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Covre LM. Avaliacao da ingestao de breu-branco no processo de reparo de incisivos
de ratos reimplantados [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2022.
RESUMO

Objetivo: Avaliacdo histologica da influéncia da administracdo sistémica de solucéo
de Breu-branco, sob o reparo periodontal e pulpar de incisivos de ratos submetidos a
reimplante dentario. Material e método: O composto testado foi obtido a partir do
fracionamento da resina de P. heptaphyllum (Breu-branco) em coluna
cromatografica e diluido em solucéo de tween 80. A avulsdo foi induzida no incisivo
central superior direito de 33 ratos Wistar machos, divididos em trés grupos: RI
(Reimplante imediato), em que os dentes foram mantidos em meio seco e
reimplantados com 5 minutos, RTLI (Reimplante tardio conservado em leite integral),
dentes mantidos 60 minutos em leite integral, reimplantados e ap6s os animais
foram tratados por 5 dias com soro fisioldégico por gavagem, e RTLI+BB (Reimplante
tardio conservado em leite integral com administracdo de solucdo de breu-branco),
os dentes permaneceram 60 minutos em leite integral, reimplantados e os animais
foram tratados por 5 dias com breu-branco sistemicamente por gavagem. Apos 60
dias foi realizada eutanasia por sobredosagem anestésica e coletada a hemi-maxila
direita contendo o incisivo reimplantado. Os cortes histolégicos transversais foram
corados com hematoxilina-eosina para avaliacdo histoldgica em microscopia de luz.
Na analise histomorfométrica foram analisadas as caracteristicas do ligamento
periodontal, osso alveolar, cemento, dentina e polpa. Os testes Kruskal-Wallis e
post-hoc de Dunn foram utilizados para a comparacao entre os grupos. Resultados:
Os trés grupos no geral apresentaram resultados semelhantes na maioria das
variaveis analisadas, somente o grupo RTLI apresentou diferenca estatistica
significativa menor na organizacéo do ligamento periodontal e inflamac&o aguda em
comparacao com o grupo controle. Conclusédo: A solucéo de breu-branco apresentou
potencial para utilizacdo como medicacdo sistémica em casos de reimplante
dentario tardio, por mostrar comportamento semelhante ao reimplante imediato no

processo de reparo do ligamento periodontal e pulpar.

Palavras-chave: Inflamacéo. Avulsdo dentaria. Traumatismos dentarios. Reimplante

dentario. Burseraceae.



Covre LM. Evaluation of breu-branco ingestion in the repair process of reimplanted
rat incisors [tese] — Aracatuba: S&o Paulo State University (Unesp); 2022.

ABSTRACT

Objective: Histological evaluation of the influence of systemic administration of Breu-
branco solution on periodontal and pulpal repair of incisors of rats submitted to dental
reimplantation. Material and method: The compound tested was obtained from the
fractionation of P. heptaphyllum resin (Breu-branco) in a chromatographic column
and diluted in a tween 80 solution. The avulsion was induced in the upper right
central incisor of 33 male Wistar rats, divided into three groups: IR (Immediate
replantation), in which the teeth were kept in a dry medium and reimplanted after 5
minutes, RTLI (Delayed replantation preserved in whole milk), teeth kept 60 minutes
in whole milk, reimplanted and after that the animals were treated for 5 days with
saline solution by gavage, and RTLI+BB (Delayed replantation preserved in whole
milk with administration of breu-branco solution), the teeth remained 60 minutes in
whole milk, reimplanted and the animals were treated for 5 days with breu-branco
systemically by gavage. After 60 days, euthanasia was performed by anesthetic
overdose and the right hemi-maxilla containing the reimplanted incisor was collected.
Cross-sectional histological sections were stained with hematoxylin-eosin for
histological evaluation in light microscopy. In the histomorphometric analysis, the
characteristics of the periodontal ligament, alveolar bone, cementum, dentin and pulp
were analyzed. Kruskal-Wallis and Dunn's post-hoc tests were used for comparison
between groups. Results: The three groups in general showed similar results in most
of the variables analyzed, only the RTLI group showed a statistically significant lower
difference in the organization of the periodontal ligament and acute inflammation
compared to the control group. Conclusion: The breu-branco solution showed
potential for use as a systemic medication in cases of late dental replantation, as it
behaves similarly to immediate replantation in the repair process of the periodontal

ligament and pulp.

Keywords: Inflammation. Tooth avulsion. Dental trauma. Tooth replantation.

Burseraceae.
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1 INTRODUCAO

O trauma dentéario pode ser definido como uma lesé@o proveniente de um
Impacto externo sobre os dentes e/ou outros tecidos no interior e ao redor da
cavidade oral.}? A maior prevaléncia de trauma dentario na populagdo mundial
envolve criancas e adolescentes, no entanto, embora essas lesdes sejam mais
comuns nesses determinados grupos, todos os individuos estdo susceptiveis a uma
lesdo por trauma dentario, devido a suas atividades comuns diérias, assim como o
aumento dos niveis de violéncia e do niumero de acidentes de transito, tudo isso
contribuindo para que o trauma dentério se torne um problema de saude publica
emergente.3

A avulsdo € considerada o tipo de trauma mais grave no grupo de
traumatismos dentéario, ocorre quando ha o completo deslocamento do dente para
fora de seu alvéolo, caracterizado pelo rompimento do feixe vasculo-nervoso e das
fibras do ligamento periodontal.*#®> O reimplante é considerado o melhor tipo de
tratamento para o dente avulsionado, mesmo que as condicdes nao sejam
favoraveis.> A patologia dentro do reimplante envolve tanto reacdes pulpares quanto
periodontais, a polpa e o ligamento periodontal sofrem grandes danos quando o
tempo extra-alveolar é muito grande, sendo as reacfes de cura dependentes em
maior parte desse tempo, do manuseio do dente, grau de formacg&o radicular e
emprego ou ndo de um meio de conservacdo adequado.®

