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OFERECIMENTO

O alfa e o 6mega.
A Deus
O principio e o fim.

Criador e pai.

Presente em todos os instantes,

E em todos os lugares.

Poder e gldria eterna.

. Companheiros de vida, exemplos de perfeigao divina.
A Jesus e Maria

Jesus, sinto-me honrada por ser sua escolhida desde o

inicio da minha vida. Que assim seja até a eternidade.

Maria, orienta-me como mae e mulher. Que sua docura me

abrace nos momentos de cansaco.




DEDICATORIA

Menininha do meu coracao

Eu s6 quero vocé

A trés palmos do chao

Menininha ndo cresga mais ndao
Fique pequenininha na minha cangao
Senhorinha levada

Batendo palminha

Fingindo assustada

Do bicho-papao

Menininha, que gracga é vocé

Uma coisinha assim

Comecgando a viver

Fique assim, meu amor

Sem crescer

Porque o mundo é ruim, é ruim e vocé
Vai sofrer de repente

Uma desilusdo

Porque a vida é somente

Teu bicho-papao

A minha fllha, Toquinho — Menininha

Manuela Alegria inebriante, amor gratuito, esperanca envolvente...
Meu anjo branco, a vocé que da todo sentido a minha vida, toda minha
gratiddo, minha entrega e minha dor pelos momentos de auséncia.

Se os olhares se cruzarem e, neste momento,
houver o mesmo brilho intenso entre eles,
pode ser a pessoa que vocé espera desde o dia em que nasceu.

Se o toque dos labios for intenso, se o beijo
for apaixonante, e os olhos se encherem d'agua. Neste
momento, perceba: existe algo magico entre vocés.

Agradecga: O céu te mandou um presente divino: O AMOR.

Se um dia tiverem que pedir perdao um ao outro por algum
motivo e, em troca, receber um abrago, um sorriso, um afago
nos cabelos, entregue-se: vocés foram feitos um pro outro.

Se por algum motivo vocé estiver triste, e a outra pessoa
sofrer o seu sofrimento, chorar as suas lagrimas e enxuga-las
com ternura, que coisa maravilhosa: vocé podera contar

com ela em qualquer momento de sua vida.

Se voce tiver a certeza que vai ver a outra envelhecendo e,
mesmo assim, tiver a convicgao que vai continuar sendo louco
por ela...

E 0 amor que chegou na sua vida.

Carlos Drummond de Andrade
Nao deixe o amor passar

Ao m,eu €Sposo, Generosidade, cumplicidade e determinacao.

Fabricio Meu amor, viver ao seu lado me faz cada dia mais ‘rica’. Seu amor nos
aproximou e a superagao constante das vicissitudes da vida nos torna
mais unidos e fiéis.

Hoje, vocé é minha fortaleza e meu refugio.




Aos meus pais,
Francisco e
Doraci

A minha irm3,
Roberta

Aos meus tios-
avos, Antonio
e Tereza

(/in memorian)

DEDICATORIA

‘Muitas vezes basta ser:
Colo que acolhe,
Braco que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Lagrima que corre,
Olhar que acaricia,
Desejo que sacia,
Amor que promove.’
Cora Coralina

Dedicacao absoluta, com o mesmo entusiasmo do meu primeiro dia de vida.
Exemplos de forca, coragem e fé.
Dedico as minhas lutas e as minhas vitdrias a quem me fez ‘gente’.

Papai e mamde, a vocés entrego meu coragdo, minha oracdo e meu cuidar.

‘Ontem um menino que brincava me falou

Hoje é semente do amanha

Para ndo ter medo que este tempo vai passar

Nao se desespere e nem pare de sonhar

Nunca se entregue, nasga sempre com as manhas

Deixe a luz do sol brilhar no céu do seu olhar

Fé na vida, fé no homem, fé no que vira

Ndés podemos tudo, nés podemos mais’
Gonzaguinha - Nunca Pare de Sonhar

Irma, amiga, companheira, e por que nao, um pouco filha.
Sua inquietude te lanca com sede ao mundo, te faz melhor.
Sua amizade me da sustento e apoio nos desafios da vida.

Que meu amor, carinho e admiragdo nos mantenham unidas.

‘Saudade é solidao acompanhada,
quando o amor ainda nao foi embora, mas o amado ja...
Saudade é amar um passado que ainda ndo passou,
E recusar um presente que nos convida...
Saudade é sentir que existe o que ndo existe mais...
Saudade é o inferno dos que perderam,
E a dor dos que ficaram para tras,
E o gosto de morte na boca dos que continuam...
E esse é o maior dos sofrimentos:
nao ter por quem sentir saudades,
é passar pela vida e nao viver.
O maior dos sofrimentos é nunca ter sofrido...’
Pablo Neruda

Presencas constantes mesmo na auséncia.
Alicerce, sustentagdo e superacao.

Tio Antonio e tia Tereza, minha admiragdo, minha gratiddo e o meu

COMPromisso com 0s vossos valores.




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Aos meus pequenos pacientes
A quem devo minha paixao pela Odontologia.
Por alimentarem a crianga dentro de mim, vivificando a transparéncia e a confianga na vida.

Ao meu orientador, Eloi Dezan Junior

Amigo dedicado e professor paciente.

Por ser também responsavel por esta conquista, meu carinho e gratidao.

Sabia que ndo tinhamos nascidos no mesmo exato dia sem um motivo especial.

Ao meu co-orientador, Elerson Gaetti-Jardim Junior
0 nosso pouco contato ndo foi causa de sua menor motivagao e contribuigdo.
Foi uma surpresa encontra-lo e uma honra conviver com tamanha geniosidade.

A toda minha familia,
Nas pessoas dos meus avds paternos, Gildemo e Maria, e maternos, Deoclides e Deolina.
Por estarem presentes em todos os momentos e pelos bons exemplos de carater, seriedade e unidade.

Aos meus sogros, Manoel e Elza

Por me acolherem tao carinhosamente em suas vidas.

Sr. Manoel, pelo carinho e admiracao exaustivamente declarados, que eu possa um dia merecé-los.
D. Elza, por compartilhar comigo a gratificante tarefa de cuidar da nossa pequena Manuela.

Aos meus cunhados Luciano e Alessandra e a minha sobrinha Catarina
Por dividirem comigo as pessoas mais especiais, minha irma e meu marido.
Pela convivéncia sempre agradavel e amiga.

Aos amigos, companheiros de vida
A leveza da vida depende da coragem em compartilhar.
Aos que foram, aos chegam e aos que estdo, meus maiores desejos de felicidades.

Aos parceiros de trabalho em Aracatuba, em Birigtii, em Guararapes

e as colegas Denise e Alessandra
Vocés fazem parte da minha realizagdo e do meu crescimento.
Por me proporcionarem um ambiente leve, agradavel e rico em companheirismo e bondade.




AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP, nas pessoas do diretor Prof. Dr. Pedro
Felicio Estrada Bernabé e da vice-diretora Prof. Dra. Ana Maria Pires Soubhia.

Aos professores da disciplina de Odontopediatria, Prof. Dr. Célio Percinoto, Profa. Dra.
Rosangela dos Santos Nery, Prof. Dr. Alberto Carlos Botazzo Delbem, Profa. Dra. Sandra
Maria Herondina Coelho Avila de Aguiar em especial ao atual coordenador do Curso de
P6s-Graduacao Prof. Dr. Robson Frederico Cunha.

Aos professores do Curso de Pds-Graduacdo de Odontopediatria, nivel Mestrado.

Aos professores da disciplina de Endodontia, Prof. Dr. Roberto Holland, Prof. Dr. Valdir
de Souza, Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé, Prof. Dr. Mauro Nery, Prof. Dr. José
Arlindo Otoboni Filho, Prof. Dr. Joao Eduardo Filho e Prof. Dr. Eloi Dezan Junior.

Ao professor Joao Eduardo Gomes Filho, em especial, pela disponibilidade em contribuir de
forma tdo competente e clara a leitura microscopica e por nos receber com tanto carinho no seu
‘espago’ de estudos.

Ao Prof. Dr. Claudio Casatti, pelo pronto atendimento da rica colaboracdo na leitura histoldgica.

A professora Cristina Antonialli Silva, presidente da Comissdo de Etica em Experimental
Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP.

Aos funcionarios da disciplina de Odontopediatria, Maria dos Santos Ferreira e Mario Luis
da Silva.

Aos funcionarios da Disciplina de Endodontia, Nelci Vieira, Neuza Angélica dos Santos e
Hermelinda de Jesus Pereira Before.

Aos funciondrios da Biblioteca, Ana Claludia Grieger Manzatti, Claudia de Souza Frare,
Claudio Hideo Matsumoto, Isabel Pereira de Matos, Ivone Rosa de Lima Munhoz, Izamar
da Silva Freitas, Jéssica Durberg, Luzia Anderlini, Maria Claudia de Castro Benez,
Fernando Sukunishi e Claudio Maciel Janior.

Aos funcionarios da secdo de Pds-Graduagao da FOA-UNESP, Marina Midori Sakamoto
Hawagoe, Valéria de Queiroz Marcondes Zagatto e Diogo Reatto.

Aos funcionarios do Biotério do Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP.

Aos alunos da graduagao durante os anos de 2006 e 2007, em especial Marcele e
Renato.

Ao assistente de laboratério da Disciplina de Fisiologia Mauro Alberto, pela presenca
insubstituivel nos procedimentos cirlrgicos.




Aos professores da Disciplina de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de
Bauru, USP, na pessoa da responsavel pela disciplina e coordenadora do Programa de
Pos-graduacdo desta faculdade, Profa. Dra. Maria Aparecida de Andrade Moreira
Machado

A Prefeitura Municipal de Guararapes na pessoa do coordenador do Setor
Odontoldgico, Sr. Jorge Gemeinder.

A teacher Natdlia Fuzete, da Cultura Inglesa da Aracatuba.

Aos amigos do curso de Graduagao, Rodrigo, An Tien Li, Kelly, Cristiane, Heloisa,
Tales, André, Thais, Patricia, Maria Fernanda, Ana Luiza.

Aos colegas do Curso da Pds-Graduacao, Adriana, Carolina, Gilberto, Vanessa e a
todos alunos que com quem convivi durante estes dois anos.

A tia Ivone Cardoso da Silva, pelo olhar de constante admiracdo e pelo incentivo no meu
caminhar com o empréstimo de livros de Psicologia.

A familia Caputo Pereira, Maria José, Luis Alberto, Nathdlia e Beatriz, pela confianca e
entrega aos meus cuidados profissionais.

As minhas queridas funcionarias Marlene e Camila Martins Dora, que tornam meu fardo
mais leve, minha rotina mais terna e minha casa mais ‘lar’.

A todos que de alguma forma colaboraram para a realizagao deste trabalho.




EPIGRAFE

A UMA ARVORE

De onde vem essa forga

de ressurreicao e recomego,
quando os galhos ja eram lenha
na interdicao da primavera?

