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Resumo

Ruviére DB. Avaliacdo da resposta tecidual em ratos, a microrganismos anaerdbios e
facultativos inativados associados a solugdes preparadas com extratos vegetais aquoso e
hidroalcodlico de araga (Psidium cattleianum). Andlise edemogénica e microscopica [tese].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP; 2008.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, /7 vivo, a resposta bioldgica imediata e tardia de
solucdes aquosa e hidroalcodlica preparadas com extrato vegetal de Araga (Psidium
cattleianum) associadas a microrganismos inativados. O controle utilizado foi soro
fisioldgico associado aos microrganismos inativados. Foi utilizado 0,1mL de uma
suspensao contendo Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC
25611, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Peptostreptococcus micros ATCC 33270 e Porphyromonas endodontalis ATCC 35406
inativados por calor, a qual foi misturada a 1mL de soro fisioldgico ou solugdo aquosa ou
hidroalcodlica de araca. Para a analise edemogénica (resposta imediata), foram utilizados
18 ratos machos (Rattus norvegicus). Sob anestesia geral, os animais receberam injecao
intravenosa de azul de Evans a 1%. Apos 30 minutos, foi injetado 0,1mL da mistura de
uma das solucdes ou soro (associados aos microrganismos inativados), na regiao
subcutanea dorsal. Os animais foram sacrificados apds 3 e 6 horas e as pegas obtidas
colocadas em formamida por 72 horas. A leitura da analise edemogénica foi realizada em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 630nm. Para a andlise microscdpica
(resposta tardia), tubos de polietileno contendo as solucdes ou soro fisioldgico acrescidos
da solugdo de microrganismos inativados foram implantados na regido dorsal de 30 ratos
machos, que foram mortos apds 7 e 30 dias. Nao foi observada diferenca significante
(p>0,05) na quantidade de edema dos diferentes grupos nos tempos pds-operatorios. Os
resultados obtidos pela leitura das laminas em microscdpio dptico apontaram reparo no
periodo de 30 dias significativamente superior ao de 7 dias (p<0,0001). No periodo de 7
dias a solucdo hidroalcodlica apresentou resposta significativamente superior a solugdo
aquosa (p=0,05) e uma tendéncia de melhor resultado que o controle. Pode-se concluir
que as solucdes aquosa e hidroalcodlica de extrato de araca associadas a microrganismos
inativados apresentaram respostas biolégicas semelhantes ao controle, indicando que nao
exercem interferéncia sobre os efeitos toxicos advindos dos componentes bacterianos no
sentido de favorecer o reparo, contudo, as associagdes ndao impediram o mesmo.

Palavras-chave: Teste de materiais. Extratos vegetais. Psidium. Edema. Inflamagao.
Bactérias anaerdbias.



Abpstract

Ruviére DB. Evaluation of the tissue answer in mice the inactivated anaerobic and
facultative microorganisms associated the solutions prepared with watery vegetable and
hydro alcoholic extract of araca (Psidium cattleianum). Edemogenic and morphological
analysis. Thesis (Doctor Degree in Pediatric Dentistry). Aragatuba: Dentistry College — Sao
Paulo State University “Julio de Mesquita Filho” — Unesp; 2008.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate, /in vivo, the immediate and late biological
reactions of hydro alcoholic and watery solutions prepared with vegetable extract of Araga
(Psidium cattleianum), associated to inactivated microorganisms. For the control group,
physiological serum, associated to inactivated microorganisms, was used. For performing
the investigation it was used 0.1mL of a suspension containing Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC 25611, Fusobacterium nucleaturm ATCC 25586,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Peptostreptococcus micros ATCC 33270 and
Porphyromonas endodontalis ATCC 35406, inactivated by heat, which was mixed to 1mL
of physiological serum or watery solution or hydro alcoholic extract of Araga. For the
edemogenic analysis (immediate reaction), 18 male mice (Rattus norvegicus) were used.
The animals, under general anesthesia, received Evans blue intra shot at 1%. Thirty (30)
minutes later, 0,1mL of one of the extracts or the serum - associated to the inactivated
microorganisms - was injected on the animal dorsal under skin region. The animals were
sacrificed after 3 and 6 hours and the materials obtained were placed into formamide for
72 hours. The edemogenic analysis reading was made by spectrophotometer with 630nm
wavelength. For the morphological analysis (late reaction), 30 mice received implant of
polyethylene duct with the extracts or the serum, added by the solution of inactivated
microorganisms on the dorsal region, and after 7 and 30 days they were sacrificed. No
significant difference (p>0,05) in the edema amount of the different groups was observed
postoperatively. Results obtained from the reading of species, in optical microscopy,
showed a repair in the 30-day-period, which was significantly superior when compared to
the 7-day-period (p<0,0001). Nevertheless, in the 7-day-period the hydro alcoholic extract
presented a significant superior response to the watery extract (p=0,05) and a trend for
better results than that of the control group. Thus, it was concluded that the watery and
the hydro alcoholic solution of Araca extracts, associated to the inactivated
microorganisms, presented biological reactions similar to the ones in the control group,
therefore showing that they do not exert interference on the toxic effect that emerges
from the bacterial components, thus favoring the repair, however, the associations have
not hindered the repair.

Keywords: Material test. Plants extracts. Psidium. Edema. Inflammation. Anaerobic
bacteria.
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Introducio 17

1 INTRODUCAO"

A participagao dos microrganismos, seus produtos e subprodutos, na doenca

1,2,3,4,5

pulpar e periapical tém sido amplamente comprovada . Sua presenga em dentes com

necrose pulpar e lesdo periapical, bem como em dentes com infecgdes persistentes ou
refratarias ao tratamento endoddntico é observada em todo o sistema de canais radiculares®’?,
de onde podem produzir quadros bacterémicos e infecciosos a distancia.

Sabe-se que a agdo mecanica dos instrumentos ndo € capaz de eliminar grande
parte dos microrganismos presentes no sistema de canais radiculares infectados, nao atingindo
a intimidade dos tubulos dentindrios e sua complexidade anatémica, local onde estao alojadas
bactérias que ndo foram eliminadas pelo preparo biomecanico® ou aquelas localizadas nas
reabsorcdes periapicais (infeccdo extra-radicular) e/ou protegidas pelo biofilme apical®. Ainda
que o preparo biomecanico reduza significativamente o nimero de microrganismos, aqueles que
persistiram, ao se multiplicarem, ocasionam uma recontaminacio do mesmo®, podendo estes
ser novamente detectados na luz do canal principal apds 72 e 96 horas™®.

Embora confinados ao canal radicular, os microrganismos continuam sua
proliferacdo e elaboracdo de produtos e subprodutos tdxicos oriundos de seu metabolismo,
potencialmente capazes de produzir efeitos tdxicos ou deletérios. A maioria dos componentes
do tecido pulpar necrético exerce efeito tdxico e, tradicionalmente, tais subprodutos de
decomposicdo tém sido vistos como fatores fundamentais na etiologia da lesdo periapical®’.

Também, a persisténcia de bactérias, endotoxinas (lipopolissacarideos), de
produtos e subprodutos do metabolismo bacteriano e da necrose pulpar e de corpos estranhos,
entre os quais bactérias mortas, induz a uma resposta inflamatdria e imunoldgica, com ativagao
do sistema complemento e do metabolismo do acido aracd6nico conduzindo a processos que
podem induzir ou culminar com o desenvolvimento de uma lesdo periapical*’.

Tém-se buscado atingir o controle bacteriano por meio de diferentes recursos,
como a utilizagdo de solugdes irrigadoras antimicrobianas durante o preparo biomecanico'>!***
e a utilizacdo de uma medicacdo entre sessdes ou curativo de demora, fundamental e
indispensavel para o sucesso pos-tratamento, principalmente em dentes portadores de necrose

pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente®*.

* Texto formatado de acordo com as normas Vancouver (Anexo A).



Introducio 18

Com essa finalidade, muitos medicamentos foram testados ao longo dos anos,
como o paramonoclorofenol canforado (PMCC), os derivados fendlicos, os aldeidos e os
esterdides em combinacdo com os antibidticos®, o digluconato de clorexidina, o hidréxido de
calcio, entre outros.

Porém, a possibilidade de emprego de outras substancias quimicas dotadas de
propriedades antimicrobianas, podera também disponibilizar condutas aplicaveis e funcionais
para o tratamento de dentes deciduos e permanentes portadores de necrose pulpar e lesdo
periapical cronica, as quais, para serem indicadas na pratica odontoldgica, devem resguardar os
principios bioldgicos do tratamento de canais radiculares.

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’®.

Apesar do estudo das plantas medicinais ter surgido no século XIX, acredita-se
que a utilizacdo das plantas como medicamento seja tao antiga quanto a propria
humanidade'’*¥*°, O uso de recursos naturais pela populacdo é orientado por um conjunto de
conhecimentos acumulados, resultantes da relacao direta de seus membros com o meio
ambiente, motivada por um modo de vida que ainda guarda acentuada dependéncia da
proximidade com a natureza®.