Desse modo, o reimplante imediato € a melhor alternativa para os casos
de avulséo dentaria, devido ao tempo que esse dente permaneceu fora do alvéolo, o
qual é critico para a sobrevivéncia das células do ligamento periodontal, uma vez
gque quando se consegue manter a viabilidade celular, permite-se uma maior
probabilidade de reinsercéo das fibras e preservacéo do dente.”-1°

No reimplante, controlar a inflamacé&o durante o reparo periodontal € de
extrema importancia, uma vez que a persisténcia da inflamacéo aguda ou cronica
durante um grande periodo estabelece um ambiente que estimula e favorece a
ocorréncia da reabsorcéo radicular.%°

Atualmente, o mercado farmacéutico tem demonstrado grande interesse
para pesquisas empregando plantas medicinais, sobretudo a aquelas utilizadas pela
populacédo, desse modo dando lugar ao desenvolvimento de novas drogas. O Brasil

€ um pais com grande diversidade vegetal, portanto possuindo um enorme potencial
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para o desenvolvimento de medicamentos que aliem o conhecimento tradicional
vinculado as plantas fitoterapicas e a tecnologia, possibilitando ampliar os beneficios
gerados com essa substancia.'!

A resina obtida da arvore Protium heptaphyllum, conhecida popularmente
como breu-branco (BB), € bastante utilizada na medicina popular e vém sendo
estudada nas éareas de farmacologia, medicina e odontologia, devido a suas
propriedades anti-inflamatoria, analgésica, antiplaquetaria, antinoceptiva, em
cicatrizacdo de feridas, efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes, atividade
anticonvulsivante, efeitos ansioliticos e antidepressivos.'2-23

A arvore Protium heptaphyllum, pertence a familia Burseraceae, também
conhecida popularmente por “almecega” e “breu-branco”, € encontrada na regiao da
América do Sul, principalmente na regido Amazoénica, Piaui, Bahia, Minas Gerais,
Goiéas, e em paises como Suriname, Colédmbia, Venezuela e Paraguai. A obtencéo
da substancia é realizada a partir de incisdes feitas no tronco da arvore, em que se
obtém um 6leo-resina aromatico, que em contato com o ar se solidifica. E importante
ressaltar que o processo de obtencao da resina ndo causa nenhum tipo de dano a
arvore.?* Essa resina oleosa exsudada é rica em uma mistura de triterpenos,
identificados como a-amirina, B-amirina, breina, maniladiol, a-amirona, B-amirona e
lupenona, além de um 6leo essencial rico em mono e sesquiterpenos.?425

Os triterpenos tem chamado atencdo nos ultimos anos devido as suas
atividades terapéuticas. Na resina extraida da P. heptaphyllum a maior concentracao
de triterpenos est4d na forma de a-amirina e B-amirina, triterpenos pentaciclicos
considerados o seu principal componente e principal responsavel pelas propriedades
terapéuticas citadas acima, principalmente a anti-inflamatéria,*> propriedade
importante para o reimplante dentario.

Desse modo, diante do exposto, 0 estudo da resina de P. heptaphyllum e
seus principais componentes, como sua propriedade anti-inflamatoria, tornam-se
relevante sobre sua influéncia no processo de reparo periodontal de dentes

reimplantados.
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2 PROPOSICAO

Objetivo geral:
Avaliar a influéncia da utilizagcdo sistémica da breu-branco sobre o

processo de reparo periodontal de incisivos centrais de ratos reimplantados.

Objetivo especifico:
Andlise histolégica qualitativa e quantitativa do processo de reparo
periodontal e pulpar de dentes submetidos ao reimplante, em ratos que receberam a

administracdo sistémica de solucdo com breu-branco.



Watoriacs e .métodid
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese e caracterizacéo do po de breu-branco

Uma amostra da espécie vegetal P. heptaphyllum depositada no Herbario
Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, exsicata TEPB 18247 que
possui cultivo controlado/padronizado foi utilizada. O exsudato resinoso do tronco de
P. heptaphyllum foi coletado no municipio de Timon, Maranhdo, Brasil,
posteriormente a sua identificacdo pela botanica Profa. Titular Roseli Farias de Melo
Barros do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Piaui. O p6 de
breu-branco foi obtido a partir do fracionamento da resina de almecega (P.
heptaphyllum) em coluna cromatografica, como descrito anteriormente por Vieira

Junior et al.?4

3.2 Identificac&o do po6 de breu-branco

A resina bruta (410 g) foi dissolvida em metanol/diclorometano (Sigma
Aldrich, St Louis, Missouri, USA) (4:1), filtrada e o solvente evaporado num
evaporador rotativo para obtencdo de 408 g (99,5%) de resina branca amorfa. A
analise fitoquimica da resina revelou a presenca de triterpendides pentaciclicos
(56%), os quais foram identificados por RMN de !H e '3C e espectroscopia de
massa. Foi encontrado 5,4 g (45,3%) de a-amirina e 3-amirina, sendo que 28,3%
(3,4 g) da resina correspondeu a a-amirina e 16,6% (2,0 g) a B-amirina. Também
estdo presentes a breina e maniladol (9,5%) e uma pequena quantidade (1,25%) de
uma mistura de lupeona, a-amiriona e B-amirinona. A identidade estrutural de a- e B-

Amirina foi confirmada por andlise espectral de RMN !H e 13C.%*

3.3 Experimento in vivo: Reimplante dentario em ratos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, sob numero de
processo FOA 00607-2020 (ANEXO A).
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3.3.1 Animais

Foram utilizados 33 ratos Wistar machos, estabelecidos através de
calculo amostral, em que para um poder de teste de 80%, com nivel de significancia
de 0,05, com a diferenca da média de 0,854 e desvio padrdo de 0,563, ficou
estabelecido um numero de 11 animais por grupo. Os animais possuiam peso
corporal variando entre 200 — 300 g, obtidos junto ao Biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os ratos foram acomodados em gaiolas com
cinco animais cada, a uma temperatura ambiente de 22 £ 2 °C, 50 + 10 % de
umidade relativa do ar e com ciclos de claro/escuro de 12/12 horas. Os animais
receberam agua ad libitum e ragcéo granulada durante todo o experimento, exceto 12

horas antes da cirurgia, em que 0S mesmos permaneceram em jejum.

3.3.2 Anestesia dos animais

Previamente a execucdo dos procedimentos experimentais 0s animais
receberam como relaxante muscular a xilazina (10 mg/kg, Coopazine; Coopers, Sao
Paulo, Brasil) e para a anestesia o cloridrato de quetamina (70 mg/kg, Vetanarcol;
Laboratérios Konig, Buenos Aires, Argentina); ambas as drogas administradas por
via intramuscular (I.M.). Apbés serem anestesiados, 0os animais foram posicionados
na mesa operatdria em decubito dorsal, tendo os membros caudais e craniais
imobilizadas de maneira que a cabeca do animal fique estavel e a boca aberta por

meio de anéis posicionados nos incisivos superiores e inferiores.

3.3.3 Inducéo da Avulsédo dentéria

Realizada a antissepsia da porcdo anterior da maxila com
polivinilpirrolidona-iodo (Riodeine — Ind Farmac. Rioquimica Ltda), sindesmotomia,
luxacdo e extracdo do incisivo superior direito (ICSD) com auxilio de instrumental

especialmente adaptado.

Nos dentes extraidos, a papila dentaria e o 6rgdo do esmalte foram
seccionados com lamina de bisturi n°15 (EMBRAMAC Exp. E Imp). Os dentes foram
armazenados em meio de conservacao, com duracao de acordo com a divisdo dos

grupos experimentais abaixo.
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3.3.4 Inducédo do Reimplante

AplOs armazenamento, os dentes extraidos de todos os grupos foram
reimplantados em seus respectivos alvéolos, com preparo prévio do mesmo.
Nenhuma contencdo foi realizada. Os animais foram acompanhados até se

recuperarem da anestesia antes de retornarem ao biotério.

ApoOs o reimplante, os animais dos grupos Rl e RTLI receberam uma
Unica dose intramuscular de 20.000 Ul de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth
S.A., Sdo Paulo - Brasil). Os animais do grupo RTLI+BB nao receberam nenhum tipo

de antibioticoterapia sistémica.

3.3.5 Preparo da solucao da resina de P. heptaphyllum para administracéo via

oral nos animais

Um total de 6g da mistura da extraida resina de P. heptaphyllum na forma
de po, foi diluida em solucdo de 3% de Tween 80 em agua destilada, chegando a
uma solugdo com concentracdo da mistura de breu-branco de 10% (Aphoticario
farméacia de manipulacdo, Aracatuba, Sao Paulo - Brasil).

3.3.6 Grupos Experimentais e tratamento com breu-branco

Para o tratamento sistémico, foi administrada em dose Unica (1mL)
diariamente por gavagem, solucdo da resina de P. heptaphyllum (Breu-branco). O

tratamento dos animais foi realizado durante 5 dias.

Os 33 animais foram divididos em 3 grupos experimentais, com periodo
de observacéo de 60 dias:

e Grupo RI — Reimplante imediato: Dentes extraidos e armazenados em meio
seco durante 5 minutos e depois reimplantados. Sem administragcdo de medicacao

sistémica.

e Grupo RTLI — Reimplante tardio com Leite integral: Dentes extraidos e
armazenados em 1 mL de leite integral por 60 minutos e reimplantados. Com

administracao diaria de solucdo de soro fisiolégico por gavagem durante 5 dias.
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e Grupo RTLI+BB — Reimplante tardio com Leite integral e gavagem da
solucéo de breu-branco (BB): Dentes extraidos e armazenados em 1 mL de leite
integral por 60 minutos e reimplantados, com administracdo diaria da solucdo de

breu-branco por gavagem durante 5 dias.
3.3.7 Eutanésia e processamento histoldgico

Apos 60 dias a eutanasia dos animais ocorreu por meio de sobredosagem
anestésica. A maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com o
emprego de uma lamina de bisturi n°® 15 (Embramac Exp. E Imp.). Um corte com
tesoura reta na porcao distal do 3° molar possibilitou a obtencdo da area da maxila
contendo o dente avaliado com o trauma. As maxilas foram imediatamente
dissecadas e colocadas em solucao fixadora por 24 horas. A descalcificacdo das
maxilas foi realizada por meio EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) a 10%
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) em PBS. As pecas anatdbmicas
dissecadas, apds descalcificacdo, passaram por desidratacdo em solucbes de
alcoois em concentracdes crescentes, diafanizadas em solucbes de xilol, com, e
seguidamente impregnadas em parafina de baixa fusdo (56-58 °C) com trés trocas
de parafina, de uma hora cada. Ao final, foram alocadas em blocos de madeira para
adaptacdo em micrétomo (Leica — Aristoplan, Alemanha), onde foram coletados os
cortes histologicos do ICSD com 4 um de espessura no sentido transversal, apés
para adaptacdo na lamina histolégica, foram colocados em banho-maria (40-50 °C) e
recolhidos nas laminas revestidas de poli-L-lisina, sendo dois cortes por lamina com
diferengca de 40 pm entre eles. Os cortes histolégicos foram utilizados para a
coloracdo no método de Hematoxilina-eosina (HE).

3.3.8 Coloracao Hematoxilina e Eosina

Apos a obtengao dos cortes, a parafina foi eliminada através do processo
de desparafinizacdo com xilol (em trés banhos de xilol por 5, 10 e 15 minutos cada);
hidratacdo com sequéncias decrescentes de alcool 90%, 70%, 50% e lavagem em
tampao fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,4 (cada lavagem com duracdo de 10 minutos). As
laminas foram entdo imersas em solucdo de hematoxilina durante 3 minutos e
lavadas com agua corrente. Em seguida, imersas em eosina por 25 segundos e

lavadas em &gua destilada. Posteriormente, ap6s a secagem a temperatura
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ambiente, as laminas foram montadas com meio de montagem (Entellan,

Merckmillipore, HE, Alemanha) e laminula de vidro.

3.4 Andlise histoldgica qualitativa e quantitativa

Os cortes histolégicos foram analisados em campo claro com o auxilio de
um microscopio Optico comum (Leica - Aristoplan, Alemanha) acoplado a uma
camera digital Axiocam MRc (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Alemanha). Os
campos visuais das estruturas analisadas de cada animal foram coletados com
objetivas de 2.5x, 20x e 40x utilizando o software Axionvision Rel 4.0 (carl Zeiss,
GmbH, Alemnha), alterando as variaveis de brilho e contraste de modo a realcar as

células e tecidos.

Para coleta de dados quantitativos, as imagens foram processadas e
guantificadas no programa de analise de imagens Image J (National Institutes of
Health, EUA).

Somente a face palatina da raiz foi considerada, ja que o dente de rato s6
apresenta ligamento periodontal nesta face. Analisadas as caracteristicas do
ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e dentina, além da resposta

inflamatoria.

O examinador ndo soube a que grupo que pertence as imagens, a fim de

evitar um viés na andlise.

3.4.1 Analise quantitativa das ocorréncias histomorfoldgicas

Para a quantificagdo das ocorréncias histomorfolégicas foram atribuidos
escores de 1 a 4 aos diferentes eventos abaixo listados, onde 1 corresponde ao

melhor resultado e 4 ao pior, ocupando os escores 2 e 3 posicGes intermediarias.?6:27
Eventos considerados para a analise dos resultados:
A. Ligamento Periodontal:

A.1l. Organizacgéo do ligamento periodontal:
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1- Fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em toda a extensdo do

ligamento;

2- Fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em dois tercos da extensédo do

ligamento;

3- Fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em um terco da extensao do

ligamento;
4-Auséncia de fibras periodontais com inser¢cdo em 0Sso e cemento.

A.2. Intensidade e extenséo do processo inflamatorio agudo e cronico do ligamento

periodontal:
A.2.1. Intensidade do processo inflamatério:
1- Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatdrias;

2- Pequeno numero de células inflamatérias. Até 10 células por campo com aumento
de 400X;

3- Moderado numero de células inflamatérias. De 11 a 50 células por campo com

aumento de 400X;

4- Grande numero de células inflamatoérias. Acima de 50 células inflamatoérias por

campo com aumento de 400X.

A.2.2. Extensédo do processo inflamatorio:
1 - Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatorias;

2 - Processo inflamatério presente apenas no ligamento periodontal apical ou

coronario ou pequena area lateral;

3 - Processo inflamatério atingindo mais que a metade do ligamento periodontal
lateral da raiz do dente;

4 - Processo inflamatério em todo ligamento periodontal.

B. Raiz do dente:
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D.1. Reabsorcéo radicular ativa e inativa:

1 - Auséncia de reabsorcao radicular e ou reabsor¢des reparadas;
2 - Areas de reabsorcao inativa (auséncia de células clasticas);

3 - Pequenas areas de reabsorc¢des ativas;

4 - Extensas &reas de reabsorcéo ativa.

B.2. Extensdo da reabsorgéo radicular. Em laminas representativas foram feitas
medidas (em micrometros) da extensdo das areas de reabsor¢cdo. A medida dos

valores obtidos por palatina permitira a atribuicdo dos seguintes escores:
1- Auséncia de reabsorcao;

2- Extensao média de 1 a 1000 um,;

3- Extensao média de 1001 a 5000 um;

4- Extensao média maior que 5001 um.

B.3. Profundidade de reabsor¢éo radicular. Em Iaminas representativas foram feitas
medidas (em micrometros) das maiores profundidades das areas de reabsor¢édo. A

medida dos valores obtidos permitiu a atribuicdo dos seguintes escores:
1- Auséncia de reabsorcao;

2- Profundidade média de 1 a 100 um;

3- Profundidade média de 101 a 200 ym;

4- Profundidade média maior que 201 pym.

B.4. Reparo nas areas de reabsorcéo radicular:

1- Auséncia de reabsorcao ou deposicdo de cemento neoformado em toda extensao

das areas reabsorvidas;
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2 - Deposicao de cemento neoformado em metade ou mais da extensdo das areas
reabsorvidas;

3- Deposicdo de cemento neoformado em menos da metade das areas

reabsorvidas;

4- Auséncia de deposicado de cemento neoformado junto as areas reabsorvidas.

C. Tecido 0sseo:

C.1. Areas de reabsorcéo ativa e inativa:

1- Auséncia de area de reabsorcao;

2- Presenca de area de reabsorcéao inativa-auséncia de células clasticas;
3- Presenca de pequenas areas de reabsorcao ativa;

4- Presenca de extensas areas de reabsorcao ativa.