De onde vem esse vico de brota
se houve tanto sol e tanto sal

e tudo era devastacao
propagando em seu corpo e alma?
Talvez haja uma outra seiva

de que se alimentem

suas raizes minérias.

Ou talvez haja mesmo

a aprendizagem do cactus:

o ritmo de fluir para o corpo

e para a seda de suas pétalas
as suas cacimbas interiores.

Darcy Franca Dendfrio

14

‘A ignorancia afirma ou nega veementemente, a ciéncia duvida.

Voltaire




RESUMO

NOVAIS, R. Z. Avaliacdo da resposta tecidual dos extratos vegetais aquoso e
hidroalcodlico de araca (Psidium cattleianum) pela andlise edemogénica e morfoldgica em
ratos [Dissertacao]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP; 2008.

Atualmente, tem se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos,
farmacoldgicos e microbioldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. A demonstracdo de notavel atividade antimicrobiana de extratos aquoso
e hidroalcodlico de Araca (Psidium cattleianum) sobre a microbiota bucal e a busca de substancias
que rednam tais propriedades resguardando os principios bioldgicos, nos levam a considerar uma
possivel utilizacdo clinica desse extrato como coadjuvante na terapia odontoldgica. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta bioldgica imediata e tardia de solugdes hidroalcodlica e
aquosa preparadas a base de extrato vegetal de Araca (Psidium cattleianum). Para a andlise
edemogénica (reacdo imediata), foram utilizados 18 ratos machos. Sob anestesia geral, os animais
receberam injegdo intravenosa de Azul de Evans 1%. Apo6s 30 minutos, foi injetado 0,1mL de um
dos extratos ou do controle (soro fisioldgico), na regido subcutanea dorsal do animal. Os animais
foram sacrificados apds 3 e 6 horas e as pecas obtidas colocadas em formamida por 72 horas. A
leitura foi realizada em espectrofotometro com comprimento de onda de 630nm. Para a analise
morfoldgica (reacdo tardia), 30 ratos receberam implantes de tubos de polietileno contendo os
extratos ou o soro na regido dorsal, e sacrificados apds 7 e 28 dias. As pecas foram processadas,
cortadas e coradas com Hematoxilina e Eosina. Os resultados obtidos através da leitura dos
espécimes em microscopio Optico, em aumentos de 10 e 40x, para avaliagdo da espessura da
capsula fibrosa e contagem de células inflamatdrias, que quantificam o infiltrado inflamatdrio. De
acordo com os resultados, pode-se concluir que os extratos vegetais aquoso e hidroalcodlico de
araga apresentaram respostas bioldgicas, imediata e tardia, semelhantes ao soro fisioldgico,
portanto foram bem aceitos pelo organismo. O edema se apresentou constante com tempo, e o
processo de reparo evoluiu de forma esperada no decorrer do tempo, ndao mostrando qualquer
influéncia negativa dos extratos experimentais. Por fim, os extratos vegetais de araca mostraram

potencial para uso futuro em odontologia.

Palavras-chave: Teste de biocompatibilidade. Teste de materiais. Extratos vegetais.

Psidium. Inflamagao. Edema



ABSTRACT

NOVAIS, R. Z. Evaluation of the tissue answer from the watery vegetable and hydro
alcoholic extract of araca (Psidium cattleianum) according to edemogenic and
morphological analysis in mice [Master]. Aracatuba: Dentistry College — University of Sao

Paulo state “Julio de Mesquita Filho” — Unesp; 2008.

Nowadays, it's been seen great scientific advance involving chemistry, pharmacological and micro
biotical researches in medicinal plants. These researches can find new components with
therapeutic property. The demonstration of great anti micro biotic activity of watery vegetable and
hydro alcoholic extract of araga (Psidium cattleianum) on the oral microbiota and the search form
substances which can put together these properties keeping the biological principles, make us
consider a possible clinical use of this extract as supporting on dentistry therapy. This way, the
objective of this paper (research) was evaluate the biological immediate and late answer of hydro
alcoholic and watery solutions prepared with vegetable extract of araca (Psidium cattleianum). For
the edemogenic analysis (immediate reaction), we used 18 male mice. Under general anesthesia,
the animals received intra shot of Evans blue 1%. 30 minutes later, it was injected 0,1mL of one of
the extracts or the control (physiological serum), on the dorsal under skin region of the animal.
The animals were sacrificed after 3 and 6 hours and the obtained material were put in formamide
for 72 hours. The reading was made for spectrophotometer with waves length of 630nm. For the
morphological analysis (late reaction), 30 mice received duct implant of polyethylene with the
extracts or the serum on the dorsal region, and sacrificed after 7 and 28 days. The material were
processed, cut and printed with HE. The obtained results from the reading of the species in optical
microscopy, with raisings of 10 and 40x, for the thickness evaluation of the fiber capsule and
counting of the damaged cells, that quantified the damaged infiltrate. According to the obtained
results, it is possible to conclude that watery vegetable and hydro alcoholic extract of araca show
biological answers, immediate and late, similar to the physiological serum, so they were all well
accepted by the organism. The edema behaved constant with time, and the process of repair
evolved as expected during the days, showing no negative influence of the experimental extracts.

Finally, the vegetable extracts of araga showed potential for the use in dentistry.

Key words: Biocompatibility test. Material test. Plants extracts. Psidium. Inflammation.
Edema.
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1. INTRODUCAO"

“Que 0s nossos sonhos e esforcos desafiem as possibilidades,
lembrai-vos de que as grandes coisas do homem

foram conquistadas do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin

Nos Ultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de trabalhos
publicados nesta area, e o surgimento de novos periddicos especificos sobre produtos naturais

ativos (1).

Apesar do estudo das plantas medicinais ter surgido no século dezenove,
acredita-se que a utilizagdo das plantas como medicamento seja tdo antiga quanto a propria
humanidade (2-5). O uso de recursos naturais pela populacdo é orientado por um conjunto de
conhecimentos acumulados, resultantes da relacdo direta de seus membros com o meio ambiente,
motivada por um modo de vida que ainda guarda acentuada dependéncia da natureza proxima (6).
Numerosas etapas marcaram essa evolucao da arte de curar, porém, torna-se dificil delimita-las
com exatiddo, uma vez que a medicina esteve por muito tempo associada as praticas magicas,

misticas e ritualisticas (7).

A relagdo entre o conhecimento popular e o conhecimento cientifico pode ser
enquadrada dentro da visdo dialética proposta pelo fildsofo Hegel (1770-1831) (8), que estabelece

uma forma de se elaborar o raciocinio e conceber a evolugado histérica dos fatos. De acordo com

“Texto formatado de acordo com as normas de publicacdo do periddico ‘Journal of Endodontics’.



Hegel, a maneira de se encarar a realidade resulta quando um pensamento inicial (fese) é
contradito por um novo pensamento (antitese), aparecendo assim, duas formas de se pensar que
se opdem. Um terceiro pensamento pode ser formulado, a partir do qual se reline o que havia de
melhor nos dois pontos de vistas precedentes. Tanto a afirmacdao quanto a negagao sao
superadas, dando lugar & sintese. E a negacdo da negacdo de Empédocles (494-434a.c.), segundo
a qual tudo flui, se transforma e o novo pensamento estabelece uma ponte entre dois pontos de

vista opostos (8).

Assim, o conhecimento popular alicercado sobre bases empiricas e em
resultados praticos que contribuem para a solugdo de problemas defrontados no cotidiano, se
contrape ao conhecimento cientifico, que se fundamenta em teorias comprovadas
experimentalmente, com métodos aceitos pela classe cientifica. Em se tratando do uso de plantas

medicinais, os dois lados, tese e antitese, podem ser claramente identificados (8).

Por um lado, a interagdo da comunidade com as plantas, na busca de melhor
qualidade de vida ou ainda na tentativa de suprir deficiéncias do sistema de salde oficial. Esta
forma de se relacionar com as plantas é muitas vezes associada a praticas magicas ou religiosas,
pela existéncia de um limite incerto entre o que pode ser entendido pelo intelecto e o que ainda
nao pode ser explicado totalmente pela ciéncia, como no caso de interferéncias na capacidade
sugestiva, de processos psicossomaticos, de intuicao especial ou ainda do possivel dominio das leis
da natureza por uma entidade superior. Por outro lado, tem-se o estudo das plantas medicinais
com métodos sofisticados, estabelecendo uma relacdo racional entre o uso das plantas medicinais
e a cura das doencas por meio de substdncias biologicamente ativas existentes nas drogas
vegetais, a fim de se administrar doses acuradas, com beneficios dbvios do ponto de vista

experimental e terapéutico (8).

Segundo Castro e Ferreira (8), sintese, ou a unidade de contrarios, entre estes
dois aspectos é alcancada quando os cientistas, em busca de novos medicamentos, vao até a
populacao e efetuam levantamentos etnoboténicos para, a partir destes, realizarem seus testes

laboratoriais. A evolugdao é sempre conservativa, tomando parte do que € antigo e construindo algo



novo. Dessa forma, a busca do conhecimento e da melhoria da qualidade de vida deve ser vista

como projeto de sintese, considerada a forma holistica e adaptada as necessidades especificas (8).

A busca de novos medicamentos em plantas €, hoje, a esperanga mais concreta
para pacientes que possuem doencas graves. A indUstria farmacéutica chega a gastar somas
elevadas e anos de trabalho na pesquisa de novas drogas. Para o tratamento do cancer, por
exemplo, ja foram testadas mais de um milhdo de formulagdes produzidas em laboratorio, e,
dessas, apenas 15 agiram eficazmente contra a doenga, ou seja, uma relacao de 100 (cem) mil
tentativas para apenas 1 (uma) bem sucedida. A alternativa mais rapida e barata, portanto, sdo as
plantas que produzem substancias quimicas que podem ser usadas como medicamentos. Partindo

dos vegetais, as chances de acerto crescem para uma em cinco mil tentativas (8).

A importancia dos produtos naturais na formulagdo dos medicamentos pode ser
vista quando se considera que, mesmo nos paises industrializados, 45% dos produtos
farmacéuticos provém de produtos naturais. Essa proporcdo é ainda maior nos paises em
desenvolvimento. Segundo Cechinel Filho e Yunes (1), cerca de um quarto das prescricbes médicas

nos Estados Unidos, em 1973, continha um ou mais ingredientes ativos de origem vegetal.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), visando diminuir o nimero de
excluidos dos sistemas governamentais de salide, recomenda aos 6rgdos responsaveis pela saude
publica de cada pais, que: procedam a levantamentos regionais das plantas usadas na medicina
popular tradicional, estimulem e recomendem o uso daquelas plantas que tiverem comprovada
eficacia e seguranca terapéuticas, desaconselhem o emprego das praticas da medicina popular
consideradas inuteis ou prejudiciais, desenvolvam programas que permitam cultivar e utilizar as
espécies vegetais na forma de preparacoes dotadas de eficacia, seguranca e qualidade (9). Ainda
segundo a OMS, as plantas medicinais seriam a maior e melhor fonte de obtencdo de farmacos

para a humanidade (10).

