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‘Resumo



Valentim, D. Avaliacdo da resposta tecidual de extratos de araca (Psidium
Cattleianum) associado ao hidréxido de calcio. Analise edemogénica e histologica

em ratos. [Dissertacdo]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

Extratos de folhas de araca (Psidium cattleianum) sdo biocompativeis e
guando associados ao hidroxido de calcio [Ca(OH);] inibe o Enterococcus faecalis
em 24 horas. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual dos extratos da
folha de araca associado com Ca(OH),, por meio da andlise edemogénica e
histol6gica. Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar) pesando entre 200g e 280g.
Para a analise edemogénica foram utilizados 30 animais divididos em 3 grupos
[Extrato aquoso + Ca(OH), (A), Extrato etandlico + Ca(OH), (B), Propilenoglicol +
Ca(OH), (C)], com 10 animais sendo 5 para cada periodo de 3 e 6 horas. Sob
anestesia geral foram injetados 0,2ml/100g de massa corporal de Azul de Evans a
1% na veia peniana, apés 30 minutos foi injetado no subcutédneo da regido dorsal
cada associacao a ser avaliada. A andlise edemogénica foi realizada por meio de
espectrofotometria (A=630nm) apés 3 e 6 horas. Para andlise da reacao
inflamatoria foram utilizados 50 ratos, que receberam quatro tubos de polietileno
contendo 0s grupos experimentais citados anteriormente e um grupo controle (tubo
vazio). Os periodos de avaliagdo foram de 7, 15, 30, 60 e 90 dias. As laminas
obtidas foram analisadas na coloracdo de Hematoxilina e Eosina atribuindo-se
escores para intensidade da resposta tecidual. Observou-se que para a analise
edemogénica a associacdo do extrato etanolico ao Ca(OH), mostrou no periodo de
3 horas maior edema em comparacéo aos outros grupos (p<0,05). No periodo de 6
horas os grupos nédo apresentaram diferenga significante. Para a analise histologica
foi observada evolugcao do reparo ao longo do tempo (p<0,05), os extratos aquoso
e etandlico apresentaram resposta semelhante aos grupos controle e Ca(OH), +
propilenoglicol. Pode-se concluir que a utilizacdo de extratos de araca como veiculo
do Ca(OH), apresentam resposta tecidual favoravel assim como o propilenoglicol

associado ao Ca(OH),.

Palavras-chave: Endodontia, teste de materiais, extratos vegetais



Abstract



Valentim, D. Evaluation of tissue response of extracts of araca (Psidium
cattleianum) associated with calcium hydroxide. Edemogenic and hystological

analysis in rats. [Dissertacéo]. Aracatuba: Sao Paulo State University; 2013.

Leaf extracts from ‘arag¢d’ (Psidium cattleianum) are biocompatible and
when combined with calcium hydroxide [Ca (OH) 2] inhibits Enterococcus faecalis in
24 hours. This study aimed to evaluate the tissue respons of the ‘araca’ leaf
extracts associated to Ca(OH), by edemogenic and histological analysis. Eighty
male wistar rats weighing between 200 and 280g were used in this study. For
edemogenic analysis, 30 animals were divided in 3 groups (n=10) — (a) aqueous
‘araga’ extract + Ca(OH),; (b) ethanolic extract + Ca(OH),; (c) propylene glycol +
Ca(OH).. Half of the specimens were evaluated after 3 hours and half after 6 hours.
Under general anesthesia, 0,2ml/100g body weight of 1% Evans blue were injected
in the penile vein. After 30 minutes, each studied substance was injected in the
subcutaneous. Edemogenic analysis was performed though spectrophotometry
(A=630nm) after 3 and 6 hours. For the inflammatory reaction evaluation, 50 rats
were used. Each rat received 4 polyethylene tubes containing the studied
substances and one empty tube (control). Evaluation periods were 7, 15, 30, 60 and
90 days. The tissues were stained with Hematoxylin and Eosin and scores were
attributed for intensity of tissue response. The association of ethanolic extract to
Ca(OH), presented larger edema after 3 hours than the other groups (p<0.05). After
6 hours there was no significant difference. On the histological analysis, an
evolution on tissue repair was observed over time. The extract groups presented
similar response to the Ca(OH), + propylene glycol and control. In conclusion that
the use of guava extract as vehicle of Ca (OH), exhibit favorable tissue response as

well as propylene associated with Ca (OH)..

