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Resumo

Um fitoterdpico muito utilizado na clinica médica é arnica, que tem agdes anal-
gésicas, anti-inflamatdrias e cicatrizantes, na forma tdpica ou de tintura no
tratamento de golpes, contusdes, hematomas, distensdes, edemas e ferimentos
em geral. Neste estudo, avalia-se a citotoxicidade do extrato de arnica brasileira
(Solidago microglossa) e paulista (Porophyllum ruderale) em excipiente para utilizagao
em tulceras bucais sob fibroblastos de mucosa bucal humana (FMM1) cultivados.
Os FMMI1 foram mantidos por 24 horas em contato com os meios condicionados
com arnica paulista e brasileira. A analise da citotoxicidade foi realizada pelo
método do MTT. Os resultados foram comparados pelo método ANOVA, com-
plementado pelo teste de Tukey, considerando p<0,05. As substancias analisadas
mostraram-se biocompativeis, apresentando atividade mitocondrial similar a do
controle. Concluimos que os extratos sao biocompativeis in vitro com fibroblastos
da mucosa bucal humana e devem ser realizados testes in vivo para analisar sua
acao anti-inflamatoria e reparadora.

Descritores: Arnica brasileira; Arnica paulista; Porophyllum ruderale; Solidago mi-
croglossa; Teste de materiais; Viabilidade celular.

Abstract

Arnica is a phytotherapeutic extensively used in clinical medicine, which has
analgesic, anti-inflammatory and cicatrizant effects. It is used in tincture form or
in topical treatment of contusions, hematomas, stretching, swelling and injuries
in general. Our objective is to evaluate the cytotoxicity of the extract of arnica bra-
sileira (Solidago microglossa) and arnica paulista (Porophyllum ruderale) in excipient
for use in oral ulcers on fibroblasts of human buccal mucosa (FMM]1) cultivated.
The FMM1 were kept for 24h in contact with the conditioned environment with
arnica paulista and brasileira. The analysis of cytotoxicity was performed by the
method of MTT. The results were compared by ANOVA method complemented by
the Tukey test considering p < 0.05. The substances analyzed were considered bio-
compatible, presenting mitochondrial activity similar to the control. We conclude
that the extracts are biocompatible in vitro with fibroblasts of human oral mucosa
and should be tested in vivo to examine its anti-inflammatory and healing action.
Key words: Arnica brasileira; Arnica paulista; Biocompatibility; Cytotoxicity;
Porophyllum ruderale; Solidago microglossa.
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Introducdo

Existem intimeros medicamentos fitote-
rapicos e homeopéticos utilizados pela popula-
¢ao, associados ou ndo, com finalidade terapéu-
tica. Desde 1790, Samuel Hahnemann passou
a estudar diversas substancias vegetais, como
beladona e a digitalina, que resultariam mais
tarde na Homeopatia'.

Um dos fitoterdpicos amplamente utiliza-
dos desde o século XVI é a arnica, uma planta
que pertence a familia da Asterdcea, antes co-
nhecida como compostas e descrita por Linneu,
em 1753, em sua obra Species Plantarum. Seu
nome vem do latim ptarnica, que significa a que
faz espirrar*®. Popularmente também é conheci-
da como espirradeira, erva santa, erva das que-
das. Os constituintes ativos dessa planta sao ar-
nicina, carotendides, 6leos essenciais, arnidiol,
arnilenediol, isoarnilenediol, arnisterina, flavo-
noéides, fulina, inulina, quercetina3—-monogluco-
sideo, quercetina3-glicogalcturénico, taninos e
lactonas sesquiterpénicas?.

Varios autores utilizam os diversos tipos
arnica de diferentes maneiras em seus estudos,
tanto em modelos in vitro quanto in vivo?3* Os
resultados desses trabalhos mostram que a ar-
nica, utilizada no tratamento de golpes, contu-
sdes, hematomas, distensdes, edema, dor, com-
bate a fadiga e ferimentos em geral, exibe agao
analgésica, anti-inflamatoria e cicatrizante. Sua
aplicagdo vem sendo feita na forma tépica ou
de tintura obtida de extratos das flores e outras
partes da planta®. Essas propriedades parecem
estar relacionadas com um componente deno-
minado de flavonodides que podem interferir
nas propriedades funcionais em células de ma-
miferos, tais como mastdcito, basofilo, linfoci-
to, mioblastos e plaquetas®.

Muitas plantas medicinais populares tém
sido utilizadas indiscriminadamente sem bases
cientificas sélidas que demonstrem sua eficién-
cia e seguranca. Verificamos que nao ha estudos
a respeito da citotoxicidade dos diferentes tipos
de arnica empregados no tratamento tépico de
lesdes inflamatoérias °.

