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RESUMO

Extratos de folhas de araga (Psidium cattleianum) sdo biocompativeis e quando
associados ao hidroxido de célcio [Ca(OH)2] inibe o Enterococcus faecalis em 24
horas. O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vivo, a resposta biolégica de
pastas de Hidroxido de Calcio [Ca(OH)2] com diferentes veiculos preparados a partir
de extratos vegetais de araga (Psidium cattleianum). Para o preparo das pastas foi
acrescido ao hidroxido de calcio, solugdes aquosa, etandlica e etandlica
resuspendida em propilenoglicol preparadas com extrato vegetal de Araga e como
grupo controle foi utilizada a pasta de Ca(OH)2 associado ao propilenoglicol. Para a
analise microscopica, tubos de polietileno contendo as pastas experimentais foram
implantados na regiao dorsal de 20 ratos machos (Wistar) pesando entre 200g e
280g. Os periodos de avaliagdo foram de 7 e 30 dias. As laminas obtidas foram
analisadas na coloragdo de Hematoxilina e Eosina atribuindo-se escores para
intensidade da resposta tecidual. Na analise histoldgica foi observada que a reagéo
tecidual foi semelhante entre os extratos aquoso, etandlico e etandlico
ressuspendido em propilenoglicol, e sem diferenga estatistica do veiculo
propilenoglicol (controle) (p<0,05). Pode-se concluir que a utilizagdo de extratos de
araca como veiculo do Ca(OH)2 apresentam resposta tecidual favoravel, merecendo

mais atengao em pesquisas.

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

Leaf extracts from ‘araga’ (Psidium cattleianum) are biocompatible and when
combined with calcium hydroxide [Ca(OH)z] inhibits Enterococcus faecalis in 24
hours. The aim of this study was to evaluate in vivo the tissue response of the ‘aracga’
leaf extracts associated to calcium hydroxide [Ca(OH)z] with different vehicles
prepared from plant extracts of ‘araga’ (Psidium cattleianum). To prepare the
substance were added to calcium hydroxide, aqueous ‘araca’ extract, ethanolic
extract and ethanolic extract resuspended in propylene glycol. As control group was
used [Ca(OH)2] with propylene glycol. For microscopic analysis, polyethylene tubes
containing the experimental substances were implanted in the dorsal region of 20
male rats (Wistar) weighing between 200 and 280 g. The period of analysis was 7
and 30 days. The tissues were stained with Hematoxylin and Eosin, and scores were
attributed for intensity of tissue response. As a result, the repair progress was
observed over the time (p<0,05). The tissue response was similar between the
aqueous and ethanol extract, and ethanol extract resuspended in propylene glycol
and no statistical difference compared to the control group. It can be concluded that
the use of extracts of guava as a vehicle of [Ca(OH)2] presents favorable tissue
response, deserving more attention because it is a recent line of research, and has

great potential antimicrobial and good biological response.

Keywords: Endodontics, materials test, vegetable extracts
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1. INTRODUGAO

A odontologia vem sofrendo grandes avancgos técnico-cientificos ao longo dos
anos. As técnicas estao sendo aprimoradas, surgem novas maneiras de se realizar um
procedimento, ocorre uma evolugdo em todos os sentidos. Na endodontia ndo é
diferente, faz-se necessario o aperfeicoamento, e descobrimento de novas técnicas e
de novos materiais visando o maior indice de sucesso endodéntico.’

O tratamento endoddntico quando realizado deve seguir passos importantes para
que nao ocorra a contaminacdo dos tecidos periapicais e nao aconteca a
recontaminacdo do canal por bactérias residuais, sendo assim, o preparo biomecanico
juntamente com a irrigacdo e a utilizagdo de medicamentos intracanais sé&o
extremamente necessarios para o sucesso do tratamento.