Por séculos, na China, tém sido utilizados medicamentos contendo extratos de
plantas medicinais para o tratamento da cérie e da doenga periodontal. A efetividade desses
extratos como medicamentos antiinflamatdrios tem sido demonstrada, além de sua atividade

antimicrobiana para microrganismos bucais (11).



No Brasil, a utilizacao de plantas no tratamento de doengas apresenta,
fundamentalmente, influéncias da cultura européia, africana e, naturalmente, indigena (3). Até o
século vinte, o Brasil era um pais essencialmente rural, com amplo uso da flora medicinal, tanto
nativa quanto a introduzida. Entretanto, o conhecimento tradicional passou a ser posto em

segundo plano com o inicio da industrializacao e subseqliente urbanizacdo do pais (12).

Na populagao em geral, existe o costume de considerar a utilizagdo de plantas
medicinais como recursos farmacoldgicos eficientes no tratamento de patologias bucais, existindo
também a idéia err6nea de que estes compostos ndo possuem efeitos colaterais. Em paises como
o Brasil, que concentra uma parcela significativa da biodiversidade vegetal do planeta, cerca de
30% das florestas tropicais do planeta, estima-se que existam entre 55 e 80 mil espécies vegetais
na Amazonia, e apenas 2% delas foram estudadas cientificamente (8). Esse aspecto apresenta
grande importancia, contudo, uma minima parcela das denominadas “plantas medicinais” tem sido
avaliada em experimentos /n vitro ou in vivo capazes de comprovar sua eficacia, sendo que o ritmo
de ocupagdo antropica dos diferentes biomas € infinitamente maior do que a capacidade de
avaliacao das propriedades bioldgicas das plantas que se extinguem (13). Garcia (14), em 1998,
avaliou a existéncia de numerosas plantas do cerrado, empregadas pelos indios guarani-kaiova, no
tratamento de patologias infecciosas e inflamatérias, no entanto, a realizagdo de ensaios
experimentais que comprovassem o conhecimento etnoboténico registrado, ainda era inexistente

na literatura.

Posteriormente, devido a preocupacdo com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentavel, surgiram novos motivos para o estudo das plantas medicinais, as
quais, no Brasil, tém sido utilizadas em varias areas da salde como forma de alternativa de

tratamento e prevencao (2).

Existem controvérsias, oriundas principalmente da imprecisdao de dados e da
falta de pesquisa, sobre o nimero de espécies vegetais existentes no Brasil. Segundo Maciel (15),
0 Brasil é o pais com maior nimero de espécies vegetais no mundo, muitas com potencial para
obtencdo de novas drogas. Pouco se sabe sobre a composicao quimica de 99,6% de nossa flora,

sendo que a despeito dos mais de cinqlienta anos de pesquisas de plantas medicinais, o nimero



de espécies estudadas é muito reduzido (16). Nos Ultimos vinte anos, o nimero de informagoes
sobre plantas medicinais tem crescido 8% por ano. Isso mostra que, num pais biologicamente tdo
rico, mas com ecossistemas ameagados, pesquisas com plantas medicinais devem ser incentivadas.
Afinal, elas poderiam levar a reorganizagao das estruturas de uso dos recursos naturais (em vista
da necessidade de sua extragao estar associada aos planos de manejo) e crescimento econdmico,

visto que ha grande tendéncia mundial de aumento na utilizacdo de fitoterapicos (17).

O estudo sistematico das plantas medicinais envolve conhecimento em varias
areas como antropologia, botanica, agronomia, quimica, farmacia, incluindo medicina e a
odontologia. Por meio do estudo interdisciplinar é possivel chegar as espécies realmente benéficas
e a dosagem correta para cada espécie de acordo com a especificidade da sua aplicacdo, que
estdo relacionadas com as condicOes de cultivo e com a constituicdo genética da planta, fatores

que interferem na variacao do teor de principios ativos e na toxicidade de algumas espécies.

No Brasil, deve-se destacar a utilizacdo de plantas medicinais como forma
alternativa de tratamento e prevencdo de doencas, pois além do menor custo, nosso pais
apresenta rica biodiversidade vegetal, ainda pouco explorada e muito ameagada. Além disso, deve-
se considerar também o menor custo destas formas terapéuticas em relagdo a medicamentos
industrializados (18).

Estudos realizados recentemente, utilizando extratos de plantas do cerrado
brasileiro, tém evidenciado atividades antimicrobianas potentes, demonstrando resultados
promissores sobre a microbiota bucal (19,20). Bianco (19), em 2004, concluiu que dentre as 18
(dezoito) espécies de vegetais avaliadas, apenas os extratos da folha de aracad (Psidium
cattleianum), folha da aroeira do sertdo (Astronium urundeuva) e folha da guajuvira (Patagonula
americana), além da casca de jacaranda ( Platypodium elegans) tiveram atividade inibitoria frente a
todos os microrganismos testados. As preparag6es hidroalcodlicas e aquosas mostraram a mesma
atividade antimicrobiana em todas as modalidades de testes realizados, o que indica que o
principio ativo pode ser extraido por métodos simples, empregando-se agua ou alcool como liquido
extrator sem prejuizo para a atividade antimicrobiana. Até onde se pode verificar, essas plantas
nao sao utilizadas no controle de biofilme microbiano e mesmo no tratamento das infeccdes

superficiais da boca, embora possam ser encontradas referéncias ao seu uso como parte da



medicina popular em outras areas, como antiinflamatdrios, anti-reumaticos, antidiarréicos e outros
usos populares (19). Com relagao a folha de araca (P. cattleianum) nao foram encontrados relatos
na literatura sobre sua utilizacdo, apenas o relato dos moradores das regides onde a planta foi
coletada. Entretanto, nenhum estudo procurou verificar se, de fato, essas indicagdes populares
correspondiam a uma realidade passivel de avaliacdo laboratorial, tampouco qual principio ativo
poderia exercer os alegados efeitos terapéuticos (20).

Também em 2005, Landucci (20) utilizando extratos semelhantes a Bianco
(19), afirmou que, com relacdo a Maxima Diluicdo Inibitéria (MDI), observa-se que as diluicdes
inibitdrias maiores foram vistas para o extrato da folha de araca (P. cattleianum), tanto na forma
hidroalcodlica quanto aquosa, e as menores para a casca de louro-de-mato-grosso (C. glabrata)
em ambas as formas de apresentacao.

Os resultados desses estudos sugerem que extratos aquoso e hidroalcodlico de
plantas presentes no segundo maior bioma em extensao do Brasil podem exercer uma agao
inibitoria sobre cocos cariogénicos /in vitro, evidenciando a necessidade de estudos em modelos
animais para se avaliar a eficacia dos mesmos /in vivo. A seguranca de seu emprego clinico,
associado a um maior conhecimento dos principios ativos, poderia colaborar para um futuro

emprego em ensaios clinicos (19).

Tendo em vista os resultados colhidos por Bianco (19) e Landucci (20),
selecionou-se o araga (Psidium cattleianum) como objeto para o presente trabalho, uma vez que o
mesmo ocupava lugar dentre os melhores resultados de ambos os estudos. O araca pertence a
familia Myrtaceae, espécie Psidium cattleianum, sendo conhecido como araga-do-campo ou araga-
comum. E encontrado no Brasil em estado silvestre no Amazonas, Para, Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Mato Grosso e Santa Catarina, também na Argentina, Paraguai e
México (21, 22). Trata-se de um arbusto grande ou de uma arvoreta, da mesma familia da
goiabeira, que floresce de junho a dezembro, frutifica de janeiro a maio, mas pode fornecer frutos
0 ano todo e perde quase todas as folhas na seca. Cresce bem em varios tipos de solos e nao é
exigente quanto ao clima (23, 24). As cascas contém uma substancia ceracea que distingue este
araga dos outros, sua raiz € diurética, antidiarréica e suas folhas, principalmente os brotos, sao

adstringentes e fornecem material tintorial (25). Seus frutos sdo comestiveis, também



adstringentes, possuem elevado teor de umidade, o que requer cuidados com o armazenamento
devido ao acelerado processo de deteriorizagdo, os carboidratos sdo seus maiores componentes
organicos, além de efetivos teores de potassio, calcio, magnésio, ferro e fosforo, semelhantes aos

da maga, péssego, morango e abacaxi (22, 26).

Desta forma, evidenciando a necessidade do uso de medicamentos
antimicrobianos para a eliminagao das infecgdes bucais, e ainda, a preocupacao atual, na busca de
substancias que retinam propriedades que visem a ocorréncia do processo de reparo ndo apenas
do ponto de vista clinico e radiografico, mas também histoldgico, julgamos necessaria a avaliagcdo
da biocompatibilidade do extrato vegetal de araca (Psidium cattleianum), com reconhecida agao
antimicrobiana, que podera, futuramente, auxiliar no tratamento de dentes deciduos e

permanentes.

2. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta bioldgica imediata e tardia as
solucdes preparadas a base de extratos vegetais aquoso e hidroalcodlico de araga e as comparar

com o soro fisiolégico, por meio de:

. Analise Edemogénica, quantificando o edema.
. Andlise Morfoldgica, avaliando a resposta tecidual frente aos implantes

subcutaneos em ratos.



3. MATERIAL E METODO

“Sua tarefa é descobrir o seu trabalho,
e entdo, com todo coracao, dedicar-se a ele.”

Buda

Previamente ao inicio do experimento, o projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo da
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal, sendo aprovado em 09 de janeiro de 2008 (CEEA —

FOA/UNESP — Processo n° 2008 - 000166 — ANEXO A).

3.1. PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Foram preparados extratos vegetais aquoso e hidroalcodlico de araga.

As plantas coletadas foram colhidas em areas ndo desmatadas e mantidas
como reserva permanente em propriedades rurais dos municipios de Carolina (MA), sendo o

periodo da coleta, correspondente ao periodo chuvoso daquela regido (dezembro a fevereiro).

3.1. a. Das folhas

As folhas da espécie vegetal utilizada no preparo dos extratos, foram colhidas
de plantas com aspecto sadio e bom desenvolvimento, sem sinais de envelhecimento, doengas e
pragas. Antes de retira-las, foi realizada uma leve raspagem para remogao de poeira ou insetos
impregnados na superficie. As folhas foram lavadas em agua corrente e colocadas para secagem
inicial em locais ventilados a temperatura ambiente (média 27°C), entdo submetidas a secagem

em estufa, até que se apresentassem secas e quebradigas. (27).