Keywords: Endodontics, materials test, vegetable extracts
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Introducéao

A odontologia vem alcancando grandes avancos técnico-cientificos ao
longo dos anos. As técnicas estdo sendo aprimoradas, surgem novas maneiras de
se realizar um procedimento, ocorre uma evolucdo em todos os sentidos. Na
endodontia ndo é diferente, faz-se necessario o aperfeicoamento, e a descoberta
de novas técnicas e de novos materiais objetivando o maior indice de sucesso
endodontico (1,2,3).

A participagdo dos microrganismos, seus produtos e subprodutos, na
doenca pulpar e periapical tém sido amplamente comprovada (4-7). Sua presenca
em dentes com necrose pulpar e lesdo periapical, bem como em dentes com
infeccbes persistentes ou refratarias ao tratamento endodéntico é observada em

todo o sistema de canais radiculares (8).

A elevada prevaléncia de microrganismos anaerébios Gram negativos, a
grande concentracdo de endotoxinas e suas implicacdes na regido periapical,
associado aos microrganismos aerobios, microaerofilos e as bactérias Gram

positivas, podem resultar em uma agudizag¢ao do processo (9).

Com a finalidade de eliminar esses microrganismos, muitos
medicamentos tém sido propostos ao longo dos anos, como o paramonoclorofenol
canforado (PMCC), os derivados fendlicos, os aldeidos e o0s esterdides em
combinagcdo com os antibi6ticos, mostrando-se todos insatisfatérios do ponto de

vista bioldgico e antimicrobiano (8).

Para controle das infecgbes endodénticas, o hidroxido de calcio,
Ca(OH),, é uma medicacdo amplamente empregada, visto que seu elevado pH
(12.6), é capaz de alterar a integridade da membrana citoplasmatica bacteriana
atraves de efeitos toxicos gerados durante a transferéncia de nutrientes ou através
da destruicdo de fosfolipidios de acidos graxos insaturados., além da capacidade
de ativacdo de enzimas do tecido que favorecem sua restauracdo através da
mineralizacao. (10).

Devido ao Ca(OH)2 agir por contato direto sua acdo pode tornar-se
prejudicada frente a microrganismos que tem a capacidade de penetrar
profundamente nos tdbulos dentinarios (11). Outro fator a ser considerado é o
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tempo de contato, sendo necesséario mais de 7 dias para sua acgéao frente a alguns
microrganismos (12). Alguns microrganismos como Enterococcus faecalis e
Candida albicans ainda podem resistir a sua acao (13-16).

A utilizacao do extrato etandlico de araca como veiculo do hidroxido de
célcio potencializou sua atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis,
produzindo inibi¢ao total em 24 horas (17).

Devido a divergéncia de resultados sobre a resisténcia dos
microrganismos ao Ca(OH),, ha a busca por veiculos ou produtos com a finalidade
melhorar e/ou potencializar suas propriedades.

A evolucdo dos estudos envolvendo plantas medicinais que visam a
obtencdo de novos compostos com propriedades terapéuticas tem avancado ao
longo dos anos. Podendo ser observado pelo crescente aumento de trabalhos
publicados sobre produtos naturais ativos (18).

O araca, Psidium cattleianum, pertence a familia Myrtaceae, comumente
encontrado na Ameérica tropical sendo conhecido como araca-do-campo ou araca
comum. Trata-se de um arbusto grande, da mesma familia da goiabeira (Psidium
guava), cresce bem em varios tipos de solos e ndo € exigente quanto ao clima
(19,20). Psidium spp s&o usadas para o tratamento do escorbuto na Asia e Africa
(21), para tratamento de tosse e doencas pulmonares na Bolivia e Egito (22),
usado como anti-diarréico no México, e como antiinflamatério e agente hemostatico
na China (23,24). Sua fruta possui potencial antidiabético causando inibicdo R-
glucosidase elevada (25). Ja sua folha pode reduzir a metastase de células
cancerigenas do pulmdo e pode ser vantajosamente usada para controlar o
processo metastatico (26).