Segundo a Organizagcdao Mundial da Saude (OMS), as plantas medicinais seriam a
maior e melhor fonte de obtencdo de farmacos para a humanidade*. A importancia dos
produtos naturais na formulacdo dos medicamentos pode ser salientada 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®®.

Neste contexto, é importante evidenciar que as plantas, além de seu uso na
medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos para a
obtencdo de novos farmacos'®%.

Por milhares de anos na China, medicamentos contendo extratos de plantas
medicinais sdo utilizados para o tratamento de varias patologias entre as quais a carie e a
doenca periodontal. A efetividade desses extratos como medicamentos antiinflamatdrios tem
sido demonstrada, além de sua atividade antimicrobiana para microrganismos bucais®.

No Brasil, pais que concentra uma parcela significativa da biodiversidade vegetal

do planeta, estima-se que existam entre 55 e 80 mil espécies vegetais na Amazodnia, e apenas
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2% delas foram estudadas cientificamente®®. No entanto, existem controvérsias, oriundas
principalmente da imprecisao de dados e da falta de pesquisa, sobre o nimero de espécies
vegetais existentes no Brasil. Sequndo Maciel et al.'®, o Brasil é o pais com maior nimero de
espécies vegetais no mundo, muitas com potencial para obtencdo de novas drogas. Porém,
pouco se sabe sobre a composicdo quimica de 99,6% de nossa flora®>, evidenciando o nimero
reduzido de experimentos realizados in vitro e in vivo capazes de comprovar a eficacia e
auséncia de toxicidade das denominadas “plantas medicinais”.

O estudo sistematico das plantas medicinais envolve conhecimento em varias
areas como antropologia, botanica, agronomia, quimica, farmacia, incluindo a medicina e a
odontologia. Por meio do estudo interdisciplinar & possivel chegar as espécies realmente
benéficas e a dosagem correta para cada espécie de acordo com a especificidade da sua
aplicacdo e a possivel toxicidade de algumas espécies®.

Com relacao a Odontologia, estudos realizados recentemente, utilizando extratos
de plantas do cerrado brasileiro, tém evidenciado atividades antimicrobianas potentes,
demonstrando resultados promissores sobre o controle da microbiota bucal*%:23:293,

Especificamente com relacdo ao aracd, objeto do presente estudo, Bianco®®, em
2004, por meio de um estudo /n vitro, avaliou os efeitos de 26 extratos obtidos de 18 espécies
vegetais na aderéncia de Streptococcus mutans a superficie de vidro, a sua atividade
antimicrobiana e a influéncia que esses extratos possuem sobre a capacidade de
desmineralizacdao da hidroxiapatita por esses microrganismos. Foram utilizados Streptococcus
mutans GS 5, Streptococcus mutans ATCC 1910 e 5 isolados clinicos obtidos de pacientes com
alto risco a carie que foram identificados de acordo com suas caracteristicas bioquimico-
fisiologicas e microscopicas. As solugdes aquosa e hidroalcodlica de araca inibiram o
crescimento microbiano tanto das cepas na forma planctonica, quanto no biofilme. As
preparacoes hidroalcodlica e aquosa 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.

Também, Landucci®, utilizando 22 espécies de plantas de uso na medicina
popular nas regides de cerrado, das quais foram obtidos 33 solucdes hidroalcodlicas e 33
solucdes aquosas, observou atividade inibitéria sobre Streptococcus mutans ATCC 35688 e
ATCC 1910 e sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586, tanto em estado
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planctonico, quanto no biofilme, evidenciando resultados positivos para o extrato obtido da
folha de araca (Psidium cattleianum), tanto na forma hidroalcodlica quanto aquosa.

A atividade antimicrobiana das solucdes aquosa e hidroalcodlica de extrato de
araca também foram avaliadas sobre microrganismos periodontopatogénicos, Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC
2564, Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 33384, 10 isolados clinicos de P. gingivalis e
10 isolados de F. nucleatum obtidos de bolsas periodontais de pacientes portadores de
periodontite crénica, demonstrando efeitos inibitorios em todos os microrganismos testados,
tanto na forma planctonica, quanto no biofilme®.

Com o objetivo de comparar a resposta bioldgica imediata e tardia a solugdes
aquosa e hidroalcodlica de extratos de aracd, com o soro fisioldgico, em ratos, Novais®! realizou
um estudo por meio da andlise edemogénica e microscopica e concluiu que os extratos
utilizados apresentaram respostas bioldgicas semelhantes ao soro fisioldégico, demonstrando
potenciabilidade para futuro uso na Odontologia.

O araca (Psidium cattleianum), pertence a familia Myrtaceae, e recebe outras
sinonimias como araca-do-campo e aracd-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®>. Apesar do nimero reduzido de

%628 o possivel potencial antiinflamatdrio®?,

estudos, apresenta comprovada acao antimicrobiana
além de possuir biocompatibilidade comprovada por meio de estudo /7 vivo .

Dada a biocompatibilidade apresentada pelos extratos aquoso e hidroalcodlico de
aracd® e das propriedades antimicrobianas averiguadas anteriormente surge a necessidade de
estudos para avaliar a capacidade desses extratos em neutralizar produtos e subprodutos de

bactérias inativadas provenientes de infecgdes endodonticas.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual imediata e tardia a
associacao de microrganismos inativados com solugdes aquosa ou hidroalcodlica preparadas
com extrato de aragd, comparadas com a associacdao de microrganismos inativados com o soro
fisioldgico, por meio da:

1) Analise Edemogénica, quantificando o edema

2) Andlise Microscopica, avaliando a resposta tecidual frente a implantes

subcutaneo em ratos
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3 MATERIAL E METODO

O presente trabalho foi submetido a apreciacdo pela Comissao de Etica na
Experimentacdo Animal, da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP (Processo n° 2008
— 000165), tendo sido aprovado (Anexo B).

3.1 PREPARO DOS EXTRATOS

As plantas 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 regiao (dezembro a fevereiro).

Foram preparadas solucdes aquosa e hidroalcodlica de extratos de folha de araca
(Psidium cattleianum).

As folhas utilizadas no preparo dos extratos, foram colhidas de plantas com
aspecto sadio e bom desenvolvimento, sem sinais de envelhecimento, doencas e pragas. Antes
de retira-las, foi realizada uma leve raspagem para remocao 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
em temperatura controlada de 37°C, até que se apresentassem secas e quebradicas®.

Apds selecdo do material considerado em bom estado de conservacdo ou
representativo, foi realizada a etapa de fragmentacao, que consiste na divisao das folhas em
particulas de tamanho homogéneo, por meio de trituracdo manual e entdo reduzidas a pd por

meio de um triturador.
PREPARO DA SOLUCAO HIDROALCOOLICA

A solucao hidroalcodlica foi obtida de acordo com metodologia empregada por
Navarro et al.**. Foram utilizados 20 gramas das folhas fragmentadas e 250mL de etanol 80%,
as quais foram transferidas para um frasco ambar (500mL) para obtencao da solucao
hidroalcodlica do extrato. Para tanto, o frasco foi agitado vigorosa e manualmente durante trés
minutos, cinco vezes ao dia durante 12 dias, a fim de assegurar a adequada extracdao dos

principios ativos.
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Posteriormente, foi realizada a filtragem da preparacao por meio de filtragao
comum. O produto resultante foi esterilizado por filtragdo em membrana de éster de celulose de

0,22um (Millipore®) e introduzida em frasco ambar esterilizado, armazenado em freezer.

PREPARO DA SOLUGCAO AQUOSA

A solugao aquosa foi preparada de acordo com metodologia descrita por
Landucci?® com modificacBes. Assim, 20 gramas de folha de araca foram adicionados a 250mL
de agua destilada e mantidos a 100°C por 5 minutos, a 55°C por 1 hora e em temperatura
ambiente por 72 horas. A mistura foi agitada a cada 24 horas. A solucdo aquosa foi purificada
por meio de filtracdo fracionada em membranas de éster de celulose de porosidade 0,65um e
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22um (Millipore®) e introduzida em frasco ambar

esterilizado, armazenado em freezer.

3.2 MICRORGANISMOS E ASSOCIACAO TESTE

Os microrganismos utilizados foram Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
Prevotella intermedia ATCC 25611, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Peptostreptococcus micros ATCC 33270 e Porphyromonas endodontalis
ATCC 35406, provenientes do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP. A Tabela 1 apresenta as 6 espécies bacterianas utilizadas, sendo 4 Gram-
negativas, 2 Gram-positivas e, quanto a tensdo de oxigénio, cinco anaerdbias obrigatdrias e
uma anaerdbia facultativa (Tabela 1).