Preconiza-se que novos produtos ou pro-
dutos de acdo ainda desconhecida devem ser
analisados quanto a sua biocompatibilidade,
por meio de estudos in vitro de cultivo celular
— 0 mais utilizado para testes de toxicidade — e
de experimentos em animais para, em seguida,
serem aplicados clinicamente em humanos. O
principal objetivo desta técnica é permitir o es-
tudo do comportamento celular em meio contro-
lado, livre das complexas interagdes do organis-
mo. As vantagens dessa metodologia sao, além
do controle ambiental das células, a facilidade
de execugdo, rapidez e baixo custo®.

Tendo em vista a grande utilizagdo clini-
ca da arnica, busca-se, neste estudo, analisar
a citotoxicidade do extrato de arnica brasileira
(Solidago microglossa) e paulista (Porophyllum ru-
derale) em excipiente para utiliza¢do em ulceras
bucais sdo biocompativeis in vitro com fibro-
blastos da mucosa bucal humana

Material e métodos

Cultivo celular

As células utilizadas foram fibroblastos de
mucosa bucal, cultivados no meio de cultura de
Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma
Chemical Company, St Louis MO, USA), con-
tendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solugao
antibiética-antimicoética (Sigma).

As células foram mantidas em estufa a
37°C, numa atmosfera iimida contendo 95% de
ar e 5% de CO, (Forma Scientific). A monitoriza-
¢ao do crescimento celular foi feita a cada 24 ho-
ras, utilizando-se microscépio invertido de fase
(Axiovert 25 - ZEISS). Fez-se o subcultivo quan-
do a monocamada celular tornou-se subcon-
fluente para a perpetuacdo da linhagem celular.
Para o repique, o sobrenadante foi removido e
as células lavadas com meio PBS , tratadas com
solugdo de tripsina 0,25%, durante um minuto,
a 37 °C. Apés incubagdo, realizou-se nova lava-
gem com meio, com centrifugagao de 1200 rpm a



4 °C, por cinco minutos, e posterior, ressuspen-
sdo em 1ml de meio.

Ensaios de citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, os fibro-
blastos de mucosa foram incubados em placas
de cultura de fundo chato de 96 pocos (Costar),
mantidos em DMEM (Meio Dulbecco Modificado
por Eagle) com 5% de soro fetal bovino comple-
to, condicionado com diferentes concentragdes
das substancias a serem testadas em atmosfera
umida contendo 5% de CO,. Os meios foram
condicionados com diferentes substincias na
propor¢ao Img/ml. Apés 24 horas de condicio-
namento, o meio foi removido e adicionado nas
placas de cultura. A agdo dos materiais sobre os
fibroblastos cultivados foi analisada levando-se
em consideragdo o crescimento celular apds 24h
do contato com o meio condicionado.

Andglise do crescimento celular

Os dados do crescimento celular foram ob-
tidos da andlise da viabilidade celular. Essa ana-
lise se baseou no teste de atividade mitocondrial
das células pelo método da reducdo do MTT
(brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenilte-
trazolio). Esse teste quantifica a conversdo do
MTT, que é soltivel em dgua, em um formazan
insoluvel. O formazan, de cor azul purptrea, é
solubilizado, e sua concentragdo, determinada
pela densidade o6ptica em espectrofotdmetro
com filtro de 562 nm. Para a realizacdo do tes-
te, foram preparados os reagentes A e B. O A
foi composto por 0,05 g de MTT (CalBioChem,
Canada), em 10 ml de Phosphate Buffer Saline
(PBSA), e 0 B, por 1 g de SDS (dodecil sulfato de
sodio; QBioGene, EUA) em 10 ml de 0,01 M de
HCI (acido cloridrico).

Os meios de cultura dos pogos foram as-
pirados e substituidos por 100 uL de meio DME
fresco. Foi adicionado 10 pL do reagente A em
cada pogo, incluindo os sem células, que servi-
ram de controle negativo para a leitura, no es-
pectrofotdmetro, de espagos entre os pogos que

receberam as drogas. Depois de 4 horas de in-
cubagdo com o reagente A, em estufa a 37 °C e
protegido da luz com folha de papel aluminio,
foram adicionados, para cada pogo, 100 uL do
reagente B. Usando pipetador multicanal, essa
solucdo foi gentilmente homogeneizada. As cul-
turas retornaram para incubagdo em estufa a 37
°C, por 4 a 18 horas, também protegidas da luz.
Decorrido esse periodo, as culturas foram gen-
tilmente misturadas com auxilio de pipetador
multicanal e levadas para leitura de sua absor-
bancia em espectrofotdometro ELISA (Amersham
Biosciences, Biotrak II, Inglaterra), em filtro de
562 nm.