Os extratos da folha de araca (Psidium cattleianum), folha da aroeira do
sertdo (Astronium urundeuva) e folha da guajuvira (Patagonula americana), além
da casca de jacaranda (Platypodium elegans) apresentaram atividade inibitoria
frente a microrganismos como Streptococcus mutans, anaerobios como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
microaerdfilos como o Actinobacillus actinomycetemcomitans, Enterococcus
faecalis. As preparacdes etandlicas e aquosas mostraram a mesma atividade
antimicrobiana em todas as modalidades de testes realizados, 0 que indica que o
principio ativo pode ser extraido por métodos simples, empregando-se agua ou

etanol como liquido extrator sem prejuizo para a atividade antimicrobiana (27).
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Os extratos da folha de aracd também atuam na reducdo das
expressdes protéicas envolvidas com o metabolismo, glicélise e producéo de acido
latico do Streptococcus mutans, e diminuem o crescimento de Streptococcus
mutans em biofilme de ratos e a desmineralizacdo de esmalte (28).

Segundo Machado et al em 2008 (29), os extratos vegetais aquoso e
etandlico de araca apresentaram-se biocompativeis, com resposta semelhante ao
soro fisioldgico e potencial para uso em odontologia. Dezan Jr et al. em 2010 (17)
avaliaram a atividade antimicrobiana da associacdo dos extratos aquoso e
etandlico de araca ao hidroxido de célcio frente ao Enterococcus faecalis e a
Candida albicans, em tubos de dentina, pela metodologia descrita por @rstavik e
Haapasalo em 1990 (13), e concluiram que ambos 0s extratos apresentaram maior
poder antimicrobiano quando comparado a associacdo do Ca(OH), e &gua
destilada. O extrato etandlico associado ao hidroxido de célcio apresentou
atividade antimicrobiana maxima ja no periodo de 24 horas (17).

A associacdo de extratos de araca ao hidroxido de calcio apresenta
potencial para utilizacdo clinica devido a excelente atividade antimicrobiana,
entretanto sua resposta tecidual ainda é desconhecida, se fazendo necessaria a

sua avaliagao.
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Proposicéao
O objetivo deste estudo foi analisar a resposta tecidual, dos extratos

aguoso e etandlico de araca (Psidium cattleianum) associados ao Ca(OH),, por

meio da anélise edemogénica e histolégica, em subcutaneo de ratos.
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Artigo

Resposta tecidual da associacdo dos extratos vegetais da folha de aracéa
(Psidium Cattleianum) ao Ca(OH);

Resumo

Extratos de folhas de araca (Psidium cattleianum) sdo biocompativeis e quando
associados ao hidréxido de calcio [Ca(OH);] inibe o Enterococcus faecalis em 24
horas. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual dos extratos da folha
de araca associado com Ca(OH), , através da andlise edemogénica (teste
edemogénico) e da reacédo inflamatéria em subcuténeo (analise histoldgica). Foram
utilizados 80 ratos machos (Wistar) pesando entre 200g e 280g. Para a analise
edemogénica foram utilizados 30 animais divididos em 3 grupos [Extrato aquoso +
Ca(OH), (A), Extrato etandlico + Ca(OH), (B), Propilenoglicol + Ca(OH), (C)], com
10 animais sendo 5 para cada periodo de 3 e 6 horas. Sob anestesia geral foram
injetados 0,2ml/100g de massa corporal de Azul de Evans a 1% na veia peniana,
apo6s 30 minutos foi injetado no subcutaneo da regido dorsal cada associacao a ser
avaliada. A analise edemogénica foi realizada por meio de espectrofotometria
(A=630nm) apdés 3 e 6 horas. Para analise da reacao inflamatoria foram utilizados
50 ratos, que receberam quatro tubos de polietiieno contendo os grupos
experimentais citados anteriormente e um grupo controle (tubo vazio). Os periodos
de avaliagédo foram de 7, 15, 30, 60 e 90 dias. As laminas obtidas foram analisadas
na coloracdo de Hematoxilina e Eosina atribuindo-se escores para intensidade da
resposta tecidual. Observou-se que para a analise edemogénica a associacao do
extrato etandlico ao Ca(OH), mostrou no periodo de 3 horas maior edema em
comparacdo aos outros grupos (p<0,05). No periodo de 6 horas os grupos nao
apresentaram diferenca significante. Para a analise histoldégica foi observada
evolucéao do reparo ao longo do tempo (p<0,05), os extratos aquoso e etandlico
apresentaram resposta semelhante aos grupos controle e Ca(OH), +
propilenoglicol. Pode-se concluir que a utilizagdo de extratos de araca como veiculo
do Ca(OH), apresentam resposta tecidual semelhante ao Ca(OH), com