Contudo apenas a agdo mecanica dos instrumentos associada a irrigagdo muitas
vezes néo é capaz de eliminar grande parte dos microrganismos presentes no sistema
de canais radiculares infectados devido a sua complexidade anatomica, local onde
estdo alojadas bactérias que nao serdo eliminadas pelo preparo biomecanico? ou
aquelas localizadas nas reabsorgdes periapicais (infeccdo extra-radicular) e/ou
protegidas pelo biofiime apical®. Ainda que o preparo biomecénico reduza
significativamente o numero de microrganismos, aqueles que persistiram, ao se
multiplicarem podem ocasionar a recontaminagdo do mesmo? podendo estes ser
novamente detectados na luz do canal principal apds 72 e 96 horas.*®

Nas infeccbes endodénticas, o hidroxido de calcio, Ca(OH)2, € amplamente
utilizado como medicacgéao intracanal, visto que possui excelentes propriedades, como a
de alterar o metabolismo enzimatico dos microrganismos a partir da influéncia de um
gradiente de pH altamente alcalino e também por sua biocompatibilidade.® Porém, o
Ca(OH)2 age por contato direto e sua agdo pode torna-se prejudicada frente a
microrganismos que tem a capacidade de penetrar profundamente nos tubulos
dentinarios.” Outro fator a ser considerado € o tempo de contato necessério para sua
acdo.® Alguns estudos demonstram que alguns microrganismos como Enterococcus

faecalis e Candida albicans ainda podem resistir a sua agao.%%10.11
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Devido a essa possivel resisténcia ao Ca(OH)2 a utilizagdo de plantas medicinais,
cujo respaldo se da por pesquisas etnofarmacobotanicas'?'314 tem sido explorado.’?-20
Esses medicamentos fitoterapicos podem ter vantagens sobre os compostos sintéticos,
tais como a diversidade, flexibilidade, acessibilidade, disponibilidade e uma ampla
aceitag&o.?'

Psidium pertence a familia Myrtaceae e € comumente encontrado na América
tropical. Tradicionalmente, plantas de Psidium spp. sdo usadas para o tratamento de
escorbuto na Asia e Africa, para tratamento de tosse e doengas pulmonares na Bolivia
e Egito, usado como anti-diarréico no México, e como anti-inflamatério e agente
hemostatico na China.??23

Bianco, em 2004, e Landucci, em 2005, analisaram extratos de plantas do
cerrado brasileiro, e comprovaram uma excelente atividade antimicrobiana de alguns
extratos. Bianco, em 2004, '® concluiu que dentre as 18 (dezoito) espécies de vegetais
avaliadas, apenas os extratos da folha de aracga (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 preparagdes etandlicas e aquosas mostraram a mesma atividade
antimicrobiana em todas as modalidades de testes realizados, o0 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 ndo s&o utilizadas no controle de biofilme microbiano e mesmo
no tratamento das infeccbes superficiais da boca, embora possam ser encontradas
referéncias ao seu uso como parte da medicina popular em outras areas, como anti-

inflamatérios, anti-reumaticos, anti-diarréicos e outros usos populares.'®

Gaetti-dJardim et al. (2011) mostraram que extratos de Psidium cattleianum
apresentam a capacidade de inibir o crescimento de microrganismos como
Streptococcus mutans, anaerobios como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, microaerdfilos como o Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Enterococcus faecalis e Candida albicans tanto em estado
plancténico quanto em biofilme.'’® Atuam também na redugdo das expressdes

protéicas envolvidas com o metabolismo, glicdlise e produgdo de acido latico do
| 9
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Streptococcus mutans,’ e diminuem o crescimento de Streptococcus mutans em
biofilme de ratos e a desmineralizagédo de esmalte.?* Outro trabalho avaliou os extratos
em subcutaneos de ratos para observar a resposta bioldgica dos tecidos e estes se
mostraram biocompativeis, estimulando ainda mais seu possivel uso.'®

Segundo Novaes (2008)%%, os extratos vegetais aquoso e etandlico de araga
apresentaram-se biocompativeis com resposta semelhante ao soro fisiologico e
potencial para uso em odontologia.

Dezan, Jr et al.(2010)?° avaliaram a atividade antimicrobiana da associagdo dos
extratos etandlico e aquoso de araga ao hidroxido de calcio frente a Enterococcus
faecalis, frequentemente encontrado em casos de insucesso endodoOntico, que
apresentaram maior poder antimicrobiano quando comparado a associagdo do
Ca(OH)2 a agua destilada. O extrato etandlico associado ao hidroxido de calcio
apresentou atividade antimicrobiana maxima no periodo de 24 horas.

Durante a colocacao da pasta de hidroxido de calcio como curativo de demora,
este pode entrar em contato com os tecidos periapicais via forame principal e
ramificagcbes. Embora seja conhecido que a associagdo dos extratos vegetais ao
hidroxido de calcio apresente potencial atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus
faecalis,!” sua compatibilidade biolégica ¢é desconhecida, neste sentido nos

propusemos a realizacado deste trabalho.

| 10
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2. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar a biocompatibilidade da associagdo do
extrato de araga (Psidium cattleianum), aquoso, etandlico e etandlico ressuspendido
em propilenoglicol, ao Hidroxido de Calcio comparada a associagcao de Ca(OH)2 ao

propilenoglicol, por meio da analise microscépica em ratos.

| 11
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3. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa tem aprovacdo da Comisséo de Etica em Pesquisa Animal estando
de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pelo CEUA de acordo com o Protocolo n° 07457/2010.

3.1. PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

As folhas de aragca (Psidium Cattleianum) foram obtidas na Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, SP,
Brasil. Foram preparados extratos de folha de araga, de plantas sadias cultivadas como
plantas ornamentais e com identificacdo e linhagem conhecidas. As folhas 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 remover a superficie impregnada com poeira ou insetos. As folhas
foram, em seguida, lavadas em agua corrente e colocadas para secar em temperatura

ambiente, e posteriormente em estufa a 40°C até ficarem secas e quebradigas.?®

A seguir, procedeu-se a etapa de fragmentagdo das folhas em liquidificador

industrial até obtencao do p6 das mesmas.

Os extratos aquoso e etandlico foram preparados de acordo com a metodologia
descrita por Machado et al em 2012.2° Assim, para a obtengdo do extrato aquoso, 20
gramas do po6 das folhas de araga foram adicionadas a 250 ml 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 foi purificado por meio
de filtracdo fracionada em membranas de éster de celulose de porosidade 0,65mm e
esterilizado por filtracdo em membranas de 0,22mm (Millipore®) e armazenado em

frascos ambar esterilizado.

O extrato etandlico foi obtido adicionando 20 gramas do pé das folhas a 250 ml
de etanol 80%, 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 extragao dos principios ativos.

| 12
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Finalmente, foi realizada a filtragem da preparacdo por meio de filtragdo comum.
A seguir, o extrato foi esterilizado por filtragdo em membranas de éster de celulose de

0,22mm (Millipore®) e armazenado em frasco ambar esterilizado.

Uma parte deste extrato etandlico (125 ml) foi colocado em Béquer em estufa a
40°C para evaporagao. Depois de evaporado, nesta placa foram colocados 125 ml de
propilenoglicol para ressuspender. Obtendo-se, dessa forma, o extrato etandlico

ressuspendido em propilenoglicol.

Com o preparo dos extratos as seguintes associagbes foram constituidas na
proporcao de 1g de Ca(OH)2 para 1ml do veiculo: extrato aquoso + Ca(OH)2; extrato
etandlico + Ca(OH)2; extrato etandlico ressuspendido em propilenoglicol + Ca(OH)z;

propilenoglicol + Ca(OH)2

3.2. ANIMAIS

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 20 ratos machos da
variedade Wistar (Rattus norvegiccus) com idade de dois meses e massa corporal de
aproximadamente 250 gramas provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP, mantidos durante todo o periodo experimental com dieta

soélida (Guabi Nutrilabor, Mogiana Alimentos SA, Brasil) e agua ad libitum.

3.3. IMPLANTE EM TECIDO SUBCUTANEO DE RATOS
Para esta etapa foram utilizados 10 animais para cada periodo experimental,

sendo esses periodos de sete e 30 dias, totalizando 20 animais para o experimento.

Cada animal recebeu quatro implantes, cada um contendo um grupo
experimental: extrato aquoso + Ca(OH)2; extrato etandlico + Ca(OH)z2, extrato etandlico
ressuspendido em propilenoglicol + Ca(OH)2 e propilenoglicol + Ca(OH)2, portanto

soma-se 20 implantes para cada grupo experimental e controle.

| 13
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3.3.a. Obtencao dos Tubos de Polietileno

Tubos de polietileno (Abbott Labs of Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), com 1,6mm de
diametro externo e 7,0mm de comprimento, sem selamento nas extremidades,
serviram para acomodagao dos materiais testados, a introducéo das pastas nos tubos
foi realizada com o auxilio de uma seringa de insulina e agulha hipodérmica 0,70 x
25mm (22G x 1 1/4").

1,6 mm
7 mm

Tubo para implante

Figura 1 - esquema do tubo de polietileno para implante subcutaneo.

3.3.b. Procedimentos cirurgicos para implante
Para realizagdo da intervengdo cirurgica, 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).