D. Anquilose:

1- Auséncia de anquilose;

2- Pequenos pontos de anquilose;

3- Um terco da raiz esta anquilosada;

4- Mais de um terco da raiz esta anquilosada.

E. Polpa:

1- Normal;

2- Presenca de calcificacoes;
3- Degenerada;

4- Necrosada.
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3.5 Andlise estatistica

Apés a coleta de dados, os dados foram tabulados e submetidos a analise
estatistica no programa estatistico GraphPad Prism 7.0. Foi aplicado o teste de
Shapiro-Wilk para testar a normalidade da amostra, sendo o resultado negativo.
Desse modo, as diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Dunn, com 5% de nivel de

significancia.
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4 RESULTADOS

Grupo RI:

Na andlise do ligamento periodontal, houve reinsercdo das fibras
colagenas em todos dentes analisados, o mesmo apresentou-se bem organizado
com suas fibras inseridas no osso e cemento, em toda a extenséo do ligamento na
maioria dos espécimes (6/11) e no restante em dois tercos da extensdo do ligamento
(5/11) (Tabela 1; Figura 1; Figura 5. A-B). O ligamento periodontal apresentou-se
com presenca ocasional de processo inflamatorio tanto agudo quanto crénico em
grande parte dos espécimes (Tabela 1; Figura 1). Quanto as areas de reabsorcao
dentéria, alguns apresentaram auséncia de reabsor¢do radicular (2/11), mas foram
encontradas pequenas areas de reabsorcdo inativa, com auséncia de células
clasticas (5/11), assim como areas ativas (4/11), mas com pequena extensdo e
profundidade na maioria dos casos (9/11) (Tabela 2; Figura 2; Figura 5.C). Nao
houveram é&reas de reabsorcdo do tecido O6sseo adjacente em quase todos o0s
espécimes (10/11) e nenhuma area de anquilose foi encontrada (11/11) (Tabela 3;
Figura 3). Houve revascularizacdo pulpar em mais da metade dos incisivos (6/11),
com presenca de calcificacdo e infiltrado inflamatério no tergo apical em alguns
espécimes (Tabela 4; Figura 4; Figura 6.A).

Grupo RTLI:

O espaco do ligamento periodontal apresentou-se bem organizado com
suas fibras inseridas no o0sso e cemento, com maior parte dos espécimes
apresentando reinsercao em dois tercos da extensdo do ligamento (7/11) (Tabela 1;
Figura 1; Figuras 5.D-E). O ligamento periodontal apresentou-se com pequeno
infiltrado inflamato6rio agudo e crénico em toda a sua extensdo, apresentando
pequena extensao da area contendo células inflamatodrias (Tabela 1; Figura 1). O
cemento e a dentina apresentaram areas de reabsorcao inativa na maior parte dos
dentes (9/11), com pequena profundidade de reabsorcdo. O reparo das areas com
deposi¢cdo de cemento neoformado ocorreu em metade ou mais da extensdo das
areas reabsorvidas na maior parte dos espécimes (7/11). Areas com reabsorcéo
inflamatoria foram encontradas em algumas por¢cdes da raiz (Tabela 2; Figura 2;

Figura 5.F). Pequenas areas de anquilose foram observadas em 1/3 da raiz dentaria
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(5/9) (Tabela 3; Figura 3). O tecido pulpar se apresentou necrosado em quase
metade dos espécimes (5/11), com alguns apresentando revascularizacdo (3/11) e

areas de calcificacdo (2/11) (Tabela 4; Grafico 4; Figura 6.B).

Grupo RTLI+BB:

Em todos os incisivos, houve reinsercdo das fibras do ligamento
periodontal, este apresentou-se organizado com suas fibras inseridas no o0sso e
cemento em toda extensdo do ligamento em metade dos espécimes (5/10), em
outros houve reinsercao em dois tercos da extensao do ligamento (3/10) e em menor
quantidade em um terco da extensdo (2/10) (Tabela 1; Figura 1; Figura 5. G-H).
Observou-se pequeno numero de células inflamatérias agudas no ligamento
periodontal, com extensao se restringindo apenas no ligamento periodontal apical ou
coronario e pequena area lateral (Tabela 1; Figura 1), no processo inflamatorio
cronico, apenas alguns espécimes apresentaram pequeno numero de células
inflamatoérias (3/10). Foi encontrada pequenas &reas de reabsor¢cdo inativas no
cemento e dentina (7/10), com pequena extensdo e profundidade em sua maioria
(8/10) e presenca de cemento neoformado em metade ou mais da extensdo das
areas reabsorvidas (8/10) (Tabela 2; Figura 2). Algumas areas de reabsorcao 6ssea
inativas foram encontradas (3/10), assim como pequenos pontos de anquilose (2/10)
e reabsorcdo por substituicdo (1/10) (Tabela 3; Figura 3; Figura 5.1). Ocorreu
revascularizacdo pulpar em mais da metade dos espécimes (6/10), com espécimes
apresentando areas de calcificagdo pulpar no terco médio, infiltrado inflamatério no
terco apical e os outros com degeneracao e necrose pulpar (Tabela 4; Figura 4;
Figura 6.C).

Os valores dos escores foram submetidos a analise estatistica e 0s
resultados estdo apresentados, em forma de tabelas e graficos (Tabelas 1 a 4 e

Figuras 1 a 4).
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Tabela 1 - DistribuicAio dos escores e analise estatistica dos eventos
histomorfométricos da organizacdo e inflamacdo aguda e crdnica do ligamento
periodontal (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel ordinal com 5% de nivel de
significancia)

Grupos
Escore/NUmero de eventos RI RTLI RTLI+BB
Ligamento periodontal - Organizacéo
1 6/11 0/11 5/10
2 5/11 10/11 3/10
3 0/11 1/11 2/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 2 2
Comparacao entre grupos A B AB
Ligamento periodontal - Inflamac&o aguda - Intensidade
1 9/11 3/11 5/10
2 2/11 7/11 4/10
3 0/11 1/11 1/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 2 2
Comparacao entre grupos A B AB
Ligamento periodontal - Inflamagdo aguda - Extenséo
1 8/11 3/11 5/10
2 3/11 7/11 4/10
3 0/11 1/11 1/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 2 2
Comparacao entre grupos A A A
Ligamento periodontal - Inflamacgao crbnica - Intensidade
1 9/11 8/11 7/10
2 2/11 3/11 3/10
3 0/11 0/11 0/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 1 1
Comparacao entre grupos A A A
Ligamento periodontal - Inflamag&o crénica - Extenséo
1 9/11 8/11 7/10
2 2/11 3/11 3/10
3 0/11 0/11 0/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 1 1
Comparacao entre grupos A A A
Ndmero total de casos 11 11 10
por grupo

RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada evento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 1 — Distribuicdo da mediana dos escores em cada grupo para 0os eventos
histomorfolégicos da organizacdo e inflamacdo aguda e crbnica do ligamento
periodontal (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel ordinal com 5% de nivel de
significancia). A: Organizacdo do ligamento periodontal. B: Intensidade do processo
inflamatério agudo. C: Extensdo do processo inflamatério agudo. D: Intensidade do
processo inflamatério crénico. E: Extensé@o do processo inflamatorio crénico
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RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.

FONTE: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 2 - DistribuicAo dos escores e analise estatistica dos eventos
histomorfolégicos na raiz dentéria (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel ordinal
com 5% de nivel de significancia)

Grupos
Escore/Numero de eventos RI RTLI RTLI+BB
Reabsorcao dentaria - Ativa/lnativa
1 2/11 0/11 2/10
2 5/11 9/11 7/10
3 4/11 2/11 1/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 2 2 2
Comparacao entre grupos A A A
Reabsorc¢ao dentaria - Extensao
1 2/11 1/11 2/10
2 9/11 10/11 8/10
3 0/11 0/11 0/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 2 2 2
Comparacao entre grupos A A A
Reabsorc¢ao dentaria - Profundidade
1 2/11 1/11 2/10
2 9/11 10/11 8/10
3 0/11 0/11 0/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 2 2 2
Comparacao entre grupos A A A
Reabsorcao dentaria - Reparo
1 2/11 3/11 2/10
2 5/11 7/11 8/10
3 4/11 1/11 0/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 2 2 2
Comparacao entre grupos A A A
Numero total de casos 11 11 10
por grupo

RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada evento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 2 - Distribuicdo da mediana dos escores em cada grupo para 0S eventos
histomorfolégicos da raiz dentéria (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel ordinal
com 5% de nivel de significancia). A: Reabsorcdo dentaria ativa ou inativa. B:
Extensdo da reabsorcado dentaria. C: Profundidade da reabsorc¢do dentaria. D: Reparo
das areas de reabsorcdo dentaria
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RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 3 - DistribuicAio dos escores e analise estatistica dos eventos
histomorfol6gicos do osso alveolar (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel
ordinal com 5% de nivel de significancia)

Grupos
Escore/NUumero de eventos RI RTLI RTLI+BB
Tecido 6sseo - Reabsorgéo
1 10/11 10/11 6/10
2 1/11 1/11 3/10
3 0/11 0/11 1/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 1 1
Comparacédo entre grupos A A A
Tecido 6sseo - Anquilose
1 11/11 6/11 7/10
2 0/11 5/11 2/10
3 0/11 0/11 1/10
4 0/11 0/11 0/10
Mediana 1 1 1
Comparacéo entre grupos A A A
Ndmero total de casos 11 11 10
por grupo

RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada evento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 3 - Distribuicdo da mediana dos escores em cada grupo para 0S eventos
histomorfol6gicos do osso alveolar (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel
ordinal com 5% de nivel de significancia). A: Reabsorcao do tecido 6sseo adjacente.
B: Areas de anquilose na raiz dentaria
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RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 4 - DistribuicAo dos escores e analise estatistica dos eventos
histomorfolégicos da vitalidade do tecido pulpar (Teste post-hoc de Dunn para cada
variavel ordinal com 5% de nivel de significancia)

Grupos
Escore/NUmero de eventos RI RTLI RTLI+BB
Tecido pulpar
1 5/11 3/11 5/10
2 1/11 2/11 1/10
3 4/11 1/11 2/10
4 1/11 5/11 2/10
Mediana 2 3 2
Comparacao entre grupos A A A
Namero total de casos 11 11 10
por grupo

RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada evento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 4 - Distribuicdo da mediana dos escores em cada grupo para 0S eventos
histomorfolégicos do tecido pulpar (Teste post-hoc de Dunn para cada variavel
ordinal com 5% de nivel de significancia). A: Tecido pulpar.
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RI: Reimplante imediato; RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral; RTLI+BB: Reimplante
tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 5 - Cortes longitudinais da superficie radicular no terco médio da face palatina
do Incisivo central superior direito, corados em Hematoxilina e Eosina, sob
microscopia de luz

RI: Reimplante imediato - (A-B) Organizagdo do ligamento periodontal, integridade da camada de cemento e
dentina. (C) Presenca de pequenos pontos de reabsor¢do comprometendo a superficie radicular (Seta preta);
RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral - (D) Organizacdo do ligamento periodontal, integridade do
cemento e dentina. (E) Ligamento periodontal com fibras coldgenas dispostas paralelamente a superficie radicular.
(F) Area de reabsorcdo radicular inflamatéria comprometendo o terco médio da raiz (Asterisco). RTLI+BB:
Reimplante tardio conservado em leite integral e gavagem com breu-branco - (G) Organizacdo do ligamento
periodontal, integridade da dentina e cemento. (H) Reparagdo do ligamento periodontal, com fibras colagenas
escassas, integridade da dentina e do tecido 6sseo. (I) Area de anquilose (Seta branca) e reabsorcéo por
substituicdo no terco médio da raiz (Seta azul).