propilenoglicol.

Palavras-chave: Inflamacédo, edema, plantas medicinais, extratos vegetais
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Introducéao

Os microrganismos, seus produtos e subprodutos, estdo presentes na
doenca pulpar e periapical (1-4), podendo ser encontrados em dentes com necrose
pulpar, infeccbes persistentes ou refratarias e em todo o sistema de canais

radiculares (5,6).

Com a finalidade de eliminar os microrganismos, muitos medicamentos
tém sido testados ao longo dos anos, sendo o hidréxido de calcio uma das
medicacbes empregada como curativo de demora (7,8). O Ca(OH), age por
contato direto e sua agao pode tornar-se prejudicada frente a microrganismos com
capacidade de penetrar profundamente nos tubulos dentinarios (9).

Outro fator a ser considerado € o tempo de contato. Sjogren et al em
1991 (10) mostraram ser necessarios periodos a partir de 7 dias para se obter uma
maior eficacia. Com isso destacam-se alguns microrganismos como Enterococcus
faecalis e Candida albicans mais resistentes a sua a¢ao (6,11-13).

A utilizacdo do extrato etandélico de araca como veiculo do hidroxido de
célcio potencializou sua atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis,
produzindo inibi¢cdo total em 24 horas (14).

Devido a divergéncia de resultados sobre a resisténcia dos
microrganismos ao Ca(OH),, ha a busca por veiculos ou produtos com a finalidade
melhorar e/ou potencializar suas propriedades.

O araca, Psidium cattleianum, pertence a familia Myrtaceae e €
comumente encontrado na Ameérica tropical sendo conhecido como aracga-do-
campo ou araca comum. (15, 16). Psidium spp sdo usadas para o tratamento de
varias enfermidades como o escorbuto (17), tosse e doencas pulmonares (18),
antiinflamatorio e agente hemostatico (19,20) além de reduzir a metastase de
células cancerigenas (21).

O extrato da folha de araca possui excelente atividade antimicrobiana
inibindo o crescimento de microrganismos como Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Actinobacillus actinomycetemcomitans e o Enterococcus faecalis. (22).

Desta forma, julgamos necesséria a avaliacdo da resposta tecidual

frente as associacdes de extratos de araca ao Ca(OH),, ja que esta associacao se
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mostrou eficaz na eliminacdo de microrganismos, podendo futuramente auxiliar no
tratamento endodontico.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual dos extratos
aquoso e etandlico da folha de araca utilizados como veiculo do Ca(OH),, através

da analise edemogénica e microscopica em ratos.

Metodologia

Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar Albino, machos de 3 para 4 meses de
idade, pesando 200 a 280g. Os animais foram alojados em salas de temperatura
controlada e receberam agua e comida ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA) de Aracatuba, (Processo n°
07457/2010).

Preparo dos extratos

As folhas de aracé (Psidium Cattleianum) foram obtidas na Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
SP, Brasil. O espécime foi depositado no Herbéario de Farmacognosia e Pesquisa
Laboratorio de Fitoterapia, Sdo José do Rio Preto, Brasil Nomero HLF2006/7. As
folhas coletadas apresentavam-se em bom estado livres de pragas ou doengas. As
folnas foram lavadas em agua e colocadas em estufa para secagem a uma
temperatura de 40°C até que ficassem secas e quebradicas logo apds foram
trituradas até a obtencao de um po.

