principalmente no
grupo G4.

Observando os resultados desse estudo Rodrigues et al. (2022) também avaliaram a
expressdao de CD31 e obtiveram maior imunoexpressao de CD31 desde o 1° dia apds ulceragdo
até o ultimo dia de experimento. A alogliptina (medicamento testado no experimento), portanto,
pode ter contribuido para o aumento da expressdo CD31 em todos os grupos tratados em virtude
do prejuizo causado a ativacdo dos macrofagos, interferindo na atividade regulatoria dessas

células.

Tabela 18. Anélise do CD31 entre os grupos experimentais.

Tempo
Grupos Dia § Dia 10 Valor-P
1 53,50 (£ 31,44)Ba 65,50 (£ 21,29) Ca 0,2971
2 66,80 (£ 12,95) ABa 74,83 (£ 26,71) BCa 0,7150
3 74,20 (£ 7,09) ABa 67,20 (£ 9,42) Ca 0,2492
4 97,00 (£ 35,05) ABa 130,33 (£ 46,71) ABa 0,1495
5 111,17 (£ 29,71) Aa 150,00 (£ 43,61) Aa 0,2002
Valor-P 0,0234 0,0017

Meédia (+Desvio Padrio) | Pos teste de Dunn | Letras maitisculas comparagio entre os grupos (Colunas) | Letras Mintsculas
comparagdo intragrupos (Linhas) | Nivel de significancia de 5%.



Figura 73. Variagdo do CD31, por periodo experimental, de acordo com os grupos.

Figura 74. CD31 — Analise imunohistoquimica dos grupos experimentais (aumento 400x).

111

(G1)

(G2)

(G3)

DiaS

Dia 10




112

(G4)

(GS)

Avaliando-se os pardmetros histologicos e o painel imunohistoquimico, de um modo
geral, observou-se que o grupo G4 demonstrou aumento gradativo e intensa atividade de
colageno total, colageno tipo I, coldgeno III, ratificando também com os parametros clinicos, a
sua atividade biologica durante o processo de cicatrizagdo tecidual dos ratos diabéticos. Paralelo
a esses parametros, o estudo imunohistoquimico indicou um aumento do marcador inflamatério
IL-1 nos primeiros dias de estudos e uma diminui¢do de TNF- a do dia 01 para o dia 05,
corroborando com o fato de que o processo inflamatdrio agudo ocorre nos primeiros dias apos
o trauma, diminuindo ao decorrer do processo de reparacao tecidual. Os marcadores teciduais
de crescimento tiveram um aumento significativo nos grupos G2, G3 e G4, nao diferindo no
marcador CD31, corroborando com os achados de colagenos, visto que estes marcadores
estimulam os fatores de crescimento e expressao de colageno, contribuindo diretamente com a
cicatrizagao tecidual.

Na sequéncia dos estudos realizados por Melo et al. (2022), ao comparar os grupos
incluidos nos testes e analisar os resultados deste estudo pode-se sugerir a eficacia da pomada
orabase de L. ferrea L. proposta para cicatrizagdo de ulceras orais. Os ratos normossistémicos
testados por Melo et al. (2022) com essa formulagdo apresentaram processo cicatricial mais
rapido e eficiente em relagdo aos demais grupos. Nao obstante, nos ratos diabéticos mesmo com
o retardo cicatricial demonstrado nos resultados desse experimento, observou-se a evolugdo
cicatricial principalmente quando se compara o grupo G4 (pomada orabase de L. ferrea L) aos

demais grupos.
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Apesar de poucos estudos com a Libidibia ferrea L. para tratamento de tlceras orais, a
utilizagdo dessa no tratamento de feridas mostra-se benéfico, favorecendo o reparo tecidual.
Essa resposta pode estar relacionada aos componentes da formulagao visto que a vaselina solida
e liquida tem acdo emoliente e a L. ferrea L. atividade cicatrizante ja observada em literatura
(BRASIL, 2016; Kobayashi et al., 2015; Melo et al. 2022; Oliveira et al., 2010; Soares et al.,
2013). Portanto, por pacientes portadores de DM apresentarem um retardo cicatricial, sugere-
se a avaliacdo do processo inflamatorio por mais de 10 dias, para uma ponderacdo completa do
reparo tecidual entre os grupos estudados.