LP- Ligamento periodontal; D- Dentina; TO- Tecido 6sseo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



41

Figura 6 - Cortes longitudinais do tecido pulpar nos ter¢cos médio e apical da raiz do
incisivo central superior direito, corados em Hematoxilina e Eosina, sob microscopia
de luz

TERGO MEDIO ‘ TERCO APICAL

RTLI

50 ym

RTLI+BB

RI: Reimplante imediato - (A-B) Dentina, camada acelular e camada de células odontoblasticas
integras, presenca de infiltrado inflamatério na por¢cédo apical e areas de calcificacdo no tergco médio
(Asterisco). RTLI: Reimplante tardio conservado em leite integral - (C-D) Polpa dentaria com células
e camadas apresentando degeneracdo nos tercos médio e apical. RTLI+BB: Reimplante tardio
conservado em leite integral e gavagem com breu-branco - (E-F) Dentina e camada de células
odontoblasticas preservadas, presenca de area de calcificacdo no terco médio (Asterisco) e presenca
de células inflamatdrias no tergo apical.

D- Dentina; PC- Polpa central; CO- Camada de células odontoblasticas; PD- Pré-dentina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a eficacia da solu¢cdo de breu-branco a 10%,
proveniente da resina de Protium Heptaphyllum, diluida em solucdo de 3% de
Tween 80, em ratos por via oral e sem nenhum tipo de alteracdo sistémica, para
melhor avaliacdo do potencial anti-inflamatorio do composto, quando utilizado nos
casos de reimplante dentério.

O grupo RI (reimplante imediato) neste estudo reafirma a importancia do
reimplante dentario em um periodo inferior a 5 minutos, em que h& apenas um
pequeno comprometimento das estruturas periodontais. Assim como o grupo RTLI,
com o leite integral como meio de conservacao, também reafirma a importancia do
meio de conservacdo adequado, quando o reimplante ndo pode ser realizado de
maneira imediata, visto que a maioria das variaveis foram semelhantes entre esses
grupos, diferindo apenas nas andlises relacionadas a organizacdo do ligamento
periodontal e processo inflamatdrio, onde foram encontrados resultados menos
favoraveis no grupo RTLI. De modo geral, o grupo experimental em que foi utilizado
o breu-branco (RTLI+BB) via sistémica apresentou melhores resultados que o grupo
RTLI e semelhantes ao grupo RI.

O uso da mesma solucdo de BB aplicada neste estudo, utilizada como
meio de conservacdo de dentes avulsionados, com uso topico, obteve resultados
semelhantes entre 0s grupos experimentais no reparo do ligamento periodontal.?®
Acredita-se que os efeitos benéficos associados ao breu-branco, podem ter sido
inibidos pelos efeitos citotoxicos do tween 80.22 Utilizando a administracdo do
composto de BB por via oral e ajustando o método de diluicdo, pudemos observar
resultados favoraveis no reparo periodontal de dente reimplantados, destacando as
taxas inflamatdrias baixas na regido do ligamento periodontal e apresentando
reinsercao e organizacao das fibras colagenas, semelhante ao grupo com reimplante

imediato, demonstrando um potencial na acdo anti-inflamatoria.

As principais vias de agente etiolégico da reabsorcao inflamatéria sédo a
contaminacdo do ligamento periodontal e a necrose pulpar,”?° locais estes que
demonstraram resposta positiva com o uso da solugcdo de breu-branco. A polpa

dentaria do grupo RTLI+BB, apresentou maior vitalidade pulpar em comparagéo ao
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grupo RTLI, tratado apenas com soro fisiolégico. Histologicamente, os grupos RI e
RTLI+BB apresentaram comportamento parecidos, com preservacédo das estruturas
pulpares no terco médio, e terco no apical, presenca de células inflamatorias,
provavelmente devido ao maior trauma que essa regido sofre no momento da

avulsao dentaria.

Dentes avulsionados que foram reimplantados correm risco de
desenvolver inflamacdo, infeccdo e reabsorcdo, tanto radicular como 6ssea.?®
Quando as células do ligamento periodontal estdo danificadas, podem levar a um
ambiente inflamatoério, gerando uma reposta mais rapida no desenvolvimento de
uma reabsorcdo.3° Desse modo, dentro de um ambiente de reimplante dentéario,
visa-se sempre a busca por métodos e técnicas que sejam capazes de diminuir a
instalacdo de um processo inflamatorio na regido periodontal, gerando menores

complicagbes e maior sobrevivéncia do dente acometido.