Os extratos etanolico e aquoso foram preparados de acordo com a
metodologia descrita por Machado et al em 2012 (23). Extrato Etanélico: 20g do pé
de folha foram misturadas com 250mL de etanol a 80%. Em um frasco ambar foi
agitado manualmente durante trés minutos, cinco vezes por dia, durante 12 dias.
Subsequentemente, a filtrac&o foi realizada. O produto foi esterilizado por filtracéo
em membrana de éster de celulose de 0,22 um (Millipore®). Extrato aquoso: 20g
de p6 de folha foram adicionados a 250mL de agua destilada e fervida a 100°C
durante 5 minutos, mantidos a 55°C durante 1 hora e a temperatura ambiente
durante 72 horas sendo agitado a cada 24 horas. A solucdo foi filtrada e

esterilizada, como mencionado anteriormente.
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Com o preparo dos extratos as seguintes associacbes foram
constituidas na proporc¢éo de 1g de Ca(OH), para 1ml do veiculo:
(A) extrato aquoso + Ca(OH),, (B) extrato etanolico + Ca(OH),, (C) propilenoglicol +
Ca(OH),.

Analise edemogénicaAnélise Edemogénica

O edema foi quantificado em dois periodos, 3 e 6 horas. Para isso 30
animais foram anestesiados via intramuscular com xilazina (10mg/kg) e quetamina
(25mg/kg). A seguir, receberam injecédo intravenosa (veia peniana) de azul de
Evans a 1% (Evans Blue; Difco Lab. Detroit Michigan USA), na proporgao de 0,2mL
da solucédo para 100g de massa corporal. Apés 30 minutos, foram constituidos trés
grupos (n=10), onde 0,1mL de cada associacdo (A, B ou C) foi injetada, utilizando-
se seringa de insulina com agulha hipodérmica 0,70 x 25mm (22G x 1 1/4"), na
regido dorsal proximo a regido caudal, tendo a linha média como referéncia (23).

Apés 3 e 6 horas cinco animais de cada grupo foram sacrificados por
overdose anestésica. Foi realizada a tricotomia manual e a area de edema foi
removida com margem de seguranca. As pecas foram padronizadas com 23mm de
diametro, picotadas e colocadas em frascos individuais contendo 4ml de formamida
(Vetec - Quimica- RJ — Brasil). Ap6s 72h a 45°C realizou-se a filtracdo em gaze e
analise por absorbancia em espectrofotbmetro com comprimento de onda A=630mm
(23).

Andlise histoldgica

Foram utilizados 10 ratos para cada periodo experimental, 7, 15, 30, 60 e
90 dias, totalizando 50 animais para o experimento. Cada animal recebeu quatro
implantes, cada um referente a um grupo experimental (A—C) ou tubo vazio
(controle - D).

Duzentos tubos de polietileno (Abbott Labs of Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil), com 1,6mm de diametro externo e 7,0mm de comprimento, sem selamento
nas extremidades, serviram para acomodacéo dos materiais testados, a introducéo
das pastas nos tubos foi realizada com o auxilio de uma seringa de insulina e
agulha hipodérmica 0,70 x 25mm (22G x 1 1/4"). Os animais foram anestesiados,
como descrito anteriormente, realizada tricotomia da area dorsal e antissepsia com

iodo a 5% Foi realizada uma incisao longitudinal com lamina de bisturi nimero 15C,
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com extensdo de 1cm acompanhando a linha mediana. Com o auxilio de um
trocarte os tubos de polietileno foram implantados do lado direito e esquerdo no
tecido subcutaneo dos animais, totalizando 4 tubos por animal, em seguida
realizou-se a sutura com fio de seda 4-0 (23).