3.1. b. Do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico foi obtido de acordo com metodologia empregada por
Navarro (28). Apds selecdo do material considerado em bom estado de conservagdo ou
representativo, foram utilizados 20 gramas da espécie vegetal. A seguir, foi realizada a etapa de
fragmentacdo, que consiste na divisdo em particulas grosseiras, com tamanho homogéneo, por
meio de trituracdo manual. Apds a fragmentacdo o pd foi transferido para frasco ambar (500mL).
Posteriormente, foi adicionado 250mL de etanol 80% (preparado com auxilio de alcodmetro), o
frasco foi agitado vigorosa e manualmente durante trés minutos. Esta operacao foi realizada cinco
vezes ao dia durante 12 dias, a fim de assegurar a adequada extracdo dos principios ativos.

Finalmente, foi realizada a filtragem da preparacdao por meio de filtragao
comum. O produto resultante foi transferido a frasco ambar (100mL), de forma a obter-se um
minimo de 25mL. A seguir, o extrato foi esterilizado por filtracgdo em membranas de éster de

celulose de 0,22um (Millipore®) e armazenado em frasco dmbar esterilizado.

3.1.c. Preparo do extrato aquoso

O extrato aquoso de araca foi preparado de acordo com metodologia descrita
por Landucci (20) com modificagdes. Assim, 20 gramas de folhas de araca foram adicionadas a
250mL de agua destilada e mantidas por 5 minutos a 100°C, por 1 hora a 55°C e por 72 horas em
temperatura ambiente. Cada mistura foi agitada a cada 24 horas. O extrato aquoso foi purificado
por meio de filtragdo fracionada em membranas de éster de celulose de porosidade 0,65um e
esterilizado por filtragdo em membranas de 0,22um (Millipore®) e armazenado em frascos dmbar

esterilizado.

3.2. ANIMAIS

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 48 (quarenta e oito)
ratos machos da variedade Wistar (Rattus norvegiccus), que foram padronizados quanto a salde,
idade, sexo e peso corporal, com idade de 02 meses e massa corporal de aproximadamente 250

gramas, provenientes do Biotério do Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da



Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, mantidos durante todo o periodo experimental

com dieta sélida (Guabi Nutrilabor, Mogiana Alimentos SA, Brasil) e agua ad /ibitum.

3.3. TESTE EDEMOGENICO - REACAO IMEDIATA

Para a quantificacdo do edema proporcionada pelos extratos vegetais, utilizou
a metodologia descrita por Taveira (29), em 1988. Foram empregados 18 (dezoito) animais
divididos em grupos de 03 (trés) para cada periodo avaliado (03 e 06 horas) e para cada

substancia utilizada.

3.3.a. Procedimentos cirargicos (ANEXO C)

Os animais foram injetados com apenas um dos extratos de araga, aquoso ou
hidroalcodlico, ou com soro fisioldgico para o grupo controle. Em cada grupo, 06 (seis) animais
receberam injecdo para os dois periodos de avaliacdo, 03 e 06 horas.

Para realizacdo da intervengdo cirdrgica, os animais foram submetidos a anestesia
geral com xilazina (Coopazine - Coopers), na proporcao de 25mg/kg e quetamina (Vetaset — Fort
Dodge), na proporcao de 50mg/kg misturadas na mesma seringa, via intramuscular (parte
posterior da coxa do animal).

A seguir, os animais receberam na veia peniana a injegao intravenosa de azul de
Evans a 1% (Evans Blue Difco Lab.) aplicada com seringa de insulina na proporcao de 0,2mL da
solucdao para 100g de massa corporal.

Apds 30 minutos da injecdo do corante, os animais receberam no tecido conjuntivo
da regido dorsal, com auxilio de seringas hipodérmicas de 1mL e agulhas 13 x 0,3 descartaveis,
0,1mL do extrato correspondente ou controle. Foi injetado apenas um material em cada animal, na
regido dorsal, tendo a linha média como referéncia e proximo a regido caudal.

Decorridos os periodos experimentais de 03 e 06 horas, os animais foram
sacrificados por sobredose dos anestésicos anteriormente usados.

A seguir, foi realizada a tricotomia manual da regidao dorsal do animal,

evidenciando a area de edema, representada por um halo de coloracdo azul. Com o auxilio de uma



tesoura, foi removida a pele dorsal dos animais, com margem de seguranca. A padronizacao das
pecas removidas foi realizada por meio de um vazador de ferro com 23mm de diametro.

As pecas padronizadas foram picotadas com tesoura cirlrgica e colocadas em
frascos contendo 4mL de formamida (Vetec - Quimica- RJ — Brasil), permanecendo em estufa a
450C por 72h para extracao do corante, pela dissolugao do tecido.

Decorrido este periodo, as solucbes foram filtradas com auxilio de gaze hidréfila
esterilizada e funil de vidro, e recolhidas em frascos apropriados para se proceder a analise em
espectrofotometro.

A leitura do filtrado foi realizada em um espectrofotémetro Cary 50 Bio (Varian),
utilizando ondas com comprimento de 630nm, correspondente ao pico maximo de absor¢do do

corante (29). Os dados obtidos foram tabelados e submetidos a analise estatistica.

3.4. IMPLANTE EM TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS — REACAO TARDIA

Para esta etapa foram utilizados 05 animais para cada grupo experimental e
controle, em dois periodos de analise, 07 e 28 dias, totalizando 30 animais para o experimento.
Cada animal recebeu dois implantes, hidroalcodlico, aquoso ou soro, portanto soma-se 10

implantes para cada grupo experimental e controle.

3.4.a. Obtencao dos Tubos de Polietileno (Figura A, ANEXO F)

Foram confeccionados tubos de polietileno a partir de cortes de sonda uretral
nimero 4 (Mac Med, Sao Paulo, Brasil), com 7mm de comprimento e 1Imm de diametro, os quais
servirdo para acomodacdo dos materiais experimentais.

Com objetivo de impedir extravasamento, uma das extremidades do tubo foi
selada com auxilio de instrumento aquecido em lamparina e guta-percha.
Os extratos obtidos e o soro foram incorporados ao cone de papel

acondicionado no interior dos tubos em diametro compativel.



3.4.b. Procedimentos cirirgicos para implante (ANEXO D)

Para realizagdo da intervencdo cirlrgica, os animais foram submetidos a
anestesia geral com xilazina (25mg/kg) e quetamina (50mg/kg) misturadas na mesma seringa, via
intramuscular (parte posterior da coxa do animal).

Apds depilacdo da darea dorsal e antissepsia com polivinilpirrolidona a 1%
(Riodente, Rioquimica, Sao José do Rio Preto, Brasil), foi realizada uma incisdo longitudinal com
Idmina de bisturi nimero 15 acompanhando a linha mediana, com extensdo de 2cm atingindo o
tecido subcutaneo. A seguir, foi realizada a divulsdo, com extensdo de aproximadamente 3cm, em
ambos os lados da incisdo, com auxilio de uma tesoura de ponta romba. Desta forma, do lado
direito e esquerdo foram implantados, no tecido subcutédneo dos animais, os tubos de polietileno
contendo 0 mesmo extrato (aquoso ou hidroalcoodlico) ou soro fisioldgico (controle). A incisao
longitudinal da pele foi posteriormente suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson).

Os animais foram sacrificados aos 07 e 28 dias para obtencao das pecas
contendo o tubo de polietileno, circundado por tecido conjuntivo adjacente.

Uma vez removidos, os tecidos foram fixados em solu¢do de formamida a
10%, por 48 horas e lavadas em agua corrente por 12 horas. As pecas foram entdo desidratadas,
clarificadas e incluidas em parafina, sendo orientadas de maneira a permitir cortes histoldgicos do
implante em seu sentido longitudinal. Os cortes, semi-seriados e com 6 micrometros de espessura,
foram corados com Hematoxilina e Eosina para analise morfoldgica.

Os resultados foram obtidos por meio da leitura dos espécimes em
microscépio Optico das respostas teciduais tardias induzidas pelos extratos testados comparadas
ao grupo controle, num aumento de 10x para a medigao da espessura de capsula fibrosa, e num
aumento de 40x para a contagem do numero de células inflamatorias que quantifica o infiltrado
inflamatdrio. Foi avaliada apenas a extremidade do implante em que os extratos ficaram em
contato com os tecidos (Figura B, ANEXO F).

Na avaliacdo da irritacdo tecidual produzida pelos extratos vegetais e controle,
foi levado em consideracdo o critério descrito por Bernabé (30) e pelo ‘Federation Dentaire

International Recommended Standart’ (31). Desta forma, o infiltrado inflamatdrio presente, do tipo



cronico ou agudo, foi assinalado em conformidade com o ndmero aproximado de células
inflamatorias presentes em aumento de 40X. A auséncia de células inflamatdrias recebeu escore 0
(zero). Quando o nimero de células inflamatdrias foi inferior a 25, o infiltrado inflamatdrio foi
considerado pequeno (escore 1). O critério moderado (escore 02) foi atribuido se foram
detectadas de 25 a 125 células inflamatdrias. Se essas células ocorreram em numero superior a
125, o infiltrado inflamatdrio foi considerado severo ou intenso (escore 03).

Além disso, foram considerados também a extensdo de tecido atingida pelas
células inflamatdrias e alguns dos sinais de irritacdo, como a auséncia de proliferacdo celular,
espessura da capsula fibrosa e a presenca de grande quantidade de pequenos vasos sanguineos e
de células junto ao material implantado. Quanto a espessura de capsula fibrosa, os seguintes
escores foram utilizados: escore 0 (zero) para capsula fibrosa considerada fina, de espessura
inferior a 150 ym ou escore 3 para capsula fibrosa considerada espessa, superior a 150um (32,

33).



4. RESULTADOS ©

4.1. ANALISE EDEMOGENICA

Avaliacao quantitativa da

experimentais

“Vocé tem o tamanho dos seus sonhos.”

resposta tecidual imediata nos

Luis Villalobos

periodos

Os resultados das leituras da analise em espectrofotometro, relativas a

guantidade de edema, foram submetidos ao teste de andlise de variancia a 02 critérios de

variacdo. Os resultados estdao expressos na tabela 1:

Tabela 1: Valores da intensidade do exsudato inflamatdrio induzido pela inoculagdo das

solugdes experimentais, valores obtidos em densidade dptica (D. O.):

Tempo
3 HORAS 6 HORAS
Solugdo

0.588 0.597
ARACA AQUOSO 0.565 0.696
0.472 0.931
0.802 0.836
ARACA ALCOOLICO 0.887 0.762
1.010 0.424
] 0.339 0.541

SORO FISIOLOGICO
0.625 0.610

(CONTROLE)

0.482 0.554

“Dados complementares a estatistica presentes no ANEXO E.



ANALISE ESTATISTICA DA AVALIAGAO EDEMOGENICA

Os resultados das leituras da andlise em espectrofotémetro, relativas a quantidade de
edema, foram submetidos ao teste de analise de varidncia a 02 critérios de variacdo: Solucdo e
Tempo (Tabela A — ANEXO E). Onde se verificou ndo haver diferenca significante (p= 24,06%)
entre os tempos analisados, independentemente da solucdo empregada. Como pode ser

observado no Grafico 1A.