Para a analise, 10ul do reagente A foram
adicionados em cada poco experimental e nos
controles (sem células, s6 com o meio de culti-
vo), ficando incubados, em estufa a 37° C, por 4
horas. Depois, em cada pogo, foram acrescidos
100 pl do reagente B, permanecendo em estufa
por mais 4 horas. Decorrido esse periodo, as cul-
turas foram misturadas gentilmente com auxilio
de pipetador multicanal e levadas para leitura
de sua absorbancia em espectrofotdmetro ELISA
(Amersham Biosciences, Biotrak II, Inglaterra)
com leitor de 562 nm.

Andlise estatistica

Os dados de densidade 6ptica, ou seja, de
viabilidade celular, obtidos de quadruplicata
para o tempo experimental de cada grupo, fo-
ram apresentados como média + o erro padrao
da média (SEM). Esses dados foram compara-
dos pelo método de ANOVA, complementado
pelo teste de Tukey com nivel de significancia
de 5% (p<0.05).

Grupos experimentais
I — controle com meio 5% de soro fetal bovino
(sem tratamento);
II — extrato de arnica paulista;
III- extrato de arnica brasileira.
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Resultados

Nenhum dos grupos teste mostrou dimi-
nuicdo da viabilidade celular em comparagao
com o grupo controle. No GII, verificou-se maior
nimero de células viaveis ap6s 24 horas de con-
tato com o meio condicionado; entretanto, a ana-
lise estatistica ndo indicou diferencas entre os
trés grupos. No GII, constatou-se um percentual
de lise celular de 16,88%, e no GIII, de 43,46%. A
Figura 1 demonstra os valores médios da viabi-
lidade celular dos grupos analisados.

controle 5%  arnica paulista arnica brasileira

Atividade Mitocondrial (DO)

Grupos Experimentais

Figura 1 - Valores médios da viabilidade
celular dos grupos analisados por MTT

Discussdao

A fitoterapia é o método de tratamento de
enfermidades humanas e animais que emprega
vegetais frescos, drogas vegetais ou ainda extra-
tos vegetais preparados com esses dois tipos de
matéria-prima. Trata-se de uma das modalida-
des terapéuticas mais antigas.

Os fitoterdpicos, em geral, sdo utilizados
pela populacdo nos tratamentos cronicos, por
serem mais bem tolerados e por oferecerem me-
nos efeitos colaterais. Além de serem bem acei-
tos pela populacdo, os custos para produzi-los
sdo, geralmente, menores se comparados com 0s
medicamentos sintéticos”.

A ideia principal na indicag¢do do uso dos
fitoterapicos na medicina humana nédo é subs-
tituir os medicamentos alopéticos e ja comer-
cializados, mas, sim, aumentar as opgoes tera-
péuticas, ofertando medicamentos equivalentes,

também registrados, talvez mais baratos e com
espectro de acdo mais adequado®.

As plantas produzem uma grande diversi-
dade de compostos resultantes do metabolismo
primério e secundério’. A sintese de substan-
cias indispensdveis a sobrevivéncia das espécies
vegetais, tais como agucares, aminoacidos, 4ci-
dos graxos, nucleotideos e seus polimeros deri-
vados, faz parte do metabolismo primario das
plantas. Ja as substancias sintetizadas por outras
vias, aparentemente sem atividade na planta, es-
tdo integradas ao metabolismo secundario, sen-
do denominadas, de, compostos secundérios'
ou principios ativos — 6leos essenciais, ou essén-
cias naturais, resinas, alcaldides, flavonoéides,
taninos, principios amargos, entre outros" — que
apresentam frequentemente atividades bioldgi-
cas interessantes, muitas delas de importancia
comercial na drea farmacéutica.

O estudo da toxicidade de um farmaco e/
ou material deve ser realizado em trés etapas,
sendo a primeira delas a avaliagao da citotoxici-
dade. Em satde, o teste de citotoxicidade in vitro
é o sistema bioldgico, em que os materiais tém
contato direto com culturas celulares com o in-
tuito de analisar o seu efeito direto nas células.
As vantagens dessa metodologia sdo, além do
controle ambiental das células, a facilidade e a
rapidez de sua execugdo e baixo custo.