Apés 7, 15, 30, 60 e 90 dias do periodo de implantagéo, os animais foram
sacrificados por overdose anestésica. Os tubos com os tecidos circundantes foram
removidos e fixados em solucdo formalina 4% e pH 7,0. Os espécimes foram
processados e incluidos em glicol metacrilato (GMA), cortes seriados de 3um foram
realizados para coloragédo por Hematoxilina e Eosina. A reagao tecidual foi avaliada
como: escore 0, nenhuma célula inflamatéria; escore 1, menos de 25 células;
escore 2, entre 25-125 células, e escore 3, 125 ou mais células. Capsula fibrosa foi
considerada fina quando a espessura foi menor que 150um e espessa quando
maior que 150um (23,24).

Os resultados do teste edemogénico foram analisados por ANOVA dois
fatores de variacéo e teste de Tukey, enquanto a analise histologica foi submetida

ao teste de Kruskal-Wallis.

Resultados

Andlise edemogénica

A associacao do extrato etandlico ao Ca(OH), mostrou no periodo de 3
horas maior edema em comparag¢ao aos outros grupos (p<0,05). No periodo de 6
horas os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05), entretanto ao
passar do tempo o extrato etandlico associado ao Ca(OH), apresentou diminuigdo

do edema enguanto os outros grupos apresentaram aumento (p>0,05) (Figura 1).

Andlise histoldgica.

Extrato aquoso + Ca(OH), (Grupo A)

Aos 7 e 15 dias foram observados moderado numero de células
inflamatorias identificando a presenca de linfocitos, neutréfilos, eosinofilos,
macrofagos e capsula fibrosa espessa (Fig. 3- AE). Aos 30, 60 e 90 dias foi

observado diminuicdo da intensidade do infiltrado inflamatério, e menor espessura
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da cépsula fibrosa, aos 90 dias houve diferenca significativa em relacédo aos 7 dias
(p<0,05) (Fig. 2) (Fig. 3- I,M,Q).
Extrato etandlico + Ca(OH)2 (Grupo B)

Aos 7 e 15 dias foi observado moderado namero de células inflamatorias
identificando a presenca de linfécitos, neutrofilos, eosinéfilos e macrofagos e a
capsula fibrosa espessa (Fig. 3- B,F). Aos 30, 60 e 90 dias foi observado menor
intensidade do infiltrado inflamatério (p<0,05), e capsula fibrosa fina (Fig. 2) (Fig. 3-
J,N,R).

Propilenoglicol + Ca(OH), (Grupo C)

No periodo de 7 e 15 dias foi observado um moderado ndmero de
células inflamatorias identificando a presenca de linfécitos, neutréfilos, macrofagos
e em algumas laminas a presenca de eosinéfilos e capsula espessa aos 7 e 15
dias (Fig. 3- C,G). A partir dos 30 dias observou-se a diminuicdo tanto das células
inflamatdrias como da espessura da capsula, (p>0,05). (Fig. 2) (Fig. 3- K,0,S).
Controle —tubo vazio (Grupo D)

Como nos grupos anteriores aos 7 e 15 dias foi observado um moderado
namero de células inflamatérias identificando a presenca de linfécitos, neutrdfilos,
macréfagos e capsula espessa. (Fig. 3- D,H). Aos 30, 60 e 90 dias houve menor
guantidade de células inflamatérias, e capsula fibrosa fina. (Fig. 3- L,P,T) (Figura
2).

Comparacgéo entre os grupos por periodo

Comparando os periodos avaliados verificou-se a evolugdo do reparo
em funcédo do tempo, havendo uma semelhanca de resultados entre os periodos
iniciais de 7 e 15 dias (p>0,05) e também nos finais, 30, 60 e 90 (Fig. 2).

Dentro dos periodos experimentais ndo houve diferenca entre as
associacOes empregadas (p>0,05) (Fig. 2).

Discusséao

O extrato obtido da folha de araca foi escolhido para este estudo, devido
as suas propriedades antimicrobianas, demonstradas em estudos anteriores
(14,22) e sua biocompatibilidade ao ser estudada isoladamente por Machado et al
em 2008 (23). O presente estudo avaliou a resposta inflamatéria dos extratos
aquoso e etandlico de araca utilizados como veiculo do Ca(OH), em comparacao

ao propilenoglicol.
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O teste edemogénico é realizado com o auxilio de corantes vitais (Azul
de Evans), que administrado endovenosamente se ligr a proteinas plasméticas,
principalmente a albumina, A presenca deste corante nos locais edemaciados,
permite quantificar o edema ocorrido (25), avaliando a resposta tecidual inicial (26).

A associacdo do extrato etandlico ao Ca(OH), apresentou edema
significativamente maior no periodo inicial de 3 horas provavelmente devido a
presenca do etanol, No periodo de 6 horas observou-se a diminuicdo do edema
neste grupo enquanto o extrato aquoso e o propilenoglicol associados ao Ca(OH),
apresentaram aumento do edema (figl). Esse fato também foi observado
anteriormente quando avaliados isoladamente o extratos etandlicos de aracéa (27) e
aroeira (23).

Na analise histologica, o grupo controle (tubo vazio) apresentou reacao
inflamatéria semelhante a resultados prévios que confirmam a pequena reacdo
tecidual do tubo de polietileno. (28,29). Verificou-se no periodo inicial de 7 e 15 dias
0S maiores escores, provavelmente devido ainda ao trauma cirdrgico. O grupo
controle e 0s grupos experimentais apresentaram semelhante grau de inflamacéo
nos periodos iniciais, fato semelhante foi relatado por Torneck em 1994 (30). Aos
30 dias, com menor interferéncia do procedimento cirlrgico observou-se melhora
significativa no quadro inflamatério em todos os grupos, caracteristica mantida nos
periodos de 60 e 90 dias.

Os resultados mostram que a associacao dos extratos, da folha de araca
aqguoso e etandlico, utilizados como veiculo do hidroxido de célcio, apresentam
resposta tecidual semelhante ao Ca(OH), associado ao propilenoglicol, e ao grupo
controle. Souza et al em 1977 (31) avaliaram outros veiculos utilizados
(paramonoclorofenol canforado, agua destilada e propilenoglicol + 6xido de zinco)
gue também apresentaram repostas teciduais semelhante ao grupo controle (tubo
de dentina vazio).

Conclui-se que os extratos da folha de araca, aquoso e etanolico
utilizados como veiculo do hidréxido de calcio, apresentam resposta tecidual
favoravel, semelhante ao Ca(OH), associado ao propilenoglicol, tornando

promissor seu uso na odontologia.
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Figura 1. Coloracdo HE. Extrato aquoso + Ca(OH),, 100x: (A,E) 7 e 15 dias,
infiltrado celular inflamatério moderado e cépsula fibrosa espessa. (I,M,Q) 30,
60 e 90 dias, capsula fibrosa fina e infiltrado celular inflamatério leve. Extrato
etandlico + Ca(OH),, 100x: (B,F) 7 e 15 dias, cépsula fibrosa espessa e
infiltrado celular inflamatério moderado com presenca de linfocitos e
macrofagos. (J,N,R) 30, 60 e 90 dias, capsula fibrosa em volta do tubo estava
fina com poucas células inflamatérias crénicas. Propilenoglicol + Ca(OH),,
100x: (C,G) 7 e 15 dias, capsula fibrosa espessa e infiltrado celular inflamatorio
moderado. (K,0,S) 30, 60 e 90 dias, infiltrado celular inflamatério leve e
capsula fibrosa fina. Controle, 100x: (D,H) 7 e 15 dias, cdpsula fibrosa espessa
e infiltrado celular inflamatério moderado. (L,P,T) 30, 60 e 90 dias, reducdo da
capsula fibrosa e das células inflamatorias proximas do tubo.
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Figura 1 - Representacdo grafica do valor médio do edema em ambos os periodos

estudados de 3 e 6 horas

Tabela 1 - Média dos valores de absorbancia em ambos os periodos estudados de 3 e 6 horas.