A formulagdo farmacéutica orabase de Libidibia ferrea L. traz uma nova abordagem
terapéutica para melhorar a satide bucal e os resultados dos tratamentos odontoldgicos. Essas
inovagdes farmacéuticas trazem novas esperangas para o tratamento eficaz e preventivo de
aftas, melhorando significativamente a qualidade de vida dos pacientes normossistémicos e
diabéticos. Contudo, para garantir a fundamental seguranca, eficacia e qualidade desta nova
formulagdo farmacéutica em orabase necessitam-se de testes clinicos para indicar possiveis
efeitos colaterais e reagdes adversas que podem nao ter sido detectadas em estudos pré-clinicos,
ou problemas de seguranca que s6 podem se manifestar apos o uso prolongado, especialmente
nas diferentes fases dos ensaios clinicos, garantindo um tratamento seguro e eficaz em seres

humanos.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados, concluiu-se que:

o A caracterizagdo quimica demonstrou a presenca de cinco compostos dentre
eles: acido galico, acido elagico, orientina, diglicosideo dihidroxibenzoato, e isorhamentina.

o A formulacgao testada apresentou estabilidade fisico-quimica em todos os tempos
e condi¢Oes de armazenamento, sem alteracdo de cor, odor e consisténcia, elevada viscosidade

o A formulacdo testada apresentou auséncia de contaminantes bacterianos e/ou
fingicos em todos os tempos e condi¢des de armazenamento.

o Houve reducao clinica significativa das tlceras tratadas com a pomada orabase
de L. ferrea L. em ratos diabéticos quando comparada aos demais grupos. Histologicamente,
apesar de nenhum grupo ter demonstrado total reepitelizacao e reparo tecidual, observou-se boa
remodelagdo da nova matriz celular nos grupos tratados com a pomada orabase de L. ferrea L.,
em 10 dias.

o Mesmo sem diferengas significativas entre os grupos testados os ratos
normossistémicos e o ratos diabéticos tratados com a pomada orabase L. ferrea L. apresentaram
os melhores resultados imuno-histoquimicos para atividade de colageno total, tipo I e tipo III,
demonstrando maior produ¢do em 10 dias de experimento.

o Ao analisar a imuno-histoquimica dos mediadores inflamatorios TNF-o. e IL-1,
bem como os fatores de crescimento TGF-f e CD31, demonstrou-se a reducdo da area
ulcerativa em todos os grupos testados, principalmente nos ratos normossistémicos € o ratos
diabéticos tratados com a pomada orabase L. ferrea L., mesmo com o prolongamento da fase
inflamatoria aguda em ratos diabéticos observou-se a diminui¢cao dos mediadores inflamatorios
e o aumento dos fatores de crescimento.

Ponderando os resultados apresentados, a formulagdo apresentou estabilidade fisico-
quimica em todas as condi¢des de armazenamento e tempo testados, indicando os melhores
resultados no armazenamento em geladeira, bem como uma efetividade no reparo tecidual de
ratos diabéticos, sugerindo a indicagdo da atividade cicatricial da formulagdo fitoterapica

proposta quando utilizada para tratamento de tlceras orais.
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ANEXO A

Figura 75. Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFC.

UNIVERSIDADE Comissiio de Etica no
e FEDERAL po CEARA Uso de Animais
5v ¥
CERTIFICADO

Certificamos que 2 proposta intitulada "EFEITO OCATRICAL DE UMA FOMADA ORABASE DE EXTRATO DE Libidibia femea L PARA O
TRATAMENTO DE ULCERAS DA CAVIDADE SUCAL EM RATOS DIABETICOS”®, protocolada sob o CEUA nf 3626280720 o a1, 500 3
resporsablidade de Ana Paula Negreires Nunes Alves ¢ equipe; Antonio Emando Carfas Fermeira junior; Marks imaculada de
Queircs Rodrigues - que envolve 3 producdo, manutenclo elou utiiizacio de animais pertencentes ao o Chordata, subflio
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clertiica cu ensino - estd de acordo com o5 preceitos da Lel 11.794 de & de
outulro de 2008, com o Decreto 6.299 de 15 de julo de 2009, bem como com as noMas editadas pelo Conselho Naclonal de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animals da Universidade Federal
do Ceard (CEUA.UFC) na reunido de 20/10/2020.

We certiy that the propesal "OCATRICIAL EFFECT OF AN ORABASE OINTMENT OF Libidibla ferrea L EXTRACT FOR THE TREATMENT
OF BUCAL CAVITY ULCERS IN DIABETIC RATS", utiizing 120 Heterogenics rats (120 males), protocel number CEUA 3626280720 wo
ceties), under the resporsilly of Ana Paula Negreiros Nunes Alves and team; Antonio Emando Carlos Fermaia Junion, Mary
imaculada de Queiroz Rodvigues - which iwolves the production, maintenance andior use of animais belonging to the phyham
Ohordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes o teaching - is In accordance with Law
11.794 of October &, 2008, Decree 5899 of July 15, 2009, a5 well as with the nues lssued by the National Councl fior Contral of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Ankmal Use of the Federal UniversRy of Ceard
(CEUA-UFQ) In the meeting of 10y20/2020.

FAnalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Viginda da Proposta: de 10/2020 a 12/2021 Area: Departamento de Clinkca Odontolégica

Origem Blctério Prof. Eduardo Torres (setoral FAMED)

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Maches idade: 2a3meses N 120
Unhagem: Wistar Pesae 12022209

Local do experimento: Biotério de Experimentacdo do Departamento de Fisioiogh ¢ Farmacoiogla da URC Laboratirio de Patologla
Bucal UFC (analises histoldgicas)

Fortaleza, 11 de fevereiro de 2021
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