Apos tricotomia manual da area dorsal e antissepsia com iodo a 5%, foi realizada
uma incisdo longitudinal com lamina de bisturi numero 15C acompanhando a linha
mediana, com extensdo de 1cm atingindo o tecido subcutdneo. Desta forma, foram
implantados, no tecido subcutaneo dos animais, os tubos de polietileno, levados por um
trocarte, contendo a pasta preparada com extrato de araga etandlico (G1), extrato de
araga aquoso (G2), extrato de araga etandlico ressuspendido em propilenoglicol (G3) e
o controle (G4), conforme posicionamento visto na figura 2. A incisdo longitudinal da

pele foi entdo suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson).

| 14
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Dorso do Animal

i

G1 G2

Lado Esquerdo Lado Direito
G3 G4

) |

Figura 2 - esquema do dorso do rato com o sitio cirurgico que recebera cada implante

de polietileno com os grupos experimentais.

Figura 4

Figuras 3 e 4 - Preparo dos tubos de polietileno utilizados para o implante e insergao
das pastas dentro dos tubos com auxilio de seringa de insulina e agulha hipodérmica.

Padgina| 15
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iffigﬁra 6

Figura 5

Figuras 5 e 6 - Tricotomia manual da regidao dorsal do animal e anti-sepsia com iodo a
5%.

Figuras 7 e 8 - Incisao longitudinal atingindo o subcutdneo com lamina de bisturi
numero 15 e trocarte, com ponta romba, para inser¢ao dos tubos no subcutaneo.

Figura 9

Figura 9 - Remogéao da pega contendo o tubo e os tecidos circundantes com auxilio de

tesoura apos os periodos experimentais.

Padginal| 16
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Os animais foram mortos por overdose anestésica aos sete e 30 dias para
obtencado das pecas contendo o tubo de polietileno, circundado por tecido conjuntivo
adjacente. Uma vez removidos, os tecidos foram fixados em solu¢cdo de formalina a
10% e pH 7,0, por 48 horas e lavadas em agua corrente por 5 horas. As pecas foram
entdo desidratadas e incluidas em glicol metacrilato (Historesin - Leica), sendo
orientadas de maneira a permitir cortes histolégicos do implante em seu sentido
longitudinal. Os cortes, semi-seriados e com 3 micrOmetros de espessura, foram

corados com Hematoxilina e Eosina para analise microscopica.

A avaliagao da irritagcdo tecidual produzida pelas pastas, foi realizada segundo
critérios descrito por Machado et al.?® e pelo Federation Dentaire International
Commission of Dental Materials, Instruments, Equipment and Therapeutics.?® Desta
forma, o infiltrado inflamatdrio presente, do tipo crénico ou agudo, foi assinalado em
conformidade com o numero aproximado de células inflamatérias presentes em
aumento de 40X. A auséncia de células inflamatorias recebeu escore 0 (zero). Quando
o numero de células inflamatérias foi inferior a 25, o infiltrado inflamatdrio foi
considerado pequeno (escore 1). O critério moderado (escore 2) foi atribuido quando
detectadas de 25 a 125 células inflamatdrias. Caso essas células ocorressem em
numero superior a 125, o infiltrado inflamatério era considerado severo ou intenso
(escore 3).

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 150um.3"-32

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados relativos aos achados microscopicos na forma de escores, foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney, para comparar os resultados obtidos nos dois
periodos de avaliagao (7 e 30 dias) e Kruskal-Wallis para comparar os grupos entre si
sem considerar a influéncia do tempo e, finalmente, uma ultima comparagao, 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%.

| 17
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4. RESULTADOS
4.1 Analise Microscopica:
ARACA AQUOSO - 7 dias

De maneira geral, o grupo apresentou capsula fibrosa espessa; observou-se
também a presenca de alguns vasos sanguineos (angiogénese). Quanto ao aspecto
celular, no tecido de granulagdo foram vistos linfocitos e macréfagos dispersos pelo
tecido de reparo. Existe também uma abundéncia de fibroblastos em atividade. A esses
fibroblastos estdo associadas fibras colagenas, possuidoras de aspecto ligeiramente

desorganizado e complexo (Figura 10).
ARACA AQUOSO - 30 dias

De forma geral, pode-se perceber a diminuicdo do grau de resposta inflamatdria
tecidual. As capsulas revelaram-se mais finas, prevalecendo valores de capsula
menores que 150 ym em maior quantidade de laminas, quando comparado ao periodo
de 7 dias . Num aspecto celular, foi verificado uma quantidade menor de fibroblastos,
porém uma maior quantidade de fibrocitos perifericamente, envoltos por fibras
colagenas mais bem dispostas e organizadas paralelamente ao implante. Ou seja, por
registro de aumento de 40x, observou-se uma redugéo da quantidade de células, tanto
de fibroblastos,quanto de células inflamatérias comparativamente ao periodo de 7 dias
(Figura 11).

1- ARACA AQUOSO - 30 dias

..‘ -t

FIGURA 10 - ARACA AQUOSO -7 dias FIGURA 1

Figura 10 e 11 — Andlise histolégica do grupo extrato de araga aquoso nos tempos pds-

operatério de 7 e 30, respectivamente. (Hematoxilina e Eosina, 10x)

Padginal| 18
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EXTRATO ETANOLICO - 7 dias

O grupo apresentou capsulas prevalentemente espessas. As laminas nos revelam
uma capsula povoada por células inflamatorias, com predominio de macréfagos,

linfocitos e outras células mononucleadas, caracteristicas de uma inflamacgao crénica.

Pode-se constatar também em um espécime a presenca de eosindfilos. Quanto
aos fibroblastos, esses foram evidenciados em meio a poucas fibras colagenas que se

apresentavam em disposi¢ao complexa e desorganizadas (Figura 12).

EXTRATO ETANOLICO - 30 dias

Este grupo também apresentou um grau maior de organizagao tecidual em
relacdo ao periodo de 7 dias. As capsulas se apresentaram menos espessa e
composta por fibras colagenas mais organizadas, condensadas e dispostas
paralelamente ao implante. Foi verificado um menor numero de fibroblastos e de
células inflamatdrias, indicando uma maturacéo do reparo. Os macrofagos ao redor do
implante apresentavam menor didametro, indicando uma diminuigdo no processo de

atividade fagocitaria, exercendo satisfatoriamente sua funcdo de isolar o organismo da

substancia exégena (Figura 13).

o : A £

Figura 12- EXTRATO ETANOLICO - 7 DIAS Figura 13 - EXTRATO ETANOLICO - 30 DIAS

Figura 12 e 13 — Analise histolégica do grupo extrato etandlico nos tempos poés-
operatorio de 7 e 30, respectivamente. (Hematoxilina e Eosina, 10x)

Pdginal| 19
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EXTRATO ETANOLICO RESSUSPENDIDO EM PROPILENOGLICOL - 7dias

As capsulas se mostraram espessas. O grupo apresentou caracteristicas tipicas
do periodo de 7 dias, com grande quantidade de fibroblastos, com fibras colagenas

dispersas. Houve uma lamina com presencga de eosindfilos (Figura 14).
EXTRATO ETANOLICO RESSUSPENDIDO EM PROPILENOGLICOL - 30 dias

O grupo apresentou amostras com imagens microscopicas que indicam que
ocorreu uma grande diminuigdo do quadro inflamatério comparado ao periodo de 7
dias. As capsulas apresentaram maior quantidade de espécimes com espessura maior
que 150 um, apesar de também haver aquelas com dimensdes menores que esse
valor. Vasos sanguineos de pequeno calibre foram visualizados em todas as laminas

analisadas.

A nivel celular as laminas apresentam um povoamento diminuido de células
inflamatdrias, como macréfagos, linfécitos e outras células mononucleadas. Os
fibroblastos foram observados em meio a fibras colagenas que se apresentavam em

disposicdo mais organizadas em volta do implante, com caracteristica de

desorganizagdo somente em algumas regides (Figura 15).

Figura 14 - EXTRATO ETANOLICO Figura 15 - EXTRATO ETANOLICO
RESSUSPENDIDO EM PROPILENOGLICOL -7 DIAS ~ RESSUSPENDIDO EM PROPILENOGLICOL - 30 DIAS

Figura 14 e 15 — Analise histologica do grupo extrato etandlico ressuspendido em
propilenoglicol nos tempos pés-operatério de 7 e 30, respectivamente. (Hematoxilina e

Eosina, 10x)
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PROPILENOGLICOL + CA(OH)2 (CONTROLE) - 7 dias

Prevalentemente, foi observado capsulas fibrosas espessas e a presenga de

vasos sanguineos de pequenos diametros nessa capsula.