Esses microrganismos foram cultivados em Agar Brucella acrescido de 5% de
sangue desfibrinado de cavalo, suplementado com hemina (10 pg/mL) e menadiona (10
Mg/mL), e incubados em dessecadores de vidro do tipo Pyrex, em condicdes de anaerobiose
(90% N, + 10 CO,), a 37°C, por 24-48 horas. Decorrido o periodo de incubacdo, preparava-se
uma suspens3o contendo 10° cel/mL, como determinado em espectrofotdmetro (A= 0,360nm) e
essa suspensao era submetida a 3 lavagens sucessivas em solucao fisioldgica, por centrifugacao
a 14.000 rpm por 5 minutos, para a remogao de residuos do meio de cultura. A seguir, o
precipitado bacteriano era ressuspendido em 3 mL de solucgdo fisioldgica e mantido por 30

minutos em banho maria a 60°C, para inativacao das cepas de referéncia.
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Como controle do processo de inativacgdo ou morte celular, aliquotas de cada
cepa de referéncia foram cultivadas nas condicdes anteriormente descritas e a auséncia de
viabilidade microbiana era determinada quando verificava-se a auséncia do crescimento em um
meio de cultura ideal, como o agar Brucella-sangue suplementado.

A suspensao microbiana contendo todas as bactérias foi ressuspendida em 1mL
de soro fisioldgico (controle) e em 1mL das solucdes aquosa ou hidroalcodlica de extrato de

araca, formando, desta forma, os seguintes grupos experimentais:

1) Aquoso: associacdo bactérias (5.10° cel/mL de cada cepa de referéncia) + 1mL de
extrato de araga aquoso.

2) Hidroalcodlico: associacdo bactérias (5.10° cel/mL de cada cepa de referéncia) + 1mL
de extrato de araca hidroalcodlico.

3) Soro: associacdo bactérias (5.10° cel/mL de cada cepa de referéncia) + 1mL de soro

fisiologico.

Tabela 1 - Espécies bacterianas utilizadas para o preparo da suspensdo.

Espécie bacteriana Procedéncia da cepa Morfotipo Fisiologia
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Peptostreptococcus micros ATCC 33270 Coco Gram-positivo Anaerdbio
Prevotella intermedia ATCC 25611 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Fusobacterium nucleatum subespécie nucleatum ATCC 25586 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Porphyromonas endodontalis ATCC 35406 Bastonete Gram-negativo ~ Anaerdbio
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Coco Gram-positivo Facultativo
3.3 ANIMAIS

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 48 (quarenta e oito) ratos
machos da variedade Wistar (Rattus norvegiccus) padronizados quanto a salde, idade, sexo e
peso corporal, com idade de 2 meses e massa corporal de aproximadamente 250-300 gramas,
provenientes do Biotério 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 libitum.
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3.4 TESTE EDEMOGENICO — REAGAO IMEDIATA

Para a quantificacdo do edema proporcionada pelas solugdes e pelo soro
fisiologico acrescido da solucao de microrganismos, utilizou-se a metodologia descrita por
Taveira®. Foram utilizados 18 animais divididos em grupos de trés para cada periodo avaliado
(3 e 6 horas) e para cada grupo experimental.

Os animais foram injetados com apenas uma das solugdes com extrato de araca,
aquosa ou hidroalcodlica, acrescido da solucdo de microrganismos, ou com soro fisioldgico
também acrescido da solugdo de microrganismos para o grupo controle. Em cada grupo, seis

animais receberam injecao para os dois periodos de avaliacdo, 3 e 6 horas.

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para realizacdo da intervencdo cirlrgica, os animais foram submetidos a
anestesia geral com xilazina (Rompun - Bayer), na proporcao de 25mg/Kg e quetamina
(Francotar — Virbac), na propor¢ao de 50mg/kg misturadas na mesma seringa, via intramuscular
(parte posterior da coxa do animal).

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

Apés 30 minutos da injecdo do corante, os animais receberam no tecido
conjuntivo da regido dorsal, com auxilio de seringas hipodérmicas de 1mL esterilizadas e
agulhas 13x0,3 descartaveis, 0,1mL da solucdo correspondente (aquosa ou hidroalcodlica) ou
soro (Figura 1B). Foi injetado apenas uma solucao em cada animal, na regido dorsal, tendo a
linha média como referéncia e proximo a regiao caudal.

Os animais foram mortos em camara saturada com halotano apds 3 e 6 horas.

Posteriormente, foi realizada a tricotomia manual da regiao dorsal do animal,
evidenciando a area de edema, representada por um halo de coloracao azul (Figuras 1C e 1D).
Com o auxilio de uma tesoura, foi removida a pele dorsal dos animais, com margem de
seguranca (Figuras 1E e 1F). A padronizacao das pecas removidas foi realizada por meio de um

vazador de ferro com 23mm de diametro (Figuras 1G, 1H, 11, 1] e 1K).
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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 extracdo do corante, pela dissolucdo do tecido®?%% (Figuras 1L, 1M e 1N).

Decorrido esse periodo, as solugdes foram filtradas com auxilio de gaze hidrdfila
esterilizada e funil de vidro, e recolhidas em frascos apropriados para se proceder a analise em
espectrofotdometro (Figura 10).

A leitura do filtrado foi realizada em um espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian),
utilizando ondas com comprimento de 630nm, correspondente ao pico maximo de absorcao do
corante® (Figuras 1P e 1Q). Os dados obtidos foram tabelados e submetidos a andlise
estatistica.

3.5 IMPLANTE EM TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS — REAGAO TARDIA

Para esta etapa foram utilizados 5 animais para cada grupo, aquoso,
hidroalcodlico e soro, em dois periodos de analise, 7 e 30 dias*®**°*, totalizando 30 animais para
o experimento. Cada animal recebeu dois implantes, contendo a mesma solucao, totalizando 10

implantes para cada grupo.

TUuBOS DE POLIETILENO

Foram confeccionados tubos de polietileno a partir de cortes de sonda uretral
numero 4 (Mac Med, Sdo Paulo, Brasil), com 7mm de comprimento e 1mm de didametro interno,
0s quais serviram para acomodacao das solugdes (solugdes aquosa, hidroalcodlica e soro
acrescidas de bactérias).

Com objetivo de impedir extravasamento, uma das extremidades do tubo foi
vedada com guta percha. No restante do tubo foi introduzido um cone de papel esterilizado de
didmetro compativel com o tubo, tendo o cuidado de corta-lo 0,2mm aquém do comprimento
total, para que nao houvesse contato direto do mesmo com o tecido e ao mesmo tempo
oferecesse condicoes de reter as solugdes no interior dos tubos (Figuras 2A e 2B). Apos
preparo, os tubos foram submetidos a processo de esterilizacao a dxido de etileno (Oximed —

Sao José do Rio Preto).
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PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA IMPLANTE

Para realizacdo da intervengdo 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 tricotomia da area dorsal e anti-sepsia com polivinilpirrolidona a 1%
(Riodente, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brasil), foi realizada uma incisdo longitudinal com
lamina de bisturi nimero 15 acompanhando a linha mediana, com extensdo de 2cm atingindo o
tecido subcutaneo. A seguir, foi realizada a divulsao, com extensao de aproximadamente 3cm,
em ambos os lados da incisdo, com auxilio de uma tesoura de ponta romba (Figuras 2C, 2D, 2E
e 2F).

Imediatamente antes do implante, foram injetados no interior dos tubos, com
auxilio de seringa de insulina esterilizada, as associacbes contendo as solugdes aquosa,
hidroalcodlica ou soro fisioldgico acrescidas dos microrganismos inativados (Figura 2G).

Desta forma, do lado direito e esquerdo foram implantados, no tecido
subcutaneo dos animais, os tubos de polietileno contendo a mesma solugdo (aquosa,
hidroalcodlica ou soro) (Figuras 2H e 2I). A incisao longitudinal da pele foi posteriormente
suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson) (Figuras 2J).

Os animais foram mortos aos 7 e 30 dias para obtencdo das pecas contendo o
tubo de polietileno, circundado por tecido conjuntivo adjacente (Figura 2K).

Uma vez removidos, os tecidos foram fixados em solucao de formalina a 10%,
por 48 horas e lavadas em dagua corrente por 12 horas. Posteriormente as pegas foram
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 microscopica.
Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Endodontia da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP

Os resultados foram obtidos por meio da leitura dos espécimes em microscopio
binocular (Leica, Alemanha) das respostas teciduais tardias induzidas pelos extratos testados
comparadas ao grupo controle, num aumento de 10X para a medicao da espessura da capsula,
e num aumento de 40X para a contagem do numero de células inflamatdrias. Foi avaliada
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apenas a extremidade do implante em que os extratos ou soro fisioldgico acrescidos das
solugdes de microrganismos inativados ficaram em contato com os tecidos (Figura 2L).

Foi realizada uma analise descritiva dos trés grupos experimentais e uma analise
quantitativa.