Neste estudo, avaliamos e comparamos
a citotoxicidade, em cultura de fibroblastos de
mucosa gengival humana, das substancias libe-
radas pelos extratos de arnica brasileira (Solidago
microglossa) e paulista (Porophyllum ruderale).
Buscou-se, com essa analise, fornecer informa-
¢des a respeito do comportamento biolégico
dos extratos para que possam, posteriormente,
ser utilizados em estudos in vivo. Os resultados
demonstraram que ambas as formulagdes se
mostraram biocompativeis em ensaio de curto
prazo, pois ndo ocasionaram diminui¢ao da po-
pulagdo celular. Dessa forma, em uma segunda
etapa de avaliagdo pré-clinica, podem ser testa-
das em animais.

As células escolhidas para utilizagdo nes-
te experimento foram os fibroblastos, principais



responsaveis pelo reparo tecidual em quadros
de inflamacdo tecidual. Além disso, optamos
pelos fibroblastos de mucosa bucal humana,
pois muitas lesdes ulcerativas ocorrem na boca e
necessitam de intervengdo terapéutica com me-
dicag¢oes anti-inflamatorias.

Embora os resultados dos testes que ava-
liam a citotoxicidade in vitro possam nao ter
uma correlagdo direta com os in vivo, é seguro
afirmar que, se um material induz, comprova-
damente, uma reacao citotéxica em testes en-
volvendo cultura de células, é muito provavel
que desenvolva toxicidade quando aplicado em
tecido vivo'?. Outros beneficios relacionados a
escolha desse tipo de teste sao na reducdo do nu-
mero de testes que, na maioria das vezes, envol-
vem o sacrificio de animais, e ainda, no fato de
oferecer informagdes que permitem determinar
os materiais que podem ser desconsiderados e
quais merecem investigagdes mais aprofunda-
das com outros tipos de testes'.

Apesar de estudos sobre citotoxicidade em
cultivo celular de extratos de arnica nao terem
sido encontrados na literatura, varios trabalhos
clinicos demonstram a eficdcia de diferentes ti-
pos de arnica na diminuigdo de processos infla-
matorios e seus efeitos reparadores. A maior
parte desses trabalhos referem a agdo da arnica
montana, planta que ndo é encontrada no Brasil.
Assim, neste estudo, optou-se pela utilizagao da
arnica brasileira e paulista, pois ambas possuem
acgdo anti-inflamatoria e cicatrizante descrita na
literatura e sdo encontradas com facilidade em
varias regides do Brasil®.

As propriedades medicinais das plantas
populares se devem, principalmente, a presenca
de flavonodide, mas também podem ser influen-
ciadas por outros compostos organicos e inor-
ganicos, tais como cumarinas, acidos fendlicos e
micronutrientes antioxidantes'.

Wagner et al.,'® e Wagner e Juric” avalia-
ram a agao imunoldgica in vitro/in vivo de varios
extratos de plantas, como o de arnica montana,
observando aumento na fagocitose pelos granu-
l6citos e macréfagos, assim como maior efetivi-
dade no teste do “ clearence” do carbono.

Contrera et al.?* avaliaram a acao da tintu-
ra de Lichnophora ericoide (arnica da serra doura-
da) e de Solidago microglossa (falsa arnica) sobre
a cicatrizagdo de feridas cutdneas, induzidas
experimentalmente em ratos. Observou-se, por
meio desse experimento, que houve demora na
cicatrizacdo apods 10 dias, em razdo da intensifi-
cagdo da inflamacao local.

Na forma de tintura, a arnica montana
aplicada sobre a pele, de acordo com Bucay et
al.?, provocou inflamacgao local e eritema como
consequéncia da ativagdo da circulagao.

A maior parte dos trabalhos desenvolvi-
dos baseia-se na acao sistémica da arnica; no
entanto, esse estudo serve de subsidio para o
desenvolvimento de produtos tépicos que, apds
estudos in vivo, poderdo ser utilizados no trata-
mento de lesdes inflamatdrias ndo sé da boca,
como também de outros tecidos. Tendo em vista
que a boca é sede de intimeras doengas que se
manifestam como tlceras sintomaticas, algumas
cronicas e recorrentes, um produto fitoterdpico
com acao anti-inflamatoria e cicatrizante torna-

se excelente auxiliar terapéutico dessas lesoes.

Conclusado

Conclui-se que a arnica brasileira (Solidago
microglossa) e a paulista (Porophyllum rudera-
le), em excipiente para utilizagao em tlceras bu-
cais sdo biocompativeis in vitro com fibroblastos
da mucosa bucal humana e; por isso, devem ser
realizados testes in vivo para analisar sua agao
anti-inflamatoria e reparadora.
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