Quanto ao aspecto celular, observou-se a presenca de células mononucleadas,
principalmente de linfocitos e macréfagos no tecido de reparo. Em cortes que houve
extravasamento, a quantidade de células inflamatérias obteve um escore maior, ou

seja, apresentou maior quantidade de células inflamatérias.

Observou-se fibroblastos associados a fibras colagenas, caracterizadas por seu
aspecto disperso e desorganizado. Em apenas um espécime pode-se observar uma
capsula fibrosa bem mais condensada e menos espessa em relagado ao restante das

l&minas (Figura 16).

PROPILENOGLICOL + CA(OH): (CONTROLE) — 30 dias

As imagens microscopicas indicam que ocorreu uma grande diminuigdo do
quadro inflamatério comparado ao periodo de 7 dias. O aglomerado de células
inflamatodrias foi substituido por capsula de fibras colagenas, com aspecto mais
organizado, espesso € bem definido, bem como as fibras se apresentando dispostas

paralelamente a area do implante.

O grupo apresentou maior quantidade de fibrécitos, tanto em relagcédo as células
inflamatdrias, quanto em relagao aos fibroblastos. Em geral a camada de macrofagos
estava mais discreta e a quantidade de linfécitos e outras células mononucleadas

estava bastante diminuida (Figura 17).
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Figura 16 - CONTROLE -7 IAS Figura 17 - CONTROLE - 30 DIAS

Figura 16 e 17— Analise histolégica do grupo propilenoglicol + Ca(OH)2 nos tempos

pos-operatorio de 7 e 30, respectivamente. (Hematoxilina e Eosina, 10x)

Avaliacao quantitativa da resposta tecidual tardia aos implantes nos

periodos experimentais

Os resultados das leituras em microscopio optico, relativas a quantidade de
células inflamatdrias (infiltrado inflamatdrio) e a espessura da capsula fibrosa foram

realizados e submetidos a analise estatistica

Realizou-se o teste de Kruskal Wallis para comparagao dos grupos experimentais
e de Mann Whitney para comparagao dois a dois.

Com a andlise estatistica dos dados verificou-se haver diferenca significativa
entre o periodo 7 e 30 dias (p<0,01) favoravel ao periodo de 30 dias.

Nao se verificou diferenga entre os grupos avaliados dentro dos periodos de 7
dias e 30 dias (p>0,05), apenas entre os periodos. Os resultados estdo representados

pela tabela 1 e ilustrados no grafico 1.
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Posto médio dos grupos experimentais

Periodo 7 dias 30 dias
Aquoso 71,9 53,9
Ca(OH)2 88,6 62,3
Etandlico 95,8 45,5
Etandlico Ressuspendido 84,7 60,4

Tabela 1 - Médias dos postos das amostras dos grupos experimentais

120

100

80

60 7 dias

k30 dias
40 A

20 A

Aquoso Ca(OH)2 Etanolico Etandlico
Ressuspendido

GRAFICO 1- Representacéo grafica dos postos médios atribuidos aos grupos

experimentais
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5. DISCUSSAO
5.1 da concepcgao:

O uso prolongado de plantas medicinais tradicionalmente empregadas por
populagdes humanas cria um pensamento comum de que esses espécimes ja foram
testados e homologados por sua utilizagdo. Acredita-se que ndo necessitam, portanto,

de avaliag&o laboratorial por se apresentarem eficazes e sem efeitos colaterais.?

Entretanto, podemos observar que, apesar de seu grande uso medicinal por sua
populagéo, as estimativas mais otimistas citam que menos de 1 % da rica flora que

existe em toda zona tropical ja foi quimicamente estudada.3*

E, tendo conhecimento dessa realidade, que o presente estudo optou por estudar
extratos de araga de forma mais incisiva em fungéo dos resultados favoraveis obtidos
em estudos in vitro até aqui. Tais estudos evidenciaram a potente atividade
antimicrobiana do extrato de araga,’®'%® bem como algumas evidéncias de uma
resposta positiva do ponto de vista biologico,?® apresentando, dessa forma,
caracteristicas promissoras para a utilizacdo clinica. Faz-se necessario, entdo, sua

avaliacao de compatibilidade biologica.
5.2 dos animais:

Atualmente, existe, por parte dos cursos de graduacédo e de pds-graduagao, a
preocupacgao quanto ao seu tempo de duracao, e a possibilidade de realizar pesquisas,
e obtencdo de resultados. Dessa forma, servindo como solugdo para essa
preocupacgao, o rato, animal escolhido para o atual trabalho, possibilita periodos pos-

operatorios mais breves, ja que possuem um metabolismo acelerado.

Além disso, os ratos albinos (Linhagem Wistar) ja sdo muito utilizados em
experimentos na area médica e odontoldgica,®® além de serem de facil obtencao,
manuseio € manutencao. Sao considerados também mais econdmicos para a obtencao
da biocompatibilidade tecidual. Assim optou-se por trabalhar com ratos albinos machos

da linhagem Wistar.
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5.3 - da metodologia (analise microscépica):

Costa,®® em 2001, apresentou inimeras vantagens quanto ao método de
implantagdo subcutanea para avaliar a biocompatibilidade tecidual. Tais vantagens
estdo em torno da facilidade na execugcao e na manutencdo dos animais, de forma a
possibilitar uma amostra maior em curto periodo de tempo; rapidez no processamento
laboratorial, ndo havendo a necessidade da fase de desmineralizacdo quando ndo
envolve tecido calcificado; e o baixo custo para seu desenvolvimento. Sendo assim, o

método de implantagao subcutanea foi o escolhido para o presente estudo.

Olsson e colaboradores, em 1981, também realgaram a grande utilizacédo e
aceitacdo do implante em tecido subcutaneo de ratos. Esta avaliagcdo pode ser
realizada de diferentes maneiras, como diretamente no tecido,3”3 em esponjas
cirirgicas,®® por meio de tubos de dentina humana,’4%4! tubos de teflon*?> 43 ou
utilizando tubos de polietileno.’ 244 Optamos pela implantagéo de tubos de polietileno,

baseados em dados da literatura que demonstram a biocompatibilidade desse material.
1,32, 41,43, 45,46

Makkes et al.,*” em 1977, concluiram que a manipulagéo e implantagao dos tubos
de polietileno séo faceis, e, elucidaram ainda a vantagem de ndo apresentarem reagao
aos tecidos ao redor, e, por serem estaveis, nao alteram os materiais acondicionados
no seu interior. A essas vantagens, somam-se as caracteristicas de possuirem certa
flexibilidade, o que permite melhor ajuste ao corpo do animal. Os tubos de polietileno
foram indicados para este estudo pela ndo interferéncia nos principios ativos do

material testado e pela facilidade no seu manuseio.

Quanto aos periodos experimentais, optou-se por periodos de 7 e 30 dias, ja que,
baseado em estudos feitos por Holland et al. (2002),*" periodos que excederam os 30
dias se mostraram com resultados semelhantes, indicando que a resposta tecidual se

torna praticamente inalterada apo6s esse periodo.
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5.1 dos resultados:

De acordo com os resultados colhidos pela analise histologica dos implantes
subcuténeos, observou-se que a resposta tecidual tardia (30 dias), em todos os grupos
avaliados, apresentou progresso do reparo em fungdo do tempo, como ja se esperava
(Gréfico1). Ficando nitido que os materiais implantados ndo impediram a progressao
natural do reparo.

Os escores gerais dos extratos vegetais, quando avaliados desconsiderando a
variavel tempo, permitiram concluir que estes, aquoso, etandlico e etandlico
ressuspendido em propilenoglicol, utilizados como veiculo do hidroxido de calcio,
reagiram de forma semelhante ao grupo controle. No periodo de 07 dias, observaram-
se respostas inflamatérias moderadas devidas principalmente, ao trauma causado
durante os procedimentos cirurgicos, proprias do método empregado.

A reacao tecidual foi semelhante entre os extratos aquoso, etandlico e etandlico
ressuspendido em propilenoglicol, e sem diferenca estatistica do veiculo propilenoglicol
(controle). Aos 30 dias, houve um controle do processo inflamatério em todos os
grupos avaliados com niveis de inflamagcdo muito pequenos. Desta forma, pode-se
verificar que os extratos testados associados ao hidréxido de calcio, foram bem aceitos
pelo organismo, nao interferindo ou talvez até beneficiando, a resposta bioldgica

durante o processo de reparo.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos da folha de araca aquoso, etandlico e etandlico
ressuspendido em propilenoglicol utilizados como veiculo do hidroxido de calcio,
apresentam resposta tecidual favoravel, semelhante ao Ca(OH): associado ao

propilenoglicol, tornando promissor seu uso na odontologia.
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