Quanto a espessura da capsula fibrosa, os seguintes escores foram utilizados:
escore 0 (zero) para capsula fibrosa considerada fina, de espessura inferior a 150um ou escore
3 para capsula fibrosa considerada espessa, superior a 150pum**,

A avaliagao da irritagao tecidual produzida pelas solugdes dos extratos vegetais e
soro fisioldgico acrescido da solugdo de microrganismos, foi realizada segundo critérios descrito

por Bernabé et al.®®

e pelo Federation Dentaire International Commission of Dental Materials,
Instruments, Equipment and Therapeutics **. Desta forma, o infiltrado inflamatério presente, do
tipo cronico ou agudo, foi assinalado em conformidade com o nimero aproximado de células
inflamatorias presentes em aumento de 40X. A auséncia de células inflamatorias recebeu escore
0 (zero). Quando o numero de células inflamatdrias foi inferior a 25, o infiltrado inflamatdrio foi
considerado pequeno (escore 1). O critério moderado (escore 2) foi atribuido se fossem
detectadas de 25 a 125 células inflamatdrias. Se essas células ocorressem em nimero superior

a 125, o infiltrado inflamatoério foi considerado severo ou intenso (escore 3).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do Teste Edemogénico, relativos a quantidade de edema, foram
analisados por meio do teste de andlise de variancia a dois critérios de avaliagdo (Tempo e
Solucdo), utilizando o software GMC 2002*.

Os resultados da Anadlise Microscopica, relativos aos achados microscopicos na
forma de escores, foram submetidos ao teste de Mann-Whitney, para comparar os resultados
obtidos nos dois periodos de avaliagdo (7 e 30 dias). Posteriormente, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis para comparar os grupos entre si sem considerar a influéncia do tempo e,
finalmente, uma Ultima comparacdo, por meio do teste Kruskal-Wallis, onde todos os grupos e
os dois periodos foram comparados.

O nivel minimo adotado para significancia foi de 5%.



Figura 1 — Procedimentos cirirgicos da Analise Edemogénica

A- Injecao intravenosa de azul de Evans a 1% (Evans Blue Difco Lab.) na veia peniana.
B- Injecao de 0,1mL do extrato correspondente ou soro acrescido da solucdao de
microrganismos.
C e D- | Evidenciacado da area de edema apds tricotomia manual da regido dorsal do animal.
E e F- | Remocao da pele do animal com margem de seguranca.
G- Padronizagdo da pega com 23mm de diametro.
H- Posicionamento do vazador de ferro.
I- Vazador de ferro efetuando corte da peca.
J- Remocao dos excessos da pega.
K- Aspecto interno da pega apds corte.
L- Peca sendo picotada com tesoura cirdrgica.
M- Frasco com 4mL de formamida (Vetec.Quimica.RJ.Brasil) contendo pega picotada.
N- Estufa a 45°C, contendo os frascos com 4mL de formamida mais as pecas picotadas.
O- Solucdes apos filtracao sendo introduzidas em frascos apropriados para se proceder a
analise em espectrofotometro.
P- Espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian).
Q- Tela do espectrofotdometro com os dados resultantes da leitura.
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Figura 2 — Procedimentos cirtirgicos da Analise Microscopica

A- | Tubos de polietileno utilizados para o implante.

B- Representacao grafica do tubo de polietileno utilizado para os implantes subcutaneo.

C- | Tricotomia manual da regidao dorsal do animal.

D- | Anti-sepsia com polivinilpirrolidona a 1% (Riodente, Rioquimica, S.J. Rio Preto, Brasil).

E- | Incisdo longitudinal atingindo o subcutaneo com lamina de bisturi nimero 15.

F- Divulsao com tesoura de ponta romba.

G- | Seringa de insulina injetando o extrato acrescido da solucao de microrganismos no
interior dos tubos de polietileno.

H- | Implantagdo dos tubos de polietileno no tecido subcutaneo do animal.

I- Manobra para a manutencao do implante no interior do tecido.

J- Sutura da incisdo longitudinal da pele com fio de seda 4-0.

K- Remocao da peca contendo o tubo e os tecidos circundantes com auxilio de tesoura.

L- Panorama dos aspectos microscopicos dos tecidos circundantes ao implante. Coloragao

HE, aumento original 2.5X. Em destaque: regido analisada em microscopio optico
(extremidade do implante em que os extratos ou soro, acrescidos das solugdes de

microrganismos inativados, ficaram em contato com os tecidos).
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4 RESULTADOS

4.1 DA ANALISE EDEMOGENICA

Resultados 31

AVALIACAO QUANTITATIVA DA RESPOSTA TECIDUAL IMEDIATA NOS PERIODOS

EXPERIMENTAIS

Os resultados obtidos da leitura em espectrofotometro estao expressos na Tabela 2:

Tabela 2 - Valores da intensidade do exsudato inflamatdrio induzido pela inoculagdo das solugdes.

Valores obtidos em densidade 6ptica (DO)

Tempo
Grupos 3 HORAS 6 HORAS Média
0.303 0.310
0.367 0.840
Aquoso 0,49
0.389 0.737
Média 0,35 Média 0,63
0.606 0.325
0.641 0.415
Hidroalcodlico 0,66
0.949 1.003
Média 0,73 Média 0,58
0.395 0.429
0.472 0.614
Soro 0,46
0.299 0.573
Média 0,39 Média 0,54
Média 0,49 0,58



Resultados 32

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos na Tabela 2 foram submetidos a analise estatistica pelo teste

de Analise de Variancia (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise de Variancia

Fonte de variagao Soma de Quadr. G. L Quadr. Méd. (F) Prob. HO
Tempo (T) 0,0378 1 0,0378 0,84 37,975%
Grupo (G) 0,1306 2 0,0653 1,46 27,116%
Interacdao TxG 0,1444 2 0,0722 1,61 23,963%
Residuo 0,5383 12 0,0449

Variacdo total 0,8511 17

Quando comparou-se os tempos analisados (3 e 6 h), independente dos grupos
avaliados, ndo houve diferenca significante (p=37,98%). O Grafico 1 ilustra os resultados dessa
comparacao.

Na comparacdao entre os grupos, independente do tempo de estudo, pelo
resultado da analise de variancia verifica-se ndo haver diferenca significante (p=27,12%) entre
os grupos. O Grafico 2 ilustra os resultados dessa comparacao.

Na interagdo tempo X grupo, quando comparados os diferentes grupos e os dois
tempos operatérios entre si, ndo houve diferenga estatisticamente significante (p=23,96%),
embora perceba-se que 0 aquoso apresenta aumento do edema com o passar do tempo,
enquanto o hidroalcodlico apresenta edema inicial maior que diminui no periodo de 6 horas. O
grupo soro apresentou uma tendéncia de ser maior que o aquoso no periodo de 3 horas, porém
menor que o edema apresentado pelo aquoso no periodo de 6 horas. Como pode ser observado

no Grafico 3.
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GRAFICO 1 - Representagdo grafica do valor médio do edema ocorrido nos tempos operatdrios
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GRAFICO 2 - Representacdo grafica do valor médio do edema ocorrido nos grupos avaliados
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GRAFICO 3 - Representagdo grafica do valor médio do edema nos dois tempos estudados, para os trés grupos
avaliados. Note que o0 soro e 0 aquoso apresentaram edema inicial menor que aumenta no periodo

de 6h, enquanto que o hidroalcodlico apresenta decréscimo do edema com o passar do tempo
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4.2 DA ANALISE MICROSCOPICA

Dos 60 blocos obtidos (20 blocos de cada grupo, sendo 10 referentes ao periodo
de 7 dias e 10, ao periodo de 30 dias), 14 espécimes foram desconsiderados devido a
problemas inerentes ao processamento laboratorial. Assim a andlise foi efetuada considerando

46 espécimes, sendo 15 para o aquoso, 19 para o hidroalcodlico e 12 para o soro (Tabela 4).

AVALIACAO QUALITATIVA DA RESPOSTA TECIDUAL AOS IMPLANTES NOS
PERIODOS EXPERIMENTAIS.

Araca Aquoso + bactérias - 7 dias

De maneira geral, este grupo apresentou “capsula” espessa, bastante povoada
de células inflamatdrias, com predominio de macrdéfagos, numerosos linfécitos poucos leucdcitos
e outras células mononucleadas, caracteristicas de uma inflamagdo cronica. Pode-se constatar
também a presenca de alguns plasmdcitos. Alguns poucos fibroblastos foram evidenciados em
meio a raras fibras colagenas que se apresentavam em disposicao complexa. Foi observada
densa rede de vasos sanguineos de pequeno calibre no interior da “capsula” e maiores nos
tecidos adjacentes. Todas as amostras apresentaram espessura de “capsula” maior que 150um
(Figuras 3A e 3B, Tabela 4).

Araca Aquoso + bactérias - 30 dias

As imagens microscopicas indicam que ocorreu uma grande diminuicao do
quadro inflamatdrio comparado ao periodo de 7 dias. O aglomerado de células inflamatorias foi
substituido por uma delgada capsula de fibras colagenas, dispostas paralelamente a area do
implante. Foi possivel identificar a presenca de alguns fibrécitos e alguns poucos fibroblastos em
meio as fibras coldgenas. Em geral a camada de macréfagos estava mais discreta e a
quantidade de linfdcitos e outras células mononucleadas estava bastante diminuida. Verificou-se
também vasos sanguineos menos numerosos e calibrosos no interior do tecido conjuntivo.
Nenhuma amostra apresentou espessura de capsula maior que 150um (Figuras 3C e 3D, Tabela
4).
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Araca Hidroalcodlico + bactérias — 7 dias

Grupo com um quadro semelhante ao do grupo anterior no mesmo periodo, com
capsula menos espessa, porém igualmente rica em quantidade de macréfagos, linfocitos,
poucos leucocitos e outras células inflamatdrias mononucleadas. Alguns plasmdcitos também
puderam ser observados. Houve novamente pouco predominio de fibroblastos, acompanhado
de raras e discretas fibras colagenas apresentadas de maneira desorganizada. Assim como no
grupo anterior, foram observados numerosos capilares sanguineos espalhados por toda a area.
Em seis de nove amostras a espessura de “capsula” foi maior 150um (Figuras 4A e 4B, Tabela
4).