Pelo resultado da analise de variancia, verifica-se haver diferenca significante
(p=2,07%) entre as solugbes analisadas, independentemente do tempo de estudo, observado no
Grafico 1B.
Tratando-se de trés extratos foi feito teste de Tukey para identificar esta
diferenga, dispostos a seguir do melhor para o pior resultado:
«  Soro fisioldgico 0,5252a*
« Araca aquoso 0,6415ab t=0,2122
« Araca hidroalcodlico 0,7868b

*|etras diferentes diante das médias apresentam significancia estatistica

Na interacdo tempo X solucdo, percebe-se que o soro e extrato aquoso
apresentam um ligeiro aumento do edema com o passar do tempo. O extrato hidroalcodlico
apresenta edema inicial maior que diminui no periodo de 6 horas. Como pode ser observado no
Grafico 1C.

Tratando-se de seis grupos experimentais foi feito teste de Tukey para
identificar esta diferenca, dispostos a seguir do melhor para o pior resultado:

»  Araca hidroalcodlico x 3 h:  0.89967b*
»  Araca hidroalcodlico x 6 h:  0.67400ab
» Araca aquoso x 3 h: 0.54167ab t=0,378
« Araga aquoso x 6 h: 0.74133ab

«  Soro fisioldgico x 3 h: 0.48200a



»  Soro fisioldgico x 6 h: 0.56833ab

*|etras diferentes diante das médias apresentam significancia estatistica
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Grafico 1: Valores referentes a Analise Edemogénica

1A - Valores de variacao do edema conforme a variagao do tempo em horas, 3 e

6 horas.

1B - Valores de variacdo do edema para as solugdes avaliadas (Aquoso,

Hidroalcodlico e Soro).

1C - Valores obtidos de densidade éptica de Azul de Evans extravasado no
tecido pelo tempo estudado (3 e 6 horas), para as solucOes avaliadas
(Aquoso, Hidroalcodlico e Soro). Em destaque: Média dos valores para os

tempos operatorios estudados.



4.2. ANALISE MORFOLOGICA

Avaliacdo qualitativa da resposta tecidual aos implantes nos periodos experimentais

Araca Aquoso — 7 dias

De maneira geral, este grupo apresentou capsula fibrosa espessa, com tecido
conjuntivo adjacente em plena atividade de reparo, presenga de numerosos fibroblastos jovens e
fibras colagenas arranjadas paralelamente ao material testado e ligeiramente desorganizadas. Uma
camada de macrdfagos estava justaposta ao implante, sendo que algumas dessas células estavam
dispersas pelo tecido de reparo. Além disso, foi possivel observar alguns linfocitos e outras células
mononucleadas, caracteristicas de uma inflamacdo crénica. Pode-se observar angiogénese tipica,
com a presenca de vasos sanguineos e linfaticos de diametros menores no interior da capsula e

maiores nos tecidos adjacentes (Figuras 1A e 1B, Tabela 2).

Araca Aquoso - 28 dias

As imagens microscopicas indicam que ocorreu uma grande diminuicdo do
quadro inflamatério. Em geral a camada de macréfagos estava mais discreta, e a capsula
apresentava-se mais fina. Pode-se observar fibras coldgenas mais organizadas, dispostas
paralelamente ao implante e presenca de menor quantidade de células, tanto fibroblastos quanto
macrdéfagos e linfécitos. Foi verificado também vasos sanguineos menos numerosos e calibrosos no
interior do tecido conjuntivo e raros no interior da capsula. Alguns cortes mostravam ainda, um
quadro semelhante ao periodo de sete dias, caracterizando um atraso no processo de reparo nao

predominante no grupo (Figuras 1C e 1D, Tabela 2).

Araca Hidroalcodlico — 7 dias

Este grupo apresentou um quadro morfoldgico semelhante ao anterior, com
capsula fibrosa ligeiramente mais espessa e desorganizada, porém mantendo o mesmo padrao de
direcionamento das fibras colagenas. Em relacao a quantidade de células, houve novamente um

predominio de fibroblastos jovens, macréfagos e linfocitos. A angiogénese acompanhou as



caracteristicas do grupo anterior, porém observou-se presenca esporadica de vasos linfaticos

(Figuras 2A e 2B, Tabela 2).

Aracga Hidroalcodlico — 28 dias

Grupo que se mostrou mais homogéneo e que apresentou melhor reparo. A
capsula fibrosa mostrou-se nitidamente mais fina e condensada, as fibras colagenas além de mais
organizadas apresentavam-se também mais espessas, num grau de maturacdo mais avangado em
relagdo ao tempo anterior. Os fibroblastos apresentavam-se com ndcleos mais alongados e finos
(indicando uma diminuigdo do metabolismo do colageno). Os macrofagos ao redor do implante
apresentavam menor didmetro, indicando uma diminuigdo no processo de atividade fagocitaria,
exercendo satisfatoriamente sua funcdo de isolar o organismo da substdncia exdgena.

Apesar da pouca quantidade de células inflamatdrias, pode-se observar,
ocasionalmente, a presenca de plasmadcitos (Figura C, ANEXO F) entre o implante e a camada de
macrofagos, numa provavel reagdo de base humoral entre o hospedeiro e possiveis substancias do

implante derivadas do extrato de araca hidroalcodlico (Figuras 2C e 2D, Tabela 2).

Soro Fisioldgico - 7 dias

A resposta inflamatdria do tecido conjuntivo proximo ao implante foi bem mais
agressiva, uma vez que a extensdo da area de reagdo tecidual apresentou-se nitidamente mais
ampla. A capsula fibrosa apresentou-se bastante espessa e povoada de células, com predominio
de macroéfagos e fibroblastos jovens, além de linfécitos e outras células mononucleadas. Os
numerosos fibroblastos jovens localizavam-se geralmente proximos das fibras colagenas, que se
apresentavam em disposicdo complexa. Em apenas um espécime pode-se observar uma capsula
fibrosa mais condensada e menos espessa em relagdo ao restante das Iaminas, porém ndo menos

povoada de células reparadoras (Figuras 3A e 3B, Tabela 2).

Soro Fisioldgico — 28 dias
Este grupo também apresentou um grau maior de organizagao tecidual em

relagdo ao periodo anterior, a capsula fibrosa mais fina e composta por fibras colagenas bem



organizadas, condensadas e dispostas paralelamente ao implante. Foi verificado um menor
nimero de fibroblastos e células inflamatdrias com caracteristicas semelhantes as do grupo
anterior, indicando uma maturagdao do reparo. Foi constatada a presenca de vasos de menor

calibre ao longo de toda area, mais distantes da capsula (Figuras 3C e 3D, Tabela 2).
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Figura 1: Grupo Extrato de Araga Aquoso

1A - HE, 10X, 07 dias.
1B - HE, 40X, 07 dias.

Capsula fibrosa espessa, tecido conjuntivo em reparo, numerosos fibroblastos jovens
e fibras colagenas pouco desorganizadas, paralelas ao material testado. Camada de
macrofagos justaposta ao implante e dispersas pelo tecido, linfocitos e outras células

mononucleadas. Angiogénese tipica com vasos sanguineos e linfaticos.

1C - HE, 10X, 28 dias.
1D - HE, 40X, 28 dias.

Diminuicdo do quadro inflamatdrio. Camada de macréfagos discreta e fina capsula,
fibras coldgenas mais organizadas, menor quantidade de células, fibroblastos,

macrofagos e linfocitos. Vasos sanguineos menores.
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Figura 2: Grupo Extrato de Araca Hidroalcodlico

2A - HE, 10X, 07 dias.
2B - HE, 40X, 07 dias.

Capsula fibrosa espessa e desorganizada, com o0 mesmo padrdo de
direcionamento das fibras colagenas. Predominio de fibroblastos jovens,
macrofagos e linfocitos. Angiogénese com presenca esporadica de vasos

linfaticos.

2C - HE, 10X, 28 dias.
2D - HE, 40X, 28 dias.

Melhor reparo, capsula fibrosa fina e condensada, fibras colagenas organizadas
porém espessas, grau de maturacdo melhor relacdo ao tempo anterior.
Fibroblastos com nlcleos mais alongados e finos. Macrofagos de menor

diametro, pouca quantidade de células inflamatdrias.
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Figura 3: Grupo Controle — Soro Fisiologico

3A - HE, 10X, 07 dias.
3B - HE, 40X, 07 dias.

Resposta inflamatoéria mais agressiva, reagao tecidual mais ampla. Capsula fibrosa
espessa e povoada de células, macrdfagos e fibroblastos jovens, linfocitos e outras
células mononucleadas. Fibroblastos jovens préximos as fibras colagenas, em

disposicao complexa.

3C - HE, 10X, 28 dias.
3D - HE, 40X, 28 dias.

Maior grau de organizacdo tecidual, capsula fibrosa mais fina, fibras colagenas
bem organizadas, condensadas e dispostas paralelamente ao implante. Poucos
fibroblastos e células inflamatdrias, maturacao do reparo. Vasos sanguineos de

menor calibre.



Avaliacdao quantitativa da resposta tecidual tardia aos implantes nos periodos

experimentais

Os resultados das leituras em microscdpio optico, relativas a quantidade de
células inflamatorias (infiltrado inflamatorio) e a espessura da capsula fibrosa estao expressos na

Tabela 2.

Tabela 2. Marcacdo dos escores atribuidos aos eventos observados na analise microscopica dos

grupos experimentais em fun¢do do tempo:

Tempo 7 DIAS 28 DIAS
Infiltrado Espessura da Infiltrado Espessura
Solugdo Inflamatdrio Capsula Inflamatério | da Capsula
, 2.2.1.2.1 0.0.0.0.0 1.1.2.1.2 0.0.3.0.0
ARACA AQUOSO
y c T y 0.mmim.
, , 2.1.1.2.2 3.0.0.3.3 0.2.2.2.1 0.0.0.0.0
ARACA HIDROALCOOLICO
1.2.-.-.- 0.0.-.-.- 2.1.1.0.- 0.0.0.0.-
, 2.3.2.2.2 3.3.3.3.0 1.1.0.2.2 0.3.0.0.0
SORO FISIOLOGICO 5 3 ) 0

- espécimes perdidos

ANALISE ESTATISTICA DA AVALIAGAO MICROSCOPICA

Os dados referentes aos achados microscépicos, na forma de escores,
referentes aos quesitos histologicos analisados, que se encontram na Tabela 2, foram submetidos
a andlise estatistica. O teste de Kruskal-Wallis € o mais adequado ao modelo em questdo, quando
testa-se mais de dois tratamentos e o Teste de Mann-Whitney para dois tratamentos, por se
tratarem de dados ndo paramétricos. Para tal utilizou-se o software GMC 2002. (Tabelas B, C, D e

E) (ANEXO E)

A andlise foi feita basicamente em trés etapas; analise da influéncia dos
periodos experimentais, dos extratos estudados e da interagdo entre extrato e periodo

experimental.