Grupos 3 horas 6 horas
AquOSO 0,2862*  0,561%
Etanélico 0,861° 0,534
Propilenoglicol 0,378%*  0,605®

*Simbolos diferentes apresentam significancia estatistica
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Anexo 1
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto "Avaliag@o in vivo da resposta tecidual
dos extratos vegetais aquoso e etandlico de ara¢a (Psidium Cattleianum)
associados ao hidréxido de calcio. Analise edemogénica e microscépica em
ratos.” sob responsabilidade de ELOI DEZAN JUNIOR e colaborador(es) Luciano
Tavares Angelo Cintra esti de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal

(COBEA) e foi aprovado pela CEUA em 15/10/2010 de acordo com o Protocolo n°

07457/2010.
Aragatuba, 18 de Outubro de 2010
Prof. Adf/Jodo Eduardo Gomes Filho
Presidente da CEUA- FOA/UNESP
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Faculdade de Odontologia @ Curso de Medicina Vetennana
Rua José Bonifacio, 1193 CEP 16015-050 Aracatuba - SP
Tel (18) 3636-3234 E-mail cep@foa unesp br
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Anexo 2

Procedimentos cirargicos da Analise Edemogénica

A- Azul de Evans a 1% (Evans Blue Difco Lab.);

B- Injecéo intravenosa de azul de Evans a 1% na veia peniana;

C e D- Preparo da pasta da associagao dos extratos ao Ca(OH),.

E- Injecdo de 0,1mL da pasta correspondente;

F- Evidenciacdo da area de edema ap0s tricotomia manual da regido dorsal do
animal;

G e H- Remocéao da pele do animal com margem de seguranca;

I, J e K- Padronizacdo da peca com 23mm de diametro com auxilio de um vazador
de ferro;

L- Peca sendo picotada com tesoura cirlrgica;

M- Frasco com 4mL de formamida (Vetec.Quimica.RJ.Brasil) contendo peca
picotada;

N- Estufa a 45°C, contendo os frascos com 4mL de formamida mais as pecas
picotadas;

O- Solucgbes apos filtracdo sendo introduzidas em frascos apropriados para se
proceder a analise em espectrofotbmetro;

P- Espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 630nm.

43 |Pagina



Lado Esquerdp

@

Dorse de Animal

Anexo 3

Lade Diréito

44 |Pagina



Anexo 3

Procedimentos cirargicos da Anélise Microscopica
A- Preparo dos tubos de polietileno utilizados para o implante;

B- Insercao das pastas dentro dos tubos com auxilio de seringa de insulina e

agulha hipodérmica;

C- Tricotomia manual da regido dorsal do animal;

D- Anti-sepsia com polivinilpirrolidona a 1%;

E- Incisdo longitudinal atingindo o subcutaneo com lamina de bisturi nimero 15;
F- Trocarte, com ponta romba, para inser¢cao dos tubos no subcutaneo;

G- Esquema de como foram inseridos os tubos no subcutaneo;

H- Remocao da peca contendo o tubo e os tecidos circundantes com auxilio de

tesoura apos os periodos experimentais de 7, 15, 30, 60 e 90 dias.
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Anexo 4

Técnica para inclusdo em Glicol Metacrilato (Leica — Historesin)

1) Lavar em agua corrente no minimo 5 horas;

2) Desidratar em alcool 70% por uma noite;

3) No dia seguinte:

A) Alcool 90% por 30 minutos;

B) Alcool 90% por 30 minutos;

C) Alcool 90% por 30 minutos;

D) Alcool 95% por 30 minutos;

E) Alcool 95% por 30 minutos;

F) Alcool 95% por 30 minutos;

4) Colocar as pecas desidratadas na solugdo A ativada e deixar por 72 horas
(temperatura ambiente);

5) Isolar os moldes de plastico proprio para inclusdo com spray de teflon, colocar
as pecas no interior dos moldes, cobrir as pecas com resina para inclusao (leica —
historesin), depois de polimerizada, preencher com resina acrilica

autopolimerizante e aguardar a polimerizacao.

Técnica para Coloragcdo em Hematoxilina e Eosina (para pecgas incluidas em
Glicol Metacrilato)

Pecas cortadas em 3um.

1) Hidratar rapidamente em agua destilada;

2) Colocar na Hematoxilina — 30 minutos;

3) Lavar em agua corrente até remover 0 excesso de corante;

4) Colocar na Eosina — 5 minutos;

5) Lavar em agua corrente até remover o excesso de corante;

6) Deixar secar na estufa, montar com Entelan e laminula.
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