Araca Hidroalcodlico + bactérias — 30 dias

Este grupo apresentou-se bastante homogéneo. A capsula fibrosa mostrou-se
nitidamente mais fina e condensada, com consideravel reducao da quantidade de células
inflamatorias, porém evidenciando a presenca de uma camada de macréfagos acompanhando
toda a superficie da area do implante. As fibras colagenas estdo mais organizadas e também
mais espessas, num grau de maturacdo mais avancado em relacdo ao tempo de 7 dias. Os
fibroblastos apresentam-se com nucleos mais alongados e finos (indicando uma diminuigdo do
metabolismo do colageno), em geral dispostos paralelamente as fibras coldgenas. Nenhuma

amostra apresentou espessura de capsula maior que 150um (Figuras 4C e 4D, Tabela 4).

Soro Fisiologico + bactérias - 7 dias

A resposta inflamatdria do tecido conjuntivo proximo ao implante apresentou-se
bastante ampla. A “capsula” mostrou-se bastante espessa e povoada de células inflamatorias,
com predominio de macrdéfagos, linfocitos alguns neutrofilos, e outras células mononucleadas.
Presenca de raros fibroblastos, entremeados a poucas fibras colagenas, que se apresentavam
em disposicao desorganizada e complexa. Pode-se observar densa rede de capilares sanguineos
distribuidos por toda a area. Todas as amostras apresentaram espessura de “capsula” maior
que 150um (Figuras 5A e 5B, Tabela 4).
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Soro Fisiologico + bactérias — 30 dias

Este grupo também apresentou um grau maior de organizacao tecidual em
relagdo ao periodo de 7 dias, apresentando uma capsula fibrosa mais fina e composta por
fibroblastos dispostos paralelamente a area do implante entremeados por numerosas fibras
colagenas, que se apresentavam de forma organizada, indicando maturacdo do reparo. Foi
observado também um aglomerado de macréfagos na superficie em contato com a area do
implante e presenca de alguns linfocitos e outras poucas células inflamatdrias. Foi constatada a
presenca de vasos de menor calibre ao longo de toda drea, distantes da capsula. Nenhuma

amostra apresentou espessura de capsula maior que 150um (Figuras 5C e 5D, Tabela 4).



Figura 3 — Extrato de araca aquoso + bactérias — 7 dias

A- | Capsula espessa bastante povoada de células inflamatdrias. HE. Original 10X.

B- | Numerosos leucdcitos polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos e outras células
mononucleadas. Presenca de alguns plasmdcitos. Poucos fibroblastos em meio a
raras fibras colagenas com disposicdo complexa. Densa rede de vasos sanguineos.
HE. Original 40X.
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Figura 3 — Extrato de araca aquoso + bactérias — 30 dias

C- | Delgada céapsula de fibras coldgenas com menor quantidade de células

inflamatdrias. HE. Original 10X.

D- | Camada de macrofagos mais discreta, quantidade de linfdcitos e outras células
mononucleadas diminuida. Alguns fibrocitos e poucos fibroblastos em meio as
fibras colagenas, dispostas paralelamente a area do implante. Presenca de vasos

sanguineos menos numerosos. HE. Original 40X.
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Figura 4 — Extrato de araca hidroalcodlico + bactérias — 7 dias

A- | Capsula pouco menos espessa bastante povoada de células inflamatdrias. HE.
Original 10X.
B- | Numerosos leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos, linfocitos e outras células

mononucleadas. Presenca de alguns plasmdcitos. Poucos fibroblastos em meio a
raras fibras colagenas com disposicdo complexa. Densa rede de vasos sanguineos.
HE. Original 40X.
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Figura 4 — Extrato de araca hidroalcodlico + bactérias — 30 dias

C- | Capsula fibrosa fina e condensada, com menor quantidade de células

inflamatdrias. HE. Original 10X.

D- | Camada de macréfagos acompanhando a superficie da area do implante. Fibras
colagenas mais espessas e organizadas. Fibroblastos com nlcleos alongados e

finos dispostos paralelamente as fibras colagenas. HE. Original 40X.
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Figura 5 — Soro Fisioldgico + bactérias — 7 dias

A- | Capsula bastante espessa e povoada de células inflamatdrias. HE. Original 10X.

B- | Numerosos macrofagos, linfocitos e outras células mononucleadas. Presenca de
raros fibroblastos, entremeados a poucas fibras colagenas, com disposicao

desorganizada e complexa. Densa rede de capilares sanguineos. HE. Original 40X.
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Figura 5 — Soro Fisioldgico + bactérias — 30 dias

C- | Capsula fibrosa fina, com poucas células inflamatérias. HE. Original 10X.

D- | Camada de macrofagos na superficie da area do implante, alguns linfocitos e
outras poucas células inflamatdrias. Fibroblastos dispostos paralelamente a area do
implante entremeados por numerosas fibras coldgenas espessas e organizadas.
Presenca de vasos de menor calibre. HE. Original 40X.
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AVALIACAO QUANTITATIVA DA RESPOSTA TECIDUAL TARDIA AOS IMPLANTES
NOS PERIODOS EXPERIMENTAIS

A leitura dupla-cega dos resultados da analise quantitativa foi realizada por trés
examinadores previamente calibrados.

Os resultados das leituras em microscépio Optico, relativas a quantidade de
células inflamatdrias (infiltrado inflamatdrio) e a espessura da capsula fibrosa estdo expressos

na Tabela 4.

Tabela 4 - Marcagdo dos escores atribuidos aos eventos observados na analise microscépica dos grupos em fungdo do tempo

7 DIAS 30 DIAS
Tempo Infiltrado Espessura da Infiltrado Espessura da
Grupos Inflamatorio Capsula Inflamatorio Capsula
22333 33333 31112 000O0O
Aquoso
33 - - - 33-- - 112 - - 000 - -
i 22233 30033 11110 000O0O
Hidroalcodlico
3332- 3330 - 11111 000O0O
33332 33333 22311 000O0O
Soro
3 - - - - 3 - - - - 2 - - - - 0--- -

- espécimes perdidos

ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes aos achados microscépicos, na forma de escores, referentes
aos quesitos histoldgicos analisados, que se encontram na Tabela 4, foram submetidos a analise
estatistica. O teste de Kruskal-Wallis € o mais adequado ao modelo em questao, quando se
testa 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 5 a 8).

Quando analisada a influéncia dos dois periodos estudados, 7 e 30 dias,
independente dos grupos empregados, houve diferenca significante (p<0,001), onde o periodo
de 30 dias apresentou reparo superior ao de 7 dias (Tabela 5). O Grafico 4 ilustra o resultado

dessa comparagao.
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Tabela 5 - Teste U de Mann-Whitney para os periodos avaliados

Valores de U:

U (1): 7 DIAS 1940
U (2) 30 DIAS

Valor calculado de z: 6,9096

Probabilidade de igualdade: 0,00%
Significante ao nivel de 0,00% (p<0,001)

Quando se comparou 0s grupos, sem considerar o tempo pds-operatdrio, nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados (p> 0,05) (Tabela 6). O

Grafico 5 ilustra o resultado dessa comparagao.

Tabela 6 - Teste de Kruskal-Wallis para os grupos analisados

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado: 1,5966
Valor do x* para 2 graus de liberdade: 1,6000
Probabilidade de HO para esse valor: 45,01%

Nao Significante (p>0,05)

Em relagdo a comparacao entre os trés grupos em funcao dos dois periodos
experimentais, verificou-se haver diferenca estatisticamente significante (p<0,001%). Para se

verificar onde estava essa diferenca foi realizada a comparacao 2 a 2.



Tabela 7 - Teste de Kruskal-Wallis para comparar todos os grupos analisados

Valor (H) de Kruskal-Wallis calculado:
Valor do x? para 5 graus de liberdade:
Probabilidade de HO para esse valor:

48,3874
48,3900
00,000%

Significante ao nivel < 0,001% (p=0,00)
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Comparacao entre as médias dos

postos das amostras

Amostras comparadas Diferengas Valores criticos (p) Sianificancia
(duas a duas) entre médias | 0,050 0,010 0,001 9
Aquoso 7 x  Aquoso 30 41,4464 13,0273 | 17,2798 | 22,3887 0,1%
Aquoso 7 x  Hidroalcodlico 7 44,7714 12,4045 | 16,6310 | 21,5481 5,0%
Aquoso 7 X Hidroalcodlico 30 44,7714 12,4045 | 16,4537 | 21,3183 0,1%
Aquoso 7 x Soro 7 00,5714 14,0039 | 18,5752 | 24,0671 ns
Aquoso 7 X Soro 30 47,1071 13,4545 | 17,8465 | 23,7582 0,1%
Aquoso 30 X Hidroalcodlico 7 28,3487 12,0786 | 06,0214 | 20,7582 0,1%
Aquoso 30 x  Hidroalcodlico 30 03,3250 11,9397 | 15,8372 | 20,5196 ns
Aquoso 30 X Soro7 40,8750 13,5940 | 18,0315 | 23,3626 0,1%
Aquoso 30 X  Soro 30 05,6607 13,0273 | 17,2798 | 22,3887 ns
Hidroalcodlico 7 x  Hidroalcodlico 30 31,6737 11,4040 | 15,1267 | 19,5989 0,1%
Hidroalcodlico 7 x Soro 7 12,5363 13,1260 | 17,4107 | 22,5582 ns
Hidroalcodlico 7 x Soro 30 34,0094 12,5382 | 16,6310 | 21,5481 0,1%
Hidroalcodlico 30  x  Soro 7 44,2000 12,9983 | 17,2414 | 22,3389 0,1%
Hidroalcodlico 30 x  Soro 30 02,3357 12,4045 | 16,4537 | 21,3183 ns
Soro 7 x  Soro 30 46,5357 14,0039 | 18,5752 | 24,0671 0,1%

Com relacao a comparagao entre o mesmo grupo nos diferentes periodos, foi

constatada diferenca significante para os trés grupos (p<0,01%), favoravel ao periodo de 30

dias.

Verificou-se diferenca significante entre o hidroalcodlico 7 dias quando

comparado ao aquoso no mesmo periodo, favoravel ao primeiro. Havendo também uma

tendéncia do hidroalcodlico apresentar resultado superior ao soro (diferenca entre postos
médios de 12,5363 e valor critico 13,1260 para ns 5%).
As demais comparagles ndo apresentaram significancia estatistica. Dados

apresentados na comparacao 2 a 2 da Tabela 7.

Os resultados das comparagdes podem ser ordenados do melhor para o pior,

como descrito na Tabela 8, e melhor visualizados no Grafico 6.
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Tabela 8 - Médias dos postos das amostras ordenadas do melhor para o pior resultado

Amostra Soma de postos Média
Soro — 30 dias 336 24.0
Hidroalcodlico — 30 dias 526 26.3
Aquoso - 30 dias 474 29.6
Hidroalcodlico — 7 dias 1102 58.0
Soro — 7 dias 846 70.5
Aquoso — 7 dias 995 71.1

Desta forma, verifica-se que o aquoso, no periodo de 7 dias, juntamente com o
soro 7 dias apresentaram os piores resultados, seguido do hidroalcodlico neste mesmo periodo.

O soro 30 dias apresentou os melhores resultados, juntamente com o
hidroalcodlico 30 dias.

Os demais grupos apresentaram resultados intermediarios.
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GRAFICO 4 - Representacio grafica da influéncia dos tempos pds-operatdrio nos resultados

obtidos independentemente do grupo implantado
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GRAFICO 6 - Representacio grafica dos postos médios atribuidos aos grupos experimentais em funcéo dos tempos

operatdrios. Nota-se significancia de 5% entre hidroalcodlico e aquoso no periodo de 7 dias
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5 DISCUSSAO

5.1 DA CONCEPCAO

O Brasil é considerado, segundo a literatura, o pais de maior biodiversidade
vegetal do planeta, existindo entre 55 e 80 mil espécies vegetais®*, sendo muitas com potencial
para obtencdo de novas drogas'®.

Apesar do grande incentivo para o estudo interdisciplinar das plantas medicinais
com reconhecida acdo terapéutica e do grande avanco cientifico observado com os estudos das
mesmas, devido a imensa riqueza vegetal existente, ainda considera-se um ndmero reduzido de
descobertas das possiveis propriedades existentes nos vegetais do nosso pais®**.

Embora se reconhega que, em se tratando de estudos de plantas medicinais, a
chance de acerto é de uma para cada cinco mil tentativas®®, ha de se considerar, que 74% dos
compostos quimicos sdo de origem popular®. Desta forma, é importante evidenciar que da
maioria dos produtos naturais com reconhecida acao na medicina popular, podem vir a se
extrair compostos quimicos, que poderdo fazer parte da composigao de novos medicamentos.

Nas ultimas décadas, muito interesse tem sido dispensado ao estudo do efeito de

compostos naturais, disponiveis ou ndo na dieta, sobre infeccdes enddgenas humanas™*,

50,51

particularmente sobre o biofilme bucal e seus impactos na ecologia microbiana>*>". Dentre os

extratos naturais que tiveram sua atividade inibitoria estudada, destacam-se o cha-verde

55 além de mate e cha preto®.

japonés™, propolis®, café*, goiaba

No presente estudo optou-se por estudar extratos de araca em fungdo dos
resultados favoraveis obtidos em estudos in vitrd®®**, evidenciando a capacidade desse extrato
em reduzir significativamente a colonizagdo de superficies de vidro, bem como apresentar
notavel atividade inibitdria sobre cocos cariogénicos, e outros microrganismos importantes na
formacdo do biofilme, além de sua biocompatibilidade comprovada por meio de estudo /in vivo™.

De acordo com Volpato et al.'®, mesmo apds a escolha da planta medicinal a ser
coletada, deve-se observar que o vegetal oferece algumas dificuldades na uniformidade e
estabilidade do produto a ser utilizado. Assim, segundo os autores, 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. Portanto, no presente estudo foram retiradas folhas de um Unico exemplar e a coleta
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foi realizada de uma Unica vez, sendo a quantidade suficiente para a producao dos extratos
utilizados nos dois testes.

A area escolhida para a coleta das folhas é representativa dos principais tipos de
vegetacao de cerrado, sendo que se optou pela inclusdo de areas ndao submetidas a agressoes
humanas. As folhas de araga utilizadas para o preparo dos extratos do presente estudo foram as
mesmas utilizadas nos estudos anteriores que evidenciaram reconhecida acao antimicrobiana

262830 o 3 reconhecida biocompatibilidade®, evitando assim, qualquer

sobre bactérias bucais
interferéncia na atividade bioldgica.

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

Com relacao a microbiota utilizada neste estudo, foram selecionados
microrganismos freqlientemente isolados de infecgbes endoddnticas refratarias e/ou agudas.

Tem sido demonstrado que associacOes experimentais de anaerdbios e
facultativos, assim como associacdes de varios facultativos sdo capazes de induzir inflamag&o®°°.

Em doencas periapicais, entre os microrganismos anaerdbios, tém-se evidenciado
a presenca e o papel de um grupo de bactérias, denominado de “produtores de pigmento
negro”, as quais incluem os géneros P. gingivalis, P. endodontalis e P. intermedia®. Esses
microrganismos foram selecionados para este estudo por apresentarem Lipopolissacaride (LPS),
capsula, produzir enzimas histoliticas e por ser comprovado que seus antigenos induzem a
resposta inflamatdria®’.

Com relagdo ao F. nucleatum, a escolha deste se justifica por este microrganismo
possuir um LPS potente, capaz de induzir reacdo inflamatéria cutdnea em ratos®®, produzir
hemdlise®, ativar o sistema complemento® ou induzir a migracdo de leucdcitos®®. Assim, é
reconhecido que o LPS deste microrganismo pode ter um importante papel na agressao e/ou
destruicao tecidual.

Bactérias Gram-positivas como Peptostreptococcus e Eubacterium spp possuem
acidos lipoteicdicos, os quais podem influenciar reagdes inflamatérias e aumentar a
patogenicidade dos “bacterdides de pigmento negro”, estando também relacionados com os
sintomas agudos e com a destruicdo dos tecidos apicais®®?. O acido lipoteicdico, presente nas

bactérias Gram-positivas, auxilia na ligagdo das bactérias as células eucaridticas, incluindo
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linfocitos™™", estimula reabsorcdo dssea, além de estimular diversas células polimorfonucleares

a liberarem mediadores inflamatérios, contribuindo para o dano tecidual®.

P. micros foi selecionado por ser, entre os Gram-positivos, 0s microrganismos
mais prevalentes nos dentes com necrose pulpar e lesdo periapical®®¢7¢,

E. faecalis, foi selecionado por ser freglientemente isolado de dentes com
necrose pulpar sem lesdo periapical em torno de 81,5% dos casos®, por ser considerado um
microrganismo bastante resistente a agentes quimicos utilizados como solucdes irrigadoras e
curativos de demora, e por ser muito prevalente em canais radiculares com infecgOes
persistentes ou recorrentes®®’°. Além disso, Enterococcus orais produzem fatores de viruléncia
relevantes para a patogénese de periodontites, como elastases, proteases e hemolisinas’* além
de varias cepas produzirem betalactamases, causando infec¢bes de dificil tratamento”.