Inicialmente foi analisada a influéncia dos dois periodos estudados, 7 e 28
dias, cujos resultados apresentam-se na Tabela B (ANEXO E ).
No geral, o periodo de 28 dias apresentou reparo superior ao de 7 dias,

independentemente dos extratos empregados (p=0,01). (Grafico 2A)

Na seqgiiéncia pode-se analisar a influéncia dos extratos sem considerar o

tempo pos-operatorio (Tabela C - ANEXO E) (Grafico 2B):

« Pudemos observar diferenca significante entre o extrato hidroalcodlico e soro favoravel ao
primeiro;
« Apesar de ndo haver diferenca significante, houve uma tendéncia do extrato aquoso

apresentar melhor resultado que o soro.

Em relacdo a interacdo das solucdes e o periodo experimental, pode-se
concluir que, do pior para o melhor resultado. (Tabela D - ANEXO E) (Grafico 2C)
« Verifica-se que o grupo soro 7 dias apresentou os piores resultados, sendo diferente de
todos os outros grupos analisados.
« O extrato hidroalcodlico 7 dias apresentou o segundo pior resultado;
» O extrato hidroalcodlico 28 dias apresentou os melhores resultados juntamente com o soro
28 dias.

Os demais grupos apresentaram resultados intermediarios.
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Grafico 2: Valores referentes a Analise Morfologica

2A - Influéncia do tempo pds-operatorio nos resultados obtidos, valores em
postos médios.

2B - Influéncia dos extratos analisados nos resultados obtidos, valores em

postos médios.

2C - Escores médios atribuidos em diferentes tempos para os trés grupos

experimentais.



5. DISCUSSAO

“Embora ninguém possa voltar atras e fazer um novo comego,
qualquer um pode comegar agora e fazer um novo fim.”

anonimo

Ndo existem parametros pertinentes na literatura que possam ser usados na
comparacao direta dos resultados do presente estudo dado seu ineditismo, portanto discute-se sua
concepcao, a metodologia j& consagrada, e os resultados sao confrontados entre os préprios

grupos experimentais.

5.1. Da concepcao

E comum o pensamento de que plantas medicinais de uso tradicional j& foram
testadas e homologadas pelo uso prolongado em populagdes humanas, sendo considerados
eficazes e que nao apresentam efeitos colaterais, nao necessitando, portanto, de avaliacdo
laboratorial (5). Mesmo apos a escolha da planta medicinal a ser coletada, deve-se observar se o
vegetal oferece algumas dificuldades na uniformidade e estabilidade do produto a ser utilizado.
Exemplares de uma mesma espécie, colhidos em épocas diferentes, ndo possuem necessariamente
a mesma atividade bioldgica, tornando-se dificil seu controle quimico, em virtude do grande
nimero de substancias presentes (5), portanto para o presente estudo foram retiradas folhas de
um Unico exemplar da espécie e a coleta foi realizada de uma Unica vez, sendo a quantidade

suficiente para a produgao dos extratos utilizados em todos os testes.



A contribuicdo dos moradores locais no manejo e obtencdo de plantas
medicinais foi essencial, uma vez que os mesmos apresentam habilidade em localizar, identificar,
extrair e manipular os recursos locais utilizados na elaboracdo de remédios caseiros ha geragoes.

O estudo dos efeitos desses principios ativos sobre a resposta bioldgica é
dificultado pela falta de conhecimento mais profundo sobre a estrutura quimica e atividade

bioldgica dos mesmos, sendo assunto rico para futuras investigacoes (18, 20, 34).

5.2. Da metodologia

5.2.1. Dos animais

Os ratos albinos (Linhagem Wistar) sdao muito utilizados em experimentos na
area médica e odontoldgica (35). S3o animais de facil obtengao, manuseio e manutengdo. Mittal
(36) afirma que o rato é animal menos susceptivel a infeccdes pds-operatérias que o cdo, além de
se tratar de um método mais econémico para determinagdo da biocompatibilidade tecidual.

Atualmente, também ha grande preocupacao por parte dos cursos de Pos-
Graduagao com relagdo ao tempo de duracdo dos cursos, desta forma o rato permite trabalhos
com periodo pds-operatorio mais breve devido ao seu metabolismo acelerado, assim optou-se por

trabalhar com ratos albinos machos da linhagem Wistar.

5.2.2. Da Analise Edemogénica

Um dos sinais cardinais da inflamagdo é o edema, levando ao aumento da
permeabilidade vascular. Isto acontece quase que imediatamente apds a agressdo. Nos tecidos
saudaveis a barreira tissular do sangue é livremente permeavel a agua, eletrolitos, e pequenas
moléculas, porém, pouco permeavel a proteinas. Devido ao aumento de permeabilidade, observa-
se a passagem de plasma do interior dos vasos para a matriz extracelular, juntamente com
proteinas, caracterizando o exsudato ou edema inflamatdrio. Corantes vitais como o Azul de Evans,
quando administrados endovenosamente tém capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas,

principalmente a albumina, e a presenga deste corante nos locais edemaciados, permite estimar a



intensidade da agressao (29, 37). Assim, avaliar a resposta tecidual frente as diferentes

substancias, e avaliando a biocompatibilidade de materiais a serem testados (38).

Segundo Rutberg et al. (37), o mecanismo de implantacdo subcuténea para a
analise morfoldgica pode acarretar em inflamacdo devido ao trauma cirdrgico gerado. Por isso, a
analise edemogénica seria uma maneira mais segura de se testar a biocompatibilidade de materiais
odontoldgicos, por meio da quantificacdo do edema (38). Segundo Hidalgo et al. (39) este é um
método adequado para avaliagdo da compatibilidade bioldgica.

Udaka et al. (40) afirmam que a avaliacdo de resultados experimentais em tais
testes apresenta dificuldades na precisdo dos dados, pois se pode verificar uma variedade muito
grande de respostas aos corantes relacionadas ao preparo do material e a dose/resposta de cada
animal. Pode-se constatar essa variedade de resposta neste trabalho, conforme os dados da
Tabela 1, ainda que se tenha realizado a padronizacdo dos procedimentos técnicos e a utilizagdo
de animais em condicbes semelhantes, ndao se pode evitar a variagdo dos resultados entre os
varios espécimes. Para se obter resultados mais homogéneos sdo necessarios, segundo Nelson-
Filho et al. (41), ratos isogénicos, que sao gerados em laboratorio e geneticamente similares entre
si, evitando-se interferéncias de fatores hereditarios.

Para a Analise Edemogénica, foram tomados os cuidados necessarios para
evitar fatores de interferéncia, que pudessem influenciar na resposta inflamatéria inicial. A injecao
de corante foi realizada sob anestesia geral para se evitar movimentos bruscos, e a inoculacdo dos
extratos no dorso do animal apds 30 minutos do corante, tempo suficiente para a circulagao do
mesmo em todo sistema circulatdrio e conseqliente ligagdo a albumina. A tricotomia manual foi
realizada apenas ap0s o sacrificio dos animais para que ndo ocorressem alteracdes no teste, uma

vez que, a depilacdo realizada antes do sacrificio, pode gerar inflamacao.

5.2.3. Da Analise Morfologica

O implante subcutdneo em ratos é considerado uma metodologia adequada

para avaliar a biocompatibilidade de novos materiais, Costa (42), em 2001, descreve dentre muitas



vantagens do método, a facilidade na execugao e na manutengdo dos animais, possibilitando uma
amostra maior com varios animais em curto periodo de tempo, a rapidez no processamento
laboratorial uma vez que nao necessita da fase de descalcificacdo quando ndo envolve tecido
calcificado e o baixo custo para o desenvolvimento da metodologia.

O tubo de polietileno funciona como um veiculo para o acomodamento do
material no interior dos tecidos. Segundo a literatura, os implantes em tecidos subcutaneos podem
ser realizados em alguns tipos de tubos bem tolerados pelo organismo, como tubos de polietileno,
dentina, teflon e silicone (43-47).

Tubos de polietileno foram utilizados por Makkes et al. (48), que concluiram
que sua manipulacdo e implantacdo sdo faceis, por nao apresentarem reacdo aos tecidos
circundantes e por serem estaveis ndo influenciam os materiais acondicionados em seu interior.
Soma-se a essas vantagens, o fato de possuir uma certa flexibilidade, permitindo melhor ajuste ao
corpo do animal, sendo mais confortavel a sua movimentagao, o que segundo Olsson et al. (45)
permite minimizar o trauma cirtrgico apds a sua implantagdo, tornando-se um teste indicado para
avaliar a toxicidade dos materiais /7 vivo. Segundo Torneck (49) apds duas semanas da
implantacdo, os tubos iniciam o reparo de alguns sintomas da inflamacdo que induziram, e depois
de trés semanas a inflamacdo praticamente desaparece. Os tubos de polietileno foram indicados
para este estudo pela ndo interferéncia nos principios ativos do material testado e pela facilidade
Nno seu manuseio.

Como o material testado estava no estado liquido, foram realizadas algumas
adaptacOoes na técnica comumente usada para materiais solidos. Para tanto foi adaptado no
interior do tubo um cone de papel endodontico de diametro compativel para seu ajuste, deixando
uma das extremidades livre para a avaliagdo do material e a outra selada com guta percha
aquecida, a fim de manter a substadncia num Unico local no interior dos tecidos, evitando seu
extrasamento e pontuando suas reagdes para interpretagdes futuras. A possibilidade de se utilizar
um veiculo gel foi descartada para se evitar qualquer interferéncia quimica nos principios ativos
dos extratos vegetais devido a auséncia de estudos prévios como parametros, tratando-se de um

material novo neste tipo de pesquisa /n vivo.



5.3. Do resultado
Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que os extratos vegetais
testados apresentaram biocompatibilidade, imediata e tardia, quando comparados ao soro

fisiologico.

5.3.1. Da Analise Edemogénica

O edema apresentou-se semelhante nos periodos de tempo avaliados
independente do grupo estudado, embora, no periodo de 6 horas tenha havido um ligeiro aumento
na sua quantidade, estatisticamente ndo significante. Para se avaliar a evolucao das respostas
bioldgicas pode-se planejar intervalos de tempo maiores em futuros estudos (Grafico 1A).

Quando se avaliou o resultado geral das solugdes, o soro fisioldgico
apresentou-se ligeiramente melhor, causando edema, porém estatisticamente ndo significante,
seguido do extrato de aracd aquoso e do extrato de aragad hidroalcodlico, pelo que, pode-se
concluir que os extratos vegetais testados foram biologicamente bem aceitos pelo organismo, uma
vez que o resultado geral do edema provocado pelo extrato hidroalcodlico ficou elevado devido ao
periodo de 07 dias em que sua reacao foi maior devido a presenca do alcool (Grafico 1B).