Embora néo significante estatisticamente, o grupo RTLI+BB, apresentou
diminuicdo da presenga de reabsorgéo ativa, assim como um aumento proporcional
nos casos de anquilose, além disso pequenas taxas de infiltrado inflamatério na
regido de ligamento periodontal semelhantes ao grupo controle, demostrando o
potencial do BB na acéo anti-inflamatéria. Fato este que favorece o prognéstico do
reimplante, uma vez que quando ha uma inflamacgéo instalada, a mesma inibe a
regeneracao e reinsercao das fibras do ligamento periodontal e podem induzir uma
ativacdo excessiva de osteoclastos, mediada por citocinas pro-inflamatérias, como
as interleucinas 6 (IL-6 ) e 1B ( IL-1B), causando reabsorcao radicular e éssea, o que
leva a complicagbes no prognoéstico e reparo periodontal do dente
reimplantado.”%3132 Do mesmo modo, quando ha uma auséncia ou uma baixa taxa
de contaminacéo, isso pode favorecer a ocorréncia de reabsorcéo por substituicdo e

anquilose,®® como encontrado em RTLI+BB.

Estudos indicam que um tempo extra alveolar maior esta relacionado com
a maior expressao de citocinas pro-inflamatorias, como o Fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), IL-6 e IL-1B, assim como a expressdo de osteoprotegerina, RANK
(Ativador do receptor do fator nuclear Kappa-Beta) e RANK-L (Ligante do receptor
do ativador do fator nuclear Kappa-Beta).>343%> Um estudo comparou as respostas
imunologicas do reimplante imediato e tardio durante a primeira semana, foi

identificado que o reimplante tardio estd positivamente correlacionado com a
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sinalizacdo de TNF-a via NF-kB (Fator nuclear kappa B) em comparacdo com o
reimplante imediato, sendo que em condi¢cdes patolégicas os tecidos periodontais
sintetizam TNF-a e RANKL, que possuem um papel importante na diferenciacao e
proliferacdo de osteoclastos e ligado a reabsorcdo 6ssea, TNF-a atua em conjunto

com RANKL para induzir a diferenciacdo osteoclastica através da via NF-kb.3*

Em outro estudo comparando a imunomarcacdo das proteinas OPG
(Osteoprotegerina), RANK e RANKL em um periodo de 10 e 60 dias, chegaram ao
resultado que OPG e RANK estavam presentes em todos 0s grupos e periodos
utilizados, porém RANKL néo foi observado no reimplante imediato com 60 dias e
RANK estava presente somente com 10 dias no reimplante imediato e tardio,
sugerindo assim a efetiva participacéo no inicio do processo de reabsorcao radicular
jA nos primeiros dias apés o reimplante.®® Com isso, a administracdo do BB ja no
primeiro dia de pds-operatorio pode ter auxiliado nos resultados mais favoraveis

encontrados.

Investigando o mecanismo de acdo do potencial anti-inflamatério de breu-
branco, nota-se que este possui acado de regulacdo de citocinas pro-inflamatérias
presentes na patologia do reimplante dentario. Os estudos encontrados na literatura
gue também avaliaram o seu potencial anti-inflamatério buscaram elucidar o
mecanismo pelo qual os componentes da resina agem na diminui¢cdo da inflamacéo.
O estudo de Holanda-Pinto et al.,?* um dos pioneiros na area odontolégica, avaliou o
composto de breu-branco em ratos com periodontite em fase aguda, em que 0s
ratos receberam doses da mistura duas horas antes da inducdo da inflamacao, por
via sistémica. O estudo mostrou que a mistura foi capaz de atuar na diminuicéo
significante de TNF-a e a mieloperoxidase gengival associados a periodontite,
revelando uma atividade anti-inflamatéria na fase inicial da doenca periodontal ao

guantificar os niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias.

Outros estudos na literatura avaliaram o potencial anti-inflamatorio, como
Medeiros et al.®” em que utilizaram o componente da resina de breu-branco, a a-
amirina isolada, de forma topica na pele da orelha de camundongos, apos inducao
de lesdo inflamatéria, foi visto que a amirina exibiu acdo anti-inflamatoéria topica forte
e de inicio rapido através de um mecanismo envolvendo sua capacidade de inibir os

niveis de PGE2 (Prostaglandina E;), via inibicdo da expressdo de COX-2 (Ciclo-
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oxigenase-2). Além de possuir acdo no bloqueio da ativacdo da NF-kB, fator de

transcricdo que esta ligado ao controle e expressao genética da cadeia inflamatoria.

Em uma linha de estudo semelhante, utilizando a mesma metodologia
experimental que o estudo anterior, Otuki et al.*® verificou que a a-amirina, obteve
comportamento semelhante ao anti-inflamatorio dexametasona, em que foi capaz de
inibir eventos importantes da resposta inflamatéria, na formacdo de edema,
migracdo de leucaocitos, diminuicdo da atividade da mieloperoxidase e nos niveis de
IL-1PB.

Os estudos consideram que este composto € uma alternativa potencial e
relevante para o tratamento de doencas inflamatorias, visto que age de maneira
eficaz na diminuicdo de citocinas pro-inflamatoérias e ainda demonstrou possuir inicio

rapido de acéo.

A mistura de breu-branco mostra uma vantagem na organizacdo e
inflamacdo do ligamento periodontal, este estudo evidenciou a sua atividade no
tecido periodontal e sua influéncia no controle inflamatério pela analise
histomorfoldgicas. Contudo, esse composto precisa ser mais explorado e serem
realizadas novas analises com diferentes tempos de administracdo, concentracdes
de breu-branco diferentes e veiculos de diluicdo diferentes. Corroborando com
outros estudos, ainda ndo é totalmente conhecido o mecanismo pelo qual este
composto exerce sua modulacao inflamatéria e reparacdo tecidual, necessitando

ainda de mais estudos visando elucidar esse mecanismo.
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6 CONCLUSAO

O breu-branco apresentou um resultado promissor para sua utilizacdo
como medicacdo sisttmica em casos de reimplante dentario tardio, por mostrar
comportamento semelhante ao reimplante imediato no processo de reparo

periodontal e pulpar.
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