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas podem causar destruicdo tecidual
diretamente ou estimular células do hospedeiro a ativar respostas inflamatdrias. Essas
respostas, embora tendam a eliminar o desafio microbiano, freqlientemente acabam por
provocar danos teciduais’>.

Endotoxina de bactérias vivas ou mortas, integras ou em fragmentos, atuando
sobre macrdéfagos’, neutrdfilos”™ e fibroblastos’®, desencadeia a liberagdo de um grande
nimero de mediadores quimicos inflamatdrios bioativos ou citocinas, como o TNF”/, a

17778, a Interleucina—6"%, a Interleucina—8’%, o Interferon-alfa’’ e Prostaglandinas’.

Interleucina—
Além disso, o LPS é citotoxico®® e atua como potente indutor da producdo de déxido nitrico®,
ativa o ciclo do metabolismo do 4cido aracdonico e promove ativacdo do sistema
complemento’”®. Todos esses eventos conduzem ao inicio e a perpetuacdo de uma reacdo
inflamatoria.

Assim, ndo so o lipopolissacaride (LPS), mas também peptideoglicanos, acido
lipoteicdico, fimbrias, proteases e toxinas sdo provavelmente os componentes bacterianos que
estdo associados a capacidade de exercer efeito deletério para o hospedeiro’. Em se tratando
de ratos, varios estudos tém demonstrado que fatores de viruléncia presentes em bactérias
vivas ou mortas sdo capazes de promover resposta inflamatdria nestes animais®%33848,

Tubos de polietileno contendo microrganismos vivos, implantados no tecido
conjuntivo de ratos foram utilizados para avaliar a resposta tecidual®®®®. Wu et al.*®, utilizando
esta metodologia, observaram que algumas espécies anaerdbias perderam sua viabilidade no

interior do tecido conjuntivo de ratos, mesmo antes do primeiro periodo experimental, que foi
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de 14 dias, mostrando que esses poderiam ter perdido sua viabilidade por periodos que, embora
desconhecidos, tdo curtos quanto 1, 2 dias ou mesmo horas apds sua implantagao.

Desta forma, por desconhecermos o tempo de viabilidade dos microrganismos
embebidos nos extratos aquoso e hidroalcodlico no interior do subcutaneo de ratos, optamos
pela utilizagao de microrganismos inativados, evitando a consequente obtengao de resultados
falso-positivos. Também, o fato de termos como objetivo a avaliacdo da possivel influéncia
exercida pelos extratos sobre os produtos e subprodutos toxicos dos microrganismos, nos leva a
necessidade de padronizagdo de uma das varidveis, neste caso, os microrganismos. Assim, se
inoculassemos os microrganismos vivos, provavelmente o facultativo se manteria viavel por mais
tempo quando comparado aos anaerdbios, podendo ser atribuido, erroneamente, a resposta
obtida generalizando para todos os microrganismos, onde, na realidade, deveria ser atribuida
apenas ao microrganismo facultativo.

A inoculagdo de microrganismos inativados minimiza a ocorréncia de uma
inflamacdo intensa capaz de promover grande destruicao tecidual ou morte do animal.
Padronizar a variavel microrganismo, possibilitou a avaliacdo da possivel influéncia desses
extratos apenas sobre 0s componentes bacterianos presentes nas paredes celulares das

bactérias envolvidas e a possivel interagdo com os diferentes fatores de viruléncia.

5.2 DA METODOLOGIA

DA ANALISE EDEMOGENICA

A fase inicial da inflamacao caracteriza-se por vasodilatacdo, aumento de
permeabilidade e transmigracdo celular. Nos tecidos saudaveis a barreira tissular do sangue é
livremente permeavel a agua, eletrdlitos 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, caracterizando o exsudato ou edema inflamatdrio.
Corantes vitais como o azul de Evans a 1%, quando administrados intravenosamente tém
capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, formando um
complexo corante-proteina, o qual funciona como um marcador de plasma. Assim, a presenca
desse corante nos locais edemaciados, possibilita a deteccao da infiltracao de proteinas dentro

da area de edema®, permitindo estimar a intensidade da agressdo®®.
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Segundo Rutberg et al.®, 0 mecanismo de implantacdo subcutanea para a anélise
microscopica pode acarretar em inflamagao devido ao trauma cirdrgico gerado. Por isso, a
andlise edemogénica seria uma maneira mais segura de se testar a biocompatibilidade nos
periodos iniciais.

Para a Analise Edemogénica, foram tomados os cuidados necessarios para evitar
fatores de interferéncia que pudessem influenciar na resposta inflamatdria inicial. A injegdo do
corante foi realizada sob anestesia geral, para se evitar movimentos bruscos e inesperados do
animal, e a inoculagao dos extratos no dorso do animal foi realizada apds 30 minutos da injecao
do corante, tempo suficiente para a circulagago do mesmo em todo organismo. A tricotomia
manual foi realizada apenas apds a morte dos animais, evitando possiveis alteragdes no teste,
uma vez que, a inflamagao decorrente da tricotomia poderia interferir nos resultados.

Com relacao aos procedimentos laboratoriais, o espectrofotometro foi calibrado
imediatamente antes da leitura, sendo todos os grupos submetidos a leitura no mesmo

momento.

DA ANALISE MICROSCOPICA

O método de implantacdo subcutanea utilizado neste estudo possui varias das
qualidades desejaveis de um teste secundario para avaliacio bioldgica de materiais® ",
Costa®, em 2001, descreve dentre as muitas vantagens do método, a facilidade na execucdo e
na manutencdo dos animais, possibilitando uma amostra maior com varios animais em curto
periodo de tempo, a rapidez no processamento laboratorial, uma vez que ndo necessita da fase
de desmineralizacago quando nao envolve tecido calcificado e o baixo custo para o
desenvolvimento da metodologia.

De acordo com Olsson et al.’}, o implante em tecido subcutdneo de ratos tem
sido largamente utilizado e aceito. Esta avaliagdo tem sido realizada de diferentes maneiras,

3%% em esponjas cirlrgicas®™, por meio de tubos de dentina

82,91

como diretamente no tecido

38,40,96 31,56,96

humana , tubos de teflon ou utilizando tubos de polietileno Optamos pela
implantagdo de tubos de polietileno, baseados em dados da literatura que demonstram a
biocompatibilidade desse material*®#0#291:967,

Entre as vantagens oferecidas por esse método, destaca-se a facilidade de se
estabelecer a quantidade do material a ser pesquisado®, a possibilidade de evitar traumas

mecanicos, quando utilizados como matriz, diferindo do trauma exercido por material
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implantado diretamente no tecido, além de propiciar padronizacdao da interface material-
tecido**L.

Tubos de polietileno foram utilizados por Makkes et al.”, que concluiram que sua
manipulacdo e implantacdao sdo faceis, salientando também o fato de, por nao apresentarem
reacao aos tecidos circundantes e por serem estaveis, nao 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
movimentacao, tornando-se, desta forma, um teste indicado para avaliar a resposta tecidual
quando implantado em subcutaneo de ratos.

O pequeno diametro do tubo foi selecionado para, aliado a presenca de um cone
de papel, minimizar o escoamento das solugdes do interior do tubo € ao mesmo tempo,
suficientemente largo para permitir o preenchimento do tubo com uma agulha hipodérmica.

Vale ressaltar que, os autores que utilizaram esta metodologia avaliaram
materiais na forma de cimentos, pastas ou materiais que se tornavam sdlidos apds reacao de
presa. Entretanto, a substancia a ser testada neste estudo se encontrava sob a forma de
liguido, dificultando sua manutencdo no interior do tubo. Desta forma, um cone de papel foi
introduzido no interior do tubo de polietileno, como salientado, a fim de impedir o escoamento
das solugbes, tendo o cuidado de manté-lo aquém do comprimento total do tubo, evitando
contato direto com o tecido. 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. Metodologia semelhante foi empregada por Pullin e Carvalho®.

Quanto aos periodos experimentais de avaliagdo a ADA (1972 e 1982) sugere
periodos experimentais que podem variar entre 7-10, 21-35 e 60-80 dias. No entanto, ndo
existe na literatura um consenso entre os autores quanto aos periodos de avaliacao. Assim,
observa-se periodos que variam de 7 a 180 dias®®°110102,

Vale ressaltar a observacdo feita por Moretton et al.!®, que um més de vida do
rato equivale a aproximadamente 30 meses para o humano, portanto, se considerarmos um
periodo de vida de trés anos para o rato, comparando com o periodo de vida do humano
equivale a 90 anos.

|.38,39,40

Baseados nos trabalhos de Holland et a , optamos pelos periodos de 7 e 30

dias, considerando que trabalhos similares obtiveram resultados semelhantes quando
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comparado periodos mais longos que 30 dias, indicando que a resposta tecidual apds esse
periodo permanece praticamente inalterada.

Com relagdo ao processamento das pegas, um problema encontrado foi a dureza
do tubo contendo o cone de papel, o qual interferiu com o seccionamento do tecido, resultando
na exclusao de varios espécimes.

Com a finalidade de superar esta dificuldade, alguns autores realizaram a

104105 " porém durante um

remocao prévia do tubo de polietileno anteriormente a microtomia
estudo piloto, foi observado, com a tentativa desta remocao, um consideravel deslocamento do
tecido aderido a extremidade do tubo, criando muitas vezes distor¢des e artefatos, prejudicando
assim a leitura das laminas. Portanto, apesar das dificuldades, o tubo de polietileno contendo o
cone de papel foi cortado juntamente ao tecido conjuntivo adjacente, utilizando uma lamina

especial de tungsténio (Leica).

5.3 DOS RESULTADOS

DA ANALISE EDEMOGENICA

Udaka et al.!%, afirmam que a avaliacdo dos resultados experimentais em testes
edemogénicos apresentam dificuldades na precisdo dos dados, podendo-se 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 2, ainda que se tenha realizado a padronizacao dos
procedimentos técnicos e a utilizacdo de animais em condicdes semelhantes, ndo se pode evitar
a variacao dos resultados entre os varios espécimes.

O edema apresentou-se semelhante nos dois periodos de tempo avaliados
independente do grupo estudado, embora, no periodo de 6 horas tenha ocorrido um ligeiro
aumento na sua quantidade, estatisticamente nao significante. Esse resultado quando
confrontado diretamente com o estudo de Novais®* que avaliou esses mesmos grupos, porém
sem a adicao de microrganismos, obtendo resultados semelhantes, nos leva a concluir que a
presenca dos microrganismos inativados possivelmente nao tenha interferido com o padrao de
resposta inflamatoria inicial.

Porém, por tratar-se de produtos e subprodutos bacterianos de microrganismos

inativados, nao é conhecido quanto tempo esses levariam para provocar uma resposta
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inflamatdria, assim, concordamos com Novais®' quando afirma que para se avaliar a evolucdo
das respostas bioldgicas iniciais pode-se, em estudos futuros, planejar intervalos de tempo
maiores.

Quando se avaliou o resultado geral dos grupos (Grafico 2), embora nao
estatisticamente significante, o soro apresentou-se ligeiramente melhor, causando menor
edema, seguido do aquoso e do hidroalcodlico que apresentou o maior edema inicial. Pode-se
verificar que a presenca dos microrganismos inativados ndo alterou de forma drastica o edema
proporcionado pelos mesmos materiais puros, esta afirmativa encontra respaldo ao
compararmos o resultado obtido com o trabalho de Novais®!, o qual obteve o mesmo padrdo de
resposta. O resultado geral do hidroalcodlico ficou elevado devido aos valores de edema
observados no periodo de 3 horas em que acreditamos que sua reacao tenha sido intensificada
devido a presenca do etanol.

Tanto o grupo soro quanto o aquoso apresentaram ligeiro aumento do edema no
decorrer do tempo, enquanto o hidroalcodlico apresentou decréscimo. Este fato pode ser
explicado, provavelmente, devido ao efeito irritante do etanol no periodo inicial, e sua
metabolizacdo pelo organismo no periodo de 6 horas (Grafico 3). Portanto, em trabalhos
posteriores, pode-se pensar na eliminacdo do etanol antes da sua utilizacdo, uma vez que o
mesmo se comportou bem como agente extrator dos principios ativos, porém pode ter

mascarado ou interferido no efeito exercido pelos componentes ativos do extrato.

DA ANALISE MICROSCOPICA

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que a resposta tecidual tardia,
em todos os grupos avaliados, apresentou progresso do reparo em funcao do tempo, como era
esperado (Grafico 4). Desta forma, considerando a intensidade, observa-se uma resposta
tecidual no periodo inicial (7 dias) extremamente severa quando comparada diretamente com os
resultados obtidos de Novais®!, quando da auséncia dos microrganismos inativados. Desta
forma, verificamos que os microrganismos inativados exerceram acao inflamatdria no periodo
inicial, sendo seus fatores de viruléncia e componentes bacterianos presentes nas paredes e/ou
capsula das bactérias, debelados pela resposta inflamatéria do organismo. Assim, é possivel
afirmarmos somente que nem 0s implantes nem a presenca dos microrganismos inativados
impediram a progressao natural do reparo, porém nao se pode atribuir esta evolucao benéfica a

possivel acdo exercida pelos extratos, uma vez que o soro também exibiu esta progressao.
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Os escores gerais dos diferentes grupos, quando avaliados desconsiderando a
variavel tempo, permitiram concluir que nenhum grupo apresentou resposta estatisticamente
superior (Grafico 5), o que difere dos resultados de Novais®® que encontrou melhor resposta
para os extratos aquoso e hidroalcodlico, reagindo melhor que o préprio grupo controle, levando

a sugestdo, segundo a autora, de provaveis efeitos benéficos ao controle da inflamagao.

No periodo de 7 dias, observaram-se respostas inflamatorias severas, devido,
provavelmente, a presenca dos microrganismos inativados e suas possiveis agdes sobre o
hospedeiro. Esta afirmativa encontra respaldo quando comparamos diretamente os resultados
obtidos por Novais®* que também salienta a existéncia de uma inflamacdo, porém em menor
grau que o observado neste estudo, considerado como moderada por esta autora. Soma-se a
isso, as justificativas encontradas na literatura que evidenciam a ocorréncia de respostas

42,91,99

inflamatorias detectadas no método, decorrentes do trauma cirtrgico porém bastante

diferentes do resultado obtido com microrganismos.

Quando comparado os grupos entre si no periodo de 7 dias, o hidroalcodlico
apresentou resultados superiores ao aquoso, havendo também uma tendéncia de apresentar
melhor resultado que o soro, porém ndo estatisticamente significante, o que nos permite
aventar a possibilidade de que o extrato hidroalcodlico tenha, possivelmente, exercido acao
benéfica sobre os fatores de viruléncia existentes nos microrganismos inativados avaliados,
assim como sobre os componentes bacterianos existentes na capsula e parede bacteriana

destes. Entretanto, estatisticamente este fato ndo pode ser afirmado.

No periodo de 30 dias, houve um controle do processo inflamatdrio em todos os
grupos avaliados, com resultados bastante semelhantes entre si (Grafico 6). Assim, avaliando os
trés grupos neste periodo, embora observa-se niveis de inflamagao bastante reduzidos, quando

comparados ao periodo inicial, estes encontravam-se ainda em processo de reparo.

No entanto, segundo Torneck® apds duas semanas da implantacdo, os tubos de
polietileno, quando implantados vazios, iniciam o reparo de alguns sinais da inflamacao que
induziram, e depois de trés semanas a inflamacdo praticamente desaparece, assim, pode-se
desconfiar da intensidade aumentada quando comparado com o estudo de Novais®!, devido a
presenca dos microrganismos inativados e sua destruicao tecidual potencialmente severa.

Desta forma, pode-se verificar que os extratos testados ndo interferiram na
resposta bioldgica, possibilitando a evolucao normal do processo de reparo e, embora
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estatisticamente ndo seja possivel afirmar que os extratos tenham apresentado a propriedade
de inativar os efeitos toxicos provocados pelos componentes bacterianos nas condicOes
utilizadas neste trabalho, o extrato hidroalcodlico provavelmente exerceu acdes benéficas sobre
0s componentes bacterianos, uma vez que sua resposta no periodo de 7 dias apresentou-se
diferenciada dos outros grupos, significando que, possivelmente, algum componente extraido
pelo etanol apresente acdo de inativacao de alguns dos compostos toxicos presentes nos

microrganismos inativados.

De acordo com os resultados, os extratos de araga (Psidium cattleianum)
merecem mais atengao para sua utilizacao em futuros projetos de pesquisa, uma vez que se
trata de uma planta praticamente inédita em estudos na area odontoldgica, com grande
potencial antimicrobiano, comprovada compatibilidade bioldgica, mas que necessitam ser melhor
avaliadas para se obter os principios ativos os quais poderdo fazer parte da obtencdo de futuros

farmacos utilizados na area odontoldgica.
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos a partir da metodologia empregada no

presente estudo, pode-se concluir que:

e Em geral, o edema se apresentou constante com o tempo nos grupos sem diferencga
entre eles, porém a solucdao hidroalcodlica + bactérias apresentou edema inicial maior
com decréscimo no periodo final, tornando-se semelhante as outras solugdes estudadas;

e O processo de reparo se conduziu de forma esperada no decorrer do tempo,
evidenciando que as solucdes obtidas dos extratos de aragd ou o soro acrescido da
solugdo de microrganismos inativados, ndao foram capazes de exercer nenhuma
influéncia negativa;

e As respostas teciduais observadas no periodo de 7 dias sugerem que a solugado
hidroalcodlica tenha exercido acado inibitdria mais nitida sobre os produtos e subprodutos
dos microrganismos avaliados;

e No periodo de 30 dias as solucdes aquosa e hidroalcodlica apresentaram respostas
bioldgicas semelhantes ao soro, indicando ndao exercerem interferéncia sobre os
possiveis efeitos toxicos dos componentes bacterianos no sentido de favorecer o reparo,

contudo as associagdes ndo impediram o0 mesmo.
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