Tanto o extrato aquoso quanto o soro tiveram ligeiro aumento do edema no
decorrer do tempo, o extrato hidroalcodlico apresentou um decréscimo, este fato pode ser
explicado provavelmente devido ao efeito irritativo do alcool no periodo inicial, e sua metabolizagdo
pelo organismo no periodo de 6 horas (Grafico 1C). Portanto, em trabalhos posteriores, pode-se
pensar na eliminagdo do alcool antes da sua utilizagdo, porque o mesmo se comportou bem como

agente extrator dos principios ativos, porém inadequado para o uso direto sobre os tecidos.

5.3.2. Da Analise Morfologica
De acordo com os resultados obtidos da analise morfolégica dos implantes

subcutaneos, observou-se que a resposta tecidual tardia, em todos os grupos avaliados,



apresentou progresso do reparo em fungdo do tempo, como era esperado (Grafico 2A), ficando
nitido que os implantes ndo impediram a progressao natural do reparo.

Os escores gerais dos extratos vegetais, quando avaliados desconsiderando a
variavel tempo, permitiram concluir que ambos, aquoso e hidroalcodlico, reagiram melhor que o
proprio grupo controle, levando a sugestdo de provaveis efeitos benéficos ao controle da
inflamacao (Gréfico 2B).

No periodo de 07 dias, observaram-se respostas inflamatdrias moderadas
devidas, principalmente, ao trauma causado durante os procedimentos cirdrgicos, proprias do
método empregado. A reacdo tecidual foi semelhante entre os extratos aquoso e hidroalcodlico e
estatisticamente inferior a do soro fisioldgico (controle), esta informacdo nos permite desconfiar de
acoes positivas dos extratos usados sobre o reparo tecidual. Aos 28 dias, houve um controle do
processo inflamatdrio em todos os grupos avaliados, sendo que o extrato hidroalcodlico mostrou as
melhores respostas finais do experimento, com niveis de inflamagdo muito pequenos (Figuras 2C e
2D). Desta forma, pode-se verificar que os extratos testados foram bem aceitos pelo organismo,
nao interferindo ou até mesmo beneficiando, a resposta bioldgica durante o processo de reparo

(Gréfico 2C).

De acordo com os resultados, os extratos de araga (Psidium cattleianum)
merecem mais atencao para sua utilizagdo em futuros projetos de pesquisa, uma vez que se trata
de uma planta praticamente inédita em estudos na darea odontoldgica, com grande potencial

antimicrobiano e comprovada compatibilidade bioldgica.



6. CONCLUSAO

“A natureza é sabia e justa.
O vento move os galhos, para que todas as folhas,
tenham o seu momento de ver o sol.”

Humberto de Campos

Considerando os resultados obtidos a partir da metodologia empregada no

presente estudo, pode-se concluir que:

1. Os extratos vegetais aquoso e hidroalcodlico de araca apresentaram respostas

bioldgicas semelhantes ao soro fisioldgico.

2. Em geral, o edema se apresentou constante com o tempo, porém o extrato
hidroalcodlico apresentou edema inicial maior com decréscimo no periodo final,

tornando-se semelhante as outras solugbes estudadas.

3. O processo de reparo se conduziu de forma esperada no decorrer do tempo, nao
mostrando qualquer influéncia negativa dos extratos experimentais. O extrato de
araga aquoso, aos 07 dias, apresentou menor inflamacdo. O extrato

hidroalcodlico apresentou o maior reparo bioldgico aos 28 dias.

4. Os extratos vegetais aquoso e hidroalcodlico de araga mostraram potencial para

futuro uso em odontologia.
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ANEXO B
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Guidelines for Publishing Papers in the JOE

Writing an effective article is a challenging assignment. The following guidelines are provided to
assist authors in submitting manuscripts,

1. The J0F publishes original and review articles related to the scientific and applied aspects
of endodontics, Moreover, the J0£ has a diverse readership that includes full-time clinicians,
full-time academicians, residents, students and scientists, Effective communication with this
diverse readership requires careful attention to writing style,

2. General Points on Composition
Authors are strongly encouraged to analyze their final draft with both software (e.q.,
spelling and grammar programs) and colleagues who have expertise in English grammar.
References listed at the end of this section provide a more extensive review of rules of
English grammar and guidelines for writing a scientific article, Always remermber that clarity
is the most important feature of scientific writing, Scientific articles must be clear and
precise in their content and concise in their delivery since their purpose is to inform the
reader, The Editor reserves the right to edit all manuscripts or to reject those manuscripts
that lack clarity or precision, or have unacceptable grammar. The following list represents
COMMon errors in manuscripts submitted to the J0£:

a, The paragraph is the ideal unit of organization, Paragraphs typically start with an
introductory sentence that is followed by sentences that describe additional detail or
examples, The last sentence of the paragraph provides conclusions and forms a
transition to the next paragraph.Common problems include one-sentence
paragraphs, sentences that do not developthe theme of the paragraph (see also
section “c”, helow), or sentences with little to no transition within a paragraph.

b, Keep to the point, The subject of the sentence should support the subject of the
paragraph, For example, the introduction of authors’ names in a sentence changes
the subject and lengthens the text. In a paragraph on sodium hypochlorite, the
sentence, “In 19283, Langeland et al., reported that sodium hypochlorite acks as a
lubricating factor during instrumentation and helps to flush debris from the root
canals® can be edited to; *Sodium hypochlorite acts as a lubricant during
instrumentation and as a vehicle for flushing the generated debris (Langeland et al,,
19233". In this example, the paragraph’s subject is sodium hypochlarite and
sentences should focus on this subject,

C. Sentences are stronger when written in the active voice, i.e., the subject performs
the action. Passive sentences are identified by the use of passive verbs such as
“was,” "were,” “could,” etc, For example: "Dexamethasone was found in this study
to be afactor that was associated with reduced inflarnmation”, can be edited to:
“Our results demonstrated that dexamethasone reduced inflammation”. Sentences
written in a direct and active voice are generally more powerful and shorter than
sentences written in the passive voice,

d. Reduce verbiage. Short sentences are easier to understand. The inclusion of
unnecessary words is often associated with the use of a passive voice, a lack of
focus or run-on sentences, This is not to imply that all sentences need be short or
even the same length, Indeed, variation in sentence structure and length often
helps to maintain reader interest, However, make all words count, & more formal
way of stating this point is that the use of subordinate clauses adds variety and
information when constructing a paragraph.(This section was written deliberately
with sentences of varying lenagth to illustrate this point.)



e, Use parallel construction to express related ideas, For example, the sentence,
*Farmerly, Endodontics was taught by hand instrumentation, while now rotary
instrumentation is the common method”, can be edited to *Formerly, Endodontics
was taught using hand instrumentation; now it is commonly taught using rotary
instrumentation”, The use of parallel construction in sentences simply means that
similar ideas are expressed in similar ways, and this helps the reader recognize that
the ideas are related.

f. Keep modifying phrases close to the word that they modify, This is a2 commoaon
problem in comples sentences that may confuse the reader. For example, the
staterment, *Accordingly, when conclusions are drawn from the results of this study,
caution must be used”, can be edited to "Caution must be used when conclusions
are drawn from the results of this study ™.

g. To summarize these points, effective sentences are clear and precise, and often
are short, simple and focused on one key point that supports the paragraph’s
theme.

General Points on the Organization of Original Research Manuscripts

a. Title Page: The title should describe the major concusion of the paper, It should be
as short as possible without loss of clarity, Remember that the title is your
advertising billboard-it represents your major opportunity to solicit readers to spend
the time to read your paper, It is best not to use abbreviations in the title since this
may lead to imprecise coding by electronic citation programs such as PubMed (2.0.,
use “sodium hypochlorite® rather than NaQCl), The author list must conform to
published standards on authorship (see authorship criteria in the Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals at www.icmje.org).

b, Abstract: The abstract should concisely describe the purpose of the study, the
biypothesis, methods, major findings and conclusions, The abstract should describe
the new contributions made by this study, The word limitations (150 words) and the
wide distribution of the abstract (e.q0., PubMed) make this section challenging to
write clearly, This section often is writhen last by many authors since they can draw
on the rest of the manuscript, \Write the abstract in past tense since the study has
been completed, Three to ten keywords should be listed below the abstract,

¢, Introduction: The introduction should briefly review the pertinent literature in order
to identify the gap in knowledge that the study 15 intended to address, The purpose
of the study, the tested hypothesis and its scope should be described, Authaors
shiould realize that this section of the paper is their primary opportunity to establish
communication with the diverse readership of the 70£, Readers who are not expert
in the topic of the manuscript are likely to skip the paper if the introduction fails to
provide sufficient detail, However, many successful manuscripts require no more than
a few paragraphs to accomplish these goals,



Material and Methods: The objective of the methods section is to permit other
investigators to repeat your experiments, The three components to this section are
the experimental design, the procedures employved, and the statistical tests used to
analyze the results, The vast majority of manuscripts should cite prior studies using
similar methods and succinctly describe the particular aspects used in the present
study, The inclusion of a *methods figure® will be rejected unless the procedure is
novel and requires an illustration for comprebension, If the method is novel, then the
authors should carefully describe the method and include validation experiments, If
the study utilized a commercial product, the manuscript should state that they either
followed manufacturer's protocol or specify any changes made to the protocaol,
Studies on humans should conform to the Helsinki Declaration of 1975 and state that
the institutional IRE approved the protocol and that informed consent was obtained.
Studies invalving animals should state that the institutional animal care and use
committes approved the protocol, The statistical analysis section should describe
which tests were used to analyze which dependent measures; p-values should be
specified, Additional details may include randomization scheme, stratification {if any),
power analysis, drop-outs from clinical trials, etc.

Results: Only experimental results are appropriate in this section (i.e., neither
methods nor conclusions should be in this section). Include only those data that are
critical for the study, Do not include all available data without justification, any
repetitive findings will be rejected from publication, all Figs./Charts/Tables should be
described in their order of numbering with a brief description of the major findings.

Figures: There are two general types of figures, The first type of
figure includes photographs, radiographs or micrographs, Include
only essential figures, and even if essential, the use of composite
figures containing several panels of photographs is encouraged.,
For example, most photo-, radio- aor micrographs take up one
column-width, or about 185 mm wide © 185 mm tall, If instead,
ywiou construct a two colurmns-width figure (i.e., about 175 mm
wide ¥ 125 mm high when published in the 2087, you would be
able to place about 12 panels of photomicrographs (or
radiographs, etc.) as an array of four columns across and three
rows down [with each panel about 40 % 40 mm). This will reguire
some editing on your part given the small size of each panel, you
will only be able to illustrate the most important feature of 2ach
photomicrograph, Remember that each panel must be clearly
identified with a letter (e.g., "A", "B, etc.), in order for the reader
to understand each individual panel. Several nice examples of
composite figures are seen in recent articles by Chang, et al, (og
28:90, 2002), Hayashi, et al, (70F 28:120, 20020 and by Davis, et
al (JOE 28:464, 2002). At the Editar’s discretion, color figures may
be published at no cost to the authors, However, the Editor is
limited by a yearly allowance and this offer does not include
printing of reprints.

The second type of figure are graphs (i.e., line drawings) that plot
a dependent measure (on the ¥ axis) as a function of an
independent measure (usually plotted on the = axis), Examples
include a graph depicting pain scores aver time, etc, Graphs
should be used when the averall trend of the results are more
important than the exact numerical values of the results, For
example, a graph is a convenient way of reporting that an
ibuprofen treated group reported less pain than a placebo group
over the first 24 hours, but was the same as the placebo group
for the next 96 hours. In this case, the trend of the results is the
primary finding; the actual pain scores are not as critical as the
relative differences between the MSAID and placebo groups.




% NaOCl MNf/Group % Inhibition of Growth

0.001 5 ]
0.003 =] ]
0.01 =] ]
0.0z =] ]
0.1 5 100
0.3 5 100
1 5 100
£ ] 100

Instead, the results could simply state that there was no inhibition of growth from 0.001-0.03%
Ma2icl, and a 100% inhibition of growth from 0,.02-3% NaoCl (N=5/group). Similarly, if the results
are not significant, then it is probably not necessary to include the results in either a table or as a
figure, These and many other suggestions on figure and table construction are described in
additional detail in Day (1993].

f. Discussion: The conclusion section should describe the major findings of the
study. Both the strength and weaknesses of the ohservations should be
discussed. What are the major conclusions of the study? How does the data
support these conclusions? How do these findings compare to the published
literature? YWhat are the clinical implications? Although this last section might
be tentative given the nature of a particular study, the authors should realize
that even preliminary clinical implications might have value for the clinical
readership. Ideally, a review of the potential clinical significance is the last
section of the discussion,

g. References: The reference style follows Index Medicus and can be efficiently
learned from reading past issues of the 70£, Citations are placed in
parentheses at the end of a sentence or at the end of a clause that reqguires a
literature citation. Do not use superscript for references. Original reports are
limited to 35 references. There are no limits in the number of references for
review articles.

4, Page Limitations for Manuscripts in the Category of Basic Science/Endodontic
Techniques

a. What is the limitation? Criginal research reports in the category of basic
sciencefendodontic techniques are limited to no more than 2,000 words (total for the
abistract, introduction, methods, results and conclusions), and a total of three
Figs . jCharts/Tables, If a composite figure is used (as described above), then this will
count as two of the three permitted Figs./Charts /Tables.

b, Does this apply to me? Manuscripts submitted to the 70F can be broadly divided into
several categories including review articles, clinical trials (2.g., prospective or
retrospective studies on patients or patient recards, or research on biopsies
excluding the use of human teeth for technigue studies), basic science/biology
[arnimal or culture studies on hiological research related to endodontics, or relevant
pathology ar physiology), and basic scienceftechniques (e.g.,
stressfstrain/compression/strength/failurefcomposition studies on endodontic
instrurments or materials), Manuscripts submitted in this last category are the only
category subject to these limitations, If you are not sure whether your manuscript
falls within this category please contact the Editor by e-mail at
Jendodontics @uthscsa.edu.

. Why page limitations? Most surveyed stakeholders of the 205 desire timely
publication of submitted manuscripts and an extension of papers to include review
articles and other features. To accomplish these goals, we must reduce the average
length of manuscripts since increasing the 708 number of published pages is
prohibitively expensive, although a difficult decision, restricking this one category of
manuscripts accomplishes nearly all of these goals since ~40-50% of published
papers are in this category,

d. How do I make my manuscript fit these limitations? Adhering to the general
writing methods described in these guidelines (and in the resources listed below) will
help to reduce the size of the manuscript, Authors are encouraged to focus on only
the essential aspects of the study and to avoid inclusion of extraneous text and
figures, The Editor will reject manuscripts that exceed these limitations,




5. Available Resources:

.
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Strunk W, YWhite ER. The Elements of Style, Allyn & Bacon, 4th ed, 2000, ISEMN
020520902x

Day RB.. How to \Write and Publish a Scientific Paper, Oryx Press, 5th ed. 19958, ISBEN
1-537356-164-9

Wioods G, Enaglish Gramrar for Durmmies, Hungry Minds: MY, 2001 (an entertaining
review of grammar)

Alley M, The Craft of Scientific \Writing. Springer, 3rd edition 1996 SBN 0-387-94766-3,
alley M, The Craft of Editing. Springer, 2000 SBMN 0-387-98964-1,




ANEXO C

Procedimentos cirdrgicos da Analise Edemogénica
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10.

11.

12.

Injecdo intravenosa de azul de Evans a 1% (Evans Blue Difco Lab.) na
veia peniana.

Injecao de 0,1mL do extrato correspondente ou controle.

Tricotomia manual da regido dorsal do animal, na area de edema,
representada por um halo de coloracgao azul.

Remocao de pele com margem de seguranca.

Padronizacdo da peca com 23mm de didmetro.

Vazador de ferro utilizado.

Remocao dos excessos da pega.

Peca sendo picotada com tesoura cirdrgica.

Frasco de 4mL de formamida (Vetec.Quimica.R].Brasil) e peca picotada.
Frascos apropriados para se proceder a andlise em espectrofotometro.
Espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian).

Tela do espectrofotdmetro com os dados resultantes da leitura.



ANEXO D

Procedimentos cirdrgicos da Analise Morfoldgica
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8.

9.

. Implantes embebidos em soro e em extrato.

Tricotomia manual da area dorsal.

Antissepsia com polivinilpirrolidona a 1% (Riodente, Rioquimica, SIRP,
Brasil).

Incisdo longitudinal com lamina de bisturi nimero 15, de 2 cm.
Divulsao, com aproximadamente 3 cm, com tesoura de ponta romba.
Implantacdo dos tubos de polietileno no tecido subcutaneo dos animais.
Manobra para a manutencao dos implantes no interior dos tecidos.
Sutura com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson).

Aspecto do implante apds o periodo experimental.

10. Aspecto do implante apos o periodo experimental.

11. Aspecto do implante apos o periodo experimental.

12.Remocao da pega contendo o tubo e os tecidos circundantes.

13. Cortes, semi-seriados, com 6 micrometros de espessura.

14. Leitura do espécime em microscopio num aumento de 2,5X.



ANEXO E

Dados complementares a Analise Estatistica

Tabela A — Andlise de Variancia

Fonte de variacdo Soma de Quadr. G. L. Quadr. Méd. (F) Prob. HO
Tempo (T) 0,00180 1 0,0018 0,10 24,052%
Solucgéo (S) 0,2062 2 0,1031 5,42 2,071%
Interacdo TxS 0,1455 2 0,0728 3,82 5.892%
Residuo 0,2284 12 0,0190

Variacgéao total 0,5820 17

Tabela B — Teste de U de Mann-Whitney para as solugdes utilizadas

Valores de U:
U (1): 07 dias 1114
U (2): 28 dias 482

Valor calculado de z: 3,0445
Probabilidade de igualdade: 0,12%

Significante ao nivel de 0,12% (p<0,01)

Tabela C — Teste de Kruskal-Wallis para as solugdes analisadas

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 4,2766
Valor do x* para 2 graus de liberdade: 4,27
Probabilidade de HO para esse valor: 11,79%

N&o Significante (p>0,05)

Comparacao entre as médias dos postos das amostras

Amostras comparadas D|f2;(ig;as Valores criticos (p) Significancia
(duas a duas) médias 0,05 0,01 0,001
Aquoso x Hidroalcodlico | 1,5833 11,7382 15,5845 20,2197 Ns
Aquoso x Soro 10,1667 12,5487 16,6605 21,6158 ns
Hidroalcodlico x Soro 11,7500 11,7382 15,5845 20,2197 5%




Tabela D — Teste de Kruskal-Wallis para comparar todos tratamentos realizados
(seis grupos experimentais)

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:

Valor do x* para 5 graus de liberdade
Probabilidade de HO para esse valor:

18,5591
: 18,56
0,23 %

Significante ao nivel d

e 0,2% (p=0,0023)

Comparacao entre as médias dos postos das amostras

Amostras comparadas legrn?pgas Valores criticos (p) Significancia
(duas a duas) meédias 0,05 0,01 0,001
Aquoso 7 x Aquoso 28 1,5000| 16,2891 21,6332 28,0803 ns
Aquoso 7 x Alcodlico 7 6,7381| 15,6966 20,8463 27,0589 ns
Aquoso 7 x Alcodlico 28 9,3889| 14,8698 19,7484 25,6337 ns
Aquoso 7 x Soro 7 23,7500 | 16,2891 21,6332 28,0803 1%
Aquoso 7 x Soro 28 49167 | 16,2891 21,6332 28,0803 ns
Aquoso 28 x Alcodlico 7 8,2381| 15,6966 20,8463 27,0589 ns
Aquoso 28 x Alcodlico 28 7,8889 | 14,8698 19,7484 25,6337 ns
Aquoso 28 x Soro 7 25,2500 | 16,2891 21,6332 28,0803 1%
Aquoso 28 x Soro 28 3,4167 | 16,2891 21,6332 28,0803 ns
Alcodlico 7 x Alcodlico 28 16,1270 | 14,2183 18,8830 24,5105 5%
Alcodlico 7 x Soro 7 17,0119 | 15,6966 20,8463 27,0589 5%
Alcodlico 7 x Soro 28 11,6548 | 15,6966 20,8463 27,0589 ns
Alcodlico 28 x Soro 7 33,1389 | 14,8698 19,7484 25,6337 0,1%
Alcodlico 28 x Soro 28 4,4722 | 14,8698 19,7484 25,6337 ns
Soro 7 x Soro 28 28,6667 | 16,2891 21,6332 28,0803 0,1%

Alcodlico = Hidroalcoolico

Tabela E — Médias dos postos das amostras ordenadas do melhor para o pior resultado

Médias dos postos das amostras
Amostra Soma de postos  Média

Hidroalcodlico 28d 530 29.4 a
Soro 28d 407 33.9ab
Aquoso 28d 448 37.3ab
Aquoso 7d 466 38.8ab
Hidroalcodlico 7d 638 456 b
Soro 7d 751 62.6 c




ANEXO F

Imagens Complementares

Figura A. Esquema Grafico do Tubo de Polietileno utilizado para os implantes subcuténeos

1mm

5

tpercha

Imm Cone de papel Gutal
. .
-
mm

Figura B. Panorama dos aspectos microscopicos dos tecidos circundantes ao implante, coloracdo

HE, aumento original 2,5X. Em destaque, regido analisada em microscopio Optico (extremidade do

extrato em contato os tecidos), a extremidade oposta (guta-percha) serve de controle negativo.

2,5x




Figura C. Aspectos microscopicos do Unico espécime, pertencente ao grupo de aracad
hidroalcodlico, aos 28 dias, HE, em aumento original de 10 e 40x, que apresentou presenca de

células inflamatorias do tipo ‘plasmdcito’.

10x 40x
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