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Resumo X

RESUMO

Diversas substincias quimicas sdo utilizadas na Endodontia como medicacio
intracanal, visando a diminui¢ao do contingente bacteriano presente em dentes com necrose
pulpar. No presente estudo foram analisadas comparativamente 4 pastas medicamentosas, a
saber: hidroxido de cdalcio + propilenoglicol (Grupo 1), fracdo acetato de etila de
Pothomor phe umbellata + propilenoglicol (Grupo 2), fragao acetato de etila de Pothomorphe
umbellata + propilenoglicol + hidroxido de calcio (Grupo 3), fracdo acetato de etila de
Pothomor phe umbellata + propilenoglicol + hidroxido de calcio+ 6xido de zinco (Grupo 4).
Para tanto, 15 ratos machos pesando em média 250 g foram distribuidos de acordo com os
periodos experimentais: 7, 21 e 42 dias. As pastas foram veiculadas em tubos de polietileno,
que por sua vez foram implantados em tecido subcutaneo de ratos, na regido dorsal, sendo 2
escapulares e 2 pélvicos, num total de 4 por animal. Decorridos os periodos estipulados, os
animais foram ortotamizados e os tecidos foram processados em laboratorio para a obtengao
dos cortes histologicos, para posterior analise histopatoldgica. Os resultados foram
classificados quanto a severidade da reacdao inflamatéria e quantificados com relacdo ao
nimero de células presentes em dareas pré-determinadas. Os resultados demonstraram a
diminui¢do da resposta inflamatoria e boa tolerancia tecidual no decorrer dos periodos
experimentais. A atividade macrofagica exercida por fagodcitos mononucleares e células
gigantes inflamatdrias mostrou-se acentuada nos periodos iniciais com queda nos periodos
finais e aceitavel potencial irritativo no decorrer dos periodos estudados. A andlise estatistica
demonstrou nao haver diferenca estatistica significante entre as pastas testadas em relacdo aos
eventos histopatoldgicos avaliados, porém ocorreu diferenga estatistica significante em
relacdo aos eventos histopatoldgicos quando comparados os diferentes tempos experimentais.
Conclui-se que as pastas contendo a fracdo acetato de etila de Pothomorphe umbellata
apresentaram aceitavel potencial irritativo quando utilizada em tecido conjuntivo subcutaneo

de ratos.

Palavras —chave: Pothomorphe umbellata, Endodontia, Tratamento do canal radicular
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ABSTRACT

Several chemical substances are used in endodontics as intracanal medication, aiming
at diminishing the bacterial contingent present in teeth with pulp necrosis. In this study 4
medicinal pastes were comparatively analyzed, namely: Calcium hydroxide + propylene
glycol (Group 1), ethyl acetate fraction of Pothomorphe umbellata + propylene glycol (Group
2), ethyl acetate fraction of Pothomorphe umbellata + propylene glycol + calcium hydroxide
(Group 3), ethyl acetate fraction of Pothomorphe umbellata + propylene glycol + calcium
hydroxide + zinc oxide (Group 4). For this purpose, 15 male rats weighing 250 g in average
were distributed in accordance with the experimental periods: 7, 21 and 42 days). The pastes
were administered via polyethylene tubes that were then implanted in the subcutaneous tissue
of rats, in the dorsal region, being 2 scapular and 2 pelvic regions totalizing 4 tubes per
animal. After the stipulated periods, the animals were sacrificed and the tissues were
processed in a laboratory to obtain the histological cuts for future histopathologic analysis.
The results were classified regarding severity of the inflammatory reaction and quantified
with regard to the number of cells present in pre-determined areas. The results showed
diminishment of inflammatory response and good tissue tolerance during the course of
experimental periods. Macrophagic activity carried out by the mononuclear phagocytes and
giant inflammatory cells showed to be accentuated in the initial periods decreasing in the final
periods and irritant potential becoming acceptable during the course of the periods studied.
Statistical analysis showed no significant statistical difference between the pastes tested in
comparison with the histopathologic events assessed, but there was a significant statistical
difference regarding the histopathologic events when compared with the different
experimental moments. It may be concluded that the pastes with ethyl acetate fraction of
Pothomorphe umbellata presented an acceptable irritant potential when used in the

subcutaneous conjunctive tissue of rats.

Descriptors: Pothomorphe umbellata, Endodontics, Root canal treatment.
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INTRODUCAO

O sucesso da terapia endodontica depende da realizagdo adequada do protocolo
clinico. Intimeros sdo os fatores que interferem no sucesso de tal terapia. Segundo Otoboni
Filho (2000) existe uma relagdo direta entre a presenga de microrganismos previamente a
obturacao do canal radicular e o insucesso do tratamento.

Sendo assim, a limpeza do sistema de canais radiculares ocorre por meio da agao
mecanica dos instrumentos endoddnticos que, associada as propriedades fisico-quimicas das
solucdes irrigantes, apresentam grande importancia, pois eliminam agentes irritantes como
bactérias, seus produtos e restos de tecido pulpar, proporcionando um ambiente favoravel ao
reparo dos tecidos periapicais (MARQUES et al., 2006; FIGDOR;SANDQVIST, 2007;
MARQUES et al., 2008).

Entretanto, as variagdes da anatomia interna dos canais radiculares podem interferir no
sucesso do preparo biomecanico. O achatamento dos canais, por exemplo, dificulta a
execug¢ao das técnicas de instrumentacdo, favorecendo a persisténcia de remanescentes
teciduais em istmos, reentrancias e ramificagdes (MARQUES et al., 2008; SBERNA et al.,
2009).

Em condig¢des clinicas, o preparo biomecanico no sistema de canais radiculares nao
elimina por completo os microrganismos presentes, havendo necessidade da acdo da
medicagdo intracanal, com efetiva atividade antimicrobiana para que ocorra o sucesso do
tratamento endodontico (EVANS et al., 2003).

Neste sentido, Otoboni Filho (2000); Tanomaru Filho et al. (2002); Briso (2006);
Leonardo et al. (2006) enfatizaram a necessidade da medicacdo intracanal com o objetivo de

combater bactérias presentes nas ramificacdes do sistema de canais radiculares e erosdes da
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superficie cementaria apical que ndao foram eliminadas durante o preparo biomecanico,
proporcionando assim um ambiente favoravel ao reparo dos tecidos periapicais.

A medicacdo mais indicada para atuar contra as bactérias presentes nos canais
infectados ¢ o hidroxido de célcio, que tem sido amplamente utilizado como medicamento
devido as suas propriedades antimicrobianas e antiinflamatorias (LEONARDO et al., 2000;
ESTRELA et al.,, 2003), solvente de matéria organica (FOREMAN; BARNES, 1990),
indutora de tecido mineralizado (HOLLAND; SOUZA, 1985) e apoio a reparagao tecidual,
além de neutralizar as endotoxinas ou lipopolissacarideos, presentes na parede celular das
bactérias (LEONARDO, 2000; SIQUEIRA JR et al., 2008) . Diante da persisténcia da lesao
apical e da ndo cicatrizacdo da regido periapical, podemos encontrar microrganismos
resistentes ao preparo biomecanico e a agdo do hidroxido de célcio.

Dentre esses microrganismos encontra-se o Enterococcus faecalis, por ser capaz de
resistir ao tratamento pela capacidade de multiplicar-se em pH alcalino, pois tal patégeno
pode sobreviver em pH variando de 2 a 10 (WALTIMO et al., 1999; EVANS et al., 2002),
sobrevive em ambientes hipotdnicos, hipertonicos, acidos, alcalinos, em ambientes com falta
de nutrientes, além de possuirem mecanismos de aderéncia nas células do hospedeiro
(GOMES et al., 2006; SPONCHIADO JR, 2006; SIQUEIRA JR et al., 2008), esta bactéria ¢
frequentemente encontrada nos casos considerados refratarios.

Na Endodontia hd uma busca incessante pela melhoria e aperfeicoamento da pratica
odontologica por meio da pesquisa e desenvolvimento de novos materiais e instrumentais.

O importante crescimento mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos e
curativos tem estimulado a avaliacdo da atividade de diferentes extratos de plantas. Segundo
LORENZI; MATOS (2002), o habito de empregar o uso de plantas no restabelecimento da
saude pelos proprios membros da comunidade, comum a todos os povos e quase esquecido

por décadas, vem, nos ultimos anos, se tornando a cada dia mais intenso no mundo civilizado.
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Algumas pesquisas envolvendo fitoterapicos na Odontologia estdo sendo realizadas,
como as investigagcdes da compatibilidade bioldgica do dleo - resina da Copaifera multijuga
associado ao hidréxido de calcio bem como sua andlise fotoquimica foram estudados por
Bandeira et al. (1999a, 1999b) e Bandeira (2000) e a atividade antimicrobiana por Abnader
(2005). A Copaifera Multijuga também teve suas propriedades antimicrobianas estudadas
sobre os microrganismos da microbiota endodontica (GARRIDO et al., 2004) ¢ como
constituinte de um cimento endodontico, (GARRIDO et al., 2006a; 2006b, 2006c), também
realizou-se estudos com a planta Arctium lappa (PEREIRA, 2005) e Barbatimao
(SPONCHIADO JR, 2007), cujos extratos exibiram atividade antimicrobiana sobre
microrganismos encontrados no interior de canais radiculares.

Sponchiado Junior et al. (2006) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana de uma
medicacdo intracanal a base de Pothomorphe umbellata para controle do Enterococcus
faecalis. A fracdo acetato de etila ¢ suas subfragdes obtidas do extrato da planta estudada
apresentaram 2 ativos antimicrobianos capazes de inibir o crescimento do E. faecalis,
demonstrando grande potencial para ser constituinte de uma nova medicagdo intracanal para
uso na Endodontia.

O género Pothomorphe ¢ constituido de um ntimero pequeno de espécies. Diversos
autores acreditam que o numero de espécies deste género ndo ultrapasse meia dezena
(YUNKER, 1960). Este género inclui plantas de porte arbustivo ou herbaceo, providas de
folhas largas de contorno arredondado, base cordiforme ou peltada e apice acuminado. Suas
flores acham-se reunidas em inflorescéncias densas espiciformes e situadas nas axilas de
peciolos dilatados em bainhas (MORAES et al., 1987). No Brasil ocorrem duas espécies: P.
umbellata e P. peltata, ambas conhecidas pelos nomes vulgares de pariparoba e de caapeba e
empregadas no tratamento de diversas enfermidades, por suas atividades coleréticas,

colagogas, gastricas, antiepilética, antimaldrica e no tratamento de diabetes e doengas
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hepaticas (COIMBRA, 1958; AMORIM et. al.,, 1986; FELZENSZWALB et al., 1987;
ANDRADE-NETO et al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho visa avaliar, de modo preliminar, a
compatibilidade tecidual da fragdo acetato de etila de Pothomorphe umbellata e suas
associagdes com o hidroxido de célcio e 6xido de zinco com o propdsito de viabilizar

futuramente a sua aplicagdo na Odontologia.
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REVISAO DA LITERATURA

Para um melhor entendimento da revisao da literatura, este capitulo serd abordado em
duas partes: 1 - Trabalhos relacionados a biocompatibilidade do hidroxido de calcio; 2 —

Trabalhos relacionados com a Pothomor phe umbellata.

1 - Biocompatibilidade do hidr éxido de célcio:

Herman (1920) introduziu o hidréxido de célcio na Odontologia, e o recomendou para
recobrimento ou protecdo de polpas expostas, surgindo uma nova época na Odontologia: a
preservacgdo da polpa dental. Apresentou a formulagdo do produto “CALXYL”, uma pasta a
base de hidroxido de calcio preparada com solugdo aquosa de cloreto de sddio, cloreto de
calcio, cloreto de potéssio, bicarbonato de potdssio e de bicarbonato de sédio. Realgou na
ocasido, sua boa tolerancia tissular, associada a agdo bactericida dessa substancia, atribuindo
estas propriedades ao seu conteudo de ions hidroxila e ao pH fortemente alcalino, em torno de
12,8.

Rhoner (1940) utilizou pela primeira vez o hidroxido de célcio como substancia
obturadora do canal radicular (Calxyl), realizando pulpectomia em 20 dentes humanos, destes,
18 foram analisados histologicamente. Treze casos foram considerados como sucesso,
evidenciado o autor, através da analise histologica a formacdo de barreira mineralizada ao
nivel apical dos dentes pulpectomizados e obturados com uma formulacdo de pasta a base de
hidroxido de célcio.

Mitchel; Shankwalker (1958) avaliaram o potencial osteogénico do hidroxido de
calcio, quando nesta ocasido implantaram no tecido subcutineo de ratos, diversos materiais,

sendo um deste contendo hidréxido de célcio misturado com 4gua destilada. Através de
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analise histopatoldgica, pela coloracao de Von Kossa, observou-se na maioria dos corpos-de-
prova calcificagdes heterotopicas ao redor dos cilindros de hidréxido de célcio decorridos dez
dias de sua implanta¢do, mostrando que o hidréxido de célcio tem importante agdo na indugao
da formacgao de osso ectopico na execugao desta técnica.

Mitchell (1959) avaliou o poder de irritacdo de materiais utilizados em Odontologia,
implantando hidréxido de célcio em tecido conjuntivo subcutidneo de ratos. O referido autor
utilizou matrizes plasticas com 2 mm de didmetro e 2 mm de comprimento produzindo entio
0s materiais que seriam implantados no tecido conjuntivo subcutdneo do animal. A analise
histopatologica foi realizada nos periodos de 2, 14 e 28 dias. A reacdo ao hidroxido de célcio
foi considerada demorada, sendo primeiramente apresentada uma zona de necrose
circunjacente ao material, contornada por uma reagdo inflamatdria e formagao de uma capsula
fibrosa, tornando mais evidente aos 16 dias, ocasionando entdo uma rea¢do inflamatoria
moderada com presenca de tecido ostedide.

Yoshiki; Mori (1961) utilizaram cilindros e pastas de hidroxido de céalcio implantados
em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, no qual puderam observar uma necrose superficial,
ocorrendo logo abaixo desta necrose um arranjo estrutural de coloragdo basoéfila envolvida de
tecido fibroso, corada positivamente pelo Von Kossa pelo nitrato de Uranil, demonstrando a
presenga de calcificagdes nesta regido logo a partir do sétimo dia.

Holland et al. (1971) realizaram estudo histopatologico do comportamento de tecido
subcutaneo do rato ao implante de alguns materiais obturadores de canal radicular, através da
propor¢do po-liquido sendo os seguintes materiais: hidroxido de calcio, 6xido de zinco e
eugenol, composto de Rickert, composto de Wach, cloropercha, alphacanal e pyocidina.
Foram utilizados 128 ratos, que foram operados e sacrificados apo6s 5, 10 e 30 dias, com
remocao das pecas e fixagdo das mesmas em formalina a 10%. Apos a fixagdo as pegas foram

cortadas e coradas em H/E. Os resultados demonstraram que o hidroxido de calcio e o
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composto de Rickert foram os materiais que apresentaram os melhores comportamentos com
relacdo aos demais compostos estudados.

Provéncio (1982) analisou pastas a base de hidroxido de calcio, utilizado para a
obturagdo de canais radiculares, implantando no tecido conjuntivo subcutineo de ratos,
tubulos de dentina contendo misturas de pastas diferentes a base de hidroxido de célcio, e
sacrificando-os em periodos de 30, 60, 90 e 120 dias, avaliando comparativamente as pastas
através de andlise histopatologica pela coloragdo com hematoxilina e eosina e tricromico de
Gomori, além da variagdo no potencial de reparagdo. A autora concluiu que todos os materiais
testados, mesmo tendo um comportamento irritante, permitiram a evolu¢do por
colageinizac¢do da capsula na sucessdo dos periodos e que a lipossolubilidade do 6leo mineral
nujol interfere e retarda a provavel indu¢do da mineralizag¢ao do hidréxido de calcio.

Holland et al. (1985) avaliaram a habilidade do cimento obturador a base de hidréxido
de calcio para induzir a reparagdo tecidual. Utilizaram canais achatados de cdes e macacos
que foram obturados com Sealapex, Kerr e hidroxido de calcio. Como controle, alguns canais
foram deixados vazios. Apds 6 meses, os animais foram sacrificados, os dentes removidos e
preparados para andlise histopatologica. O Sealapex e¢ o hidroxido de calcio induziram o
fechamento apical pela deposi¢do de cemento. O fechamento foi mais freqlientemente
observado nos casos com pulpectomia parcial do que nos casos com pulpectomia total.

Mauricio et al. (1986/1987) realizaram um estudo histomorfoléogico em tecido
conjuntivo subcutidneo de ratos, com implante de pasta de hidroxido de calcio contida em
tubos de dentina humana no periodo de 30, 60, 90 ¢ 120 dias, e observaram os autores que as
misturas correspondentes aos grupos I, I e III comportaram-se como irritantes ao tecido
conjuntivo subcutaneo de rato, possibilitando, no entanto uma cépsula em colagenizagao
progressiva no decorrer dos periodos; em ordem crescente de agressividade determinada pela

histocompatibilidade, tem-se: Grupo II (hidroxido de calcio + lipiodol), Grupo III (hidroxido
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de calcio + PMCC) e o Grupo I (hidroxido de célcio + polietilenoglicol 400); massas amorfas,
sugerindo estruturas mineralizadas ectopicas foram observadas nos Grupos I e III. Concluiram
ainda que o lipiodol ultrafino interferiu nas propriedades do hidroxido de célcio.

Birman et al. (1990) avaliaram as propriedades fisicas e bioldgicas de um cimento
endodontico a base de hidroxido de calcio (Sealapex) através de sua histocompatibilidade,
revestindo o cimento estudado com laminulas de vidro, implantando-as em tecido conjuntivo
subcutaneo de camundongos, sendo que estes foram sacrificados aos periodos de 3, 7, 15,30 ¢
60 dias. Os autores evidenciaram que houve uma reagdo tecidual inflamatdéria marcante,
persistindo reagdo inflamatdéria mononuclear difusa, e que em 60 dias foi observada reagdo
local de corpo estranho.

Foreman; Barnes (1990) realizaram uma revisdo sobre o hidroxido de célcio,
evidenciando suas principais a¢des quando utilizado como medicacao intracanal. Os autores
afirmaram que o hidréxido de célcio é o material de elei¢dao no controle de infecgdes, atuando
em regides ndo atingidas pelas solucdes irrigantes; reduz a infiltragdo de fluidos periapicais
para dentro do canal, devido a formagao de uma barreira fibrosa formada quando a medicagao
entra em contato direto com os tecidos, por contracdo dos capilares sanguineos ou
simplesmente por bloqueio mecénico; proporciona o fechamento apical de dentes nao vitais,
por desenvolvimento continuado da raiz, ou por formacdo de uma barreira calcificada de
mineralizagdo do tecido através do forame apical; tratamento de reabsor¢des inflamatdrias
interna e externa, com finalidade de parar o processo e estimular a reparacdo e para o reparo
de perfuragdo radicular.

Leonardo et al. (1994) avaliaram radiograficamente o reparo apical e periapical em
dentes de cdes com lesdes cronicas, experimentalmente induzidas apds dois tipos de
tratamentos clinicos e compararam a presen¢a de microrganismos em cortes seriados,

coloridos pelo método de Brown-Brenn da regido apical e periapical. No grupo 1 utilizaram
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como irrigagdo o hipoclorito de sddio 4-6% e como medica¢do intracanal o hidréxido de
calcio. O grupo 2 teve como solugdo irrigante a Solucdo de Dakin e ndo recebeu medicagao
intracanal. Os resultados evidenciaram que houve uma marcante redu¢do ou mesmo
desaparecimento da area radioliicida com maior sucesso para o grupo 1. A extensdo da
invasdo bacteriana nos tibulos dentinarios foi maior ¢ mais intensa no grupo 2. A quantidade
de microrganismos detectados nas ramificagdes e no limen do canal foi intensa no grupo 2 e
mediana ou ausente no grupo 1. Os autores afirmaram que a medicagdo penetrou em areas nao
alcangadas por instrumentos e solugdes irrigantes ¢ também agiu como uma barreira fisica
prevenindo a reinfec¢do, ou mesmo reduzindo o risco de proliferacdo de bactérias residuais.

Economides et al. (1995) estudaram a biocompatibilidade de quatro cimentos
endodonticos, a saber: Sealapex, CRCS, AH-26 e Roth 811, e a influéncia do zinco e célcio
presentes em sua composi¢do em varios 0rgaos, como cérebro, figado, rins e utero. Para este
estudo, foram implantados tubos de teflon em 75 ratos e usado um tempo de observacao de 7,
14 e 21 dias. Apds estes periodos a regido onde estavam os tubos foi removida para estudo
histopatologico. Os 6rgaos dos animais foram retirados apenas dos ratos no primeiro periodo
(7 dias), onde foram analisadas as concentragcdes de zinco e calcio, por meio da
espectrofotometria. Concluiu-se que o cimento AH-26 provocou maior reagdo inflamatdria no
primeiro periodo, diminuindo com o tempo, os cimentos Roth 811 e Sealapex provocaram
reagdo de suave a moderada. Ainda de acordo com este estudo, os cimentos CRCS e Roth 811
induziram redistribui¢do de zinco nos oOrgdos removidos ¢ o cimento AH-26 induziu
mudangas na quantidade de calcio dos mesmos.

Mittal et al. (1995) estudaram a toxicidade tecidual em tecido subcutaneo de ratos, de
quatro cimentos obturadores: Tubli-seal, Sealapex, Oxido de zinco e eugenol, Endoflas F. S.
Foi observado que o cimento a base de Oxido de zinco e eugenol, Tubli-seal e Endoflas F. S.

diminuiram a reacdo inflamatdria de acordo com o aumento do tempo de controle, e neste
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mesmo periodo, o cimento Sealapex, mostrou a menor reagao inflamatdria se comparado aos
outros cimentos. Apds o periodo de trés meses, nenhum dos cimentos mostrou reagao
inflamatoria.

Jacobovitz (1996) analisou a reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo de 32 ratos,
implantando tubos de dentina preenchidos com cimentos a base de hidroxido de célcio:
Sealapex, Apexit, CRCS e Sealer-26. Bidspsias foram feitas em periodos de 7, 28, 60 e 90
dias do procedimento cirargico. Os autores concluiram que, em ordem crescente de
agressividade dos materiais, estdo: Sealer-26 e Sealapex, CRCS e, por fim Apexit.

Kolokouris et al. (1998) estudaram in vivo a biocompatibilidade de dois cimentos
obturadores implantados em tecido conjuntivo subcutineo de ratos sendo eles: Apexit
(cimento a base de hidroxido de calcio) e cimento a base de 6xido de zinco e eugenol. Os
autores utilizaram 44 ratos do tipo Wistar, implantando tubos de teflon com os respectivos
cimentos no dorso dos ratos, com remoc¢ao dos implantes nos periodos de 5, 15, 60 e 120 dias,
para posterior avaliacdo histopatolégica. Concluiram os autores que houve reagdes severas de
inflamacdo com relacdo ao Apexit nos periodos de 5 e 15 dias. A intensidade da reagdo
mostrou-se diminuida a partir do periodo de 60 dias com queda progressiva até o periodo
final. Foi observada presenga pequena de macrofagos nos quatro periodos estudados. Uma
inflamacao de severa a moderada foi encontrada com areas confinadas de necrose com relagao
ao cimento endodontico convencional ao periodo de 5 dias. A intensidade da reagdo, com este
cimento, diminuiu nos periodos de 15, 60 e 120 dias.

Bandeira et al. (1999a) realizaram analise fitoquimica através de cromatografia gasosa
da Copaifera multijuga, visando identificar seus principais componentes e ainda obtiveram as
fragoes deste Oleo através de destilagdo, com o intuito de utilizd-las como veiculo ao

hidréxido de calcio. Concluiram que o 6leo de C. multijuga apresentou em sua composi¢ao
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varios sesquinterpenos, principalmente B-cariofileno, o-humuleno, bisaboleno, cedreno e
cadieno.

Bandeira et al. (1999b) investigaram a compatibilidade bioldgica do 6leo esssencial e
da resina da Copaifera multijuga, associados ao hidroxido de calcio, haja vista as
propriedades medicinais desse oOleo. As pastas experimentais de hidroxido de calcio
associadas ao dleo essencial ou a resina foram confeccionadas na propor¢ao 1:1. Pasta de
hidroxido de calcio mais polietilenoglicol 400 foi utilizada como controle. A
biocompatibilidade foi avaliada utilizando-se 60 primeiros molares superiores de 30 ratos,
com o objetivo de avaliar a rea¢do pulpar das pastas experimentais utilizadas como agente de
capeamento nos periodos de 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Analisando comparativamente a evolugao
dos eventos histopatologicos foi possivel sugerir que, em todos os periodos, a pasta de
hidroxido de calcio mais Oleo essencial apresentou melhor desempenho ao exame
histopatologico, seguida das pastas de hidroxido de calcio mais polietilenoglicol 400 e
hidroxido de célcio mais resina.

Bandeira (2000) analisou comparativamente a compatibilidade bioldgica do oleo
essencial e do 6leo in natura da Copaifera multijuga associados ao hidroxido de calcio em
capeamento pulpar de dentes de caes. Apds a coleta “in locu” do referido 6leo, foi realizada a
analise quimica dos seus componentes por meio da cromatografia gasosa de alta resolucao,
acoplada a espectrometria de massas, a seguir obtiveram o 6leo essencial por meio da
destilacdo tipo CLAVENGER. Para avaliagdo histopatologica, utilizou-se 6 caes, sem raga
definida, com peso variando entre 10 e 15 quilos. Foram utilizados 54 dentes, entre caninos e
pré-molares, distribuidos em 3 grupos com 2 caes, utilizando-se 2 animais para cada periodo
operatério. Os capeamentos pulpares foram realizados empregando pastas experimentais
distintas na propor¢ao de 1:1 de hidroxido de célcio + 6leo essencial (grupo I), Hidréxido de

calcio + 6leo “in natura” (grupo II) e hidroxido de calcio + polietilenoglicol 400 (grupo III -



Revisdo da Literatura 30

controle) nos periodos de 7, 45 e 90 dias. A autora concluiu que o grupo controle (III)
apresentou melhor desempenho na formagdo da barreira mineralizada na maioria dos casos,
no periodo de 90 dias, seguido pelo grupo II e grupo I.

Holland et al. (2001) estudaram o cimento Portland, MTA e hidréxido de calcio,
associados a agua destilada, inseridos em tubos de dentina e implantados em tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos. Para controle foram implantados tubos de dentina vazios em
10 animais. Apds 7 ¢ 30 dias de implantagdo dos tubos, os animais foram sacrificados, os
tubos e tecidos circundantes foram removidos e preparados para andlise histopatoldgica para
tecidos mineralizados. Os resultados foram similares para os trés materiais utilizados.
Proximo as aberturas dos tubos, foram observadas granulagdes Von Kossa positivas,
birrefringentes a luz polarizada. Junto a essas granulacdes foi observado um tecido irregular
na forma de uma ponte, também Von Kossa positivo. As paredes de dentina dos tubos
exibiram uma estrutura altamente birrefringente a luz polarizada, no interior dos tibulos,
formando uma camada em diferentes profundidades. Os autores concluiram que os
mecanismos de agdo do MTA e do cimento Portland, estimulando a deposi¢do de tecido duro,
tem alguma similaridade com o mecanismo de ac¢do do hidroxido de célcio.

Tanomaru Filho et al. (2002) estudaram o efeito da solugdo irrigadora e do curativo de
demora a base de hidroxido de calcio na reparagdo apical e periapical tecidual, apds a
realizacdo de tratamento endoddntico em dentes de cdes com necrose pulpar e com lesdes
periapicais cronicas. Setenta e dois canais de 4 caes jovens foram tratados e preparados
biomecanicamente, utilizando-se como solugdo irrigadora hipoclorito de so6dio 5,25% e/ou
digluconato de clorexidina 2%. Pelo periodo de 15 dias deixou-se como curativo de demora
hidroxido de célcio, com posterior obturagdo com cimento endodontico Sealapex. Os canais
radiculares dos grupos 3 e 4 foram preenchidos com pasta de hidroxido de calcio (2,5g de

hidroxido de célcio, 1g de 6xido de zinco p.a., 0,05g de colofonia, 2,0 ml de polietilenoglicol
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400, e 0,04g de paramonoclorofenol canforado — Callen/PMCC), usando-se uma seringa de 5
ml com agulha gengival 27, munida de stop de borracha no comprimento de trabalho. Apds 7
meses, os animais foram sacrificados por sobredose anestésica, e as secgdes histologicas
obtidas coradas com hemotoxilina/eosina, sendo a reparacgao apical e periapical analisadas sob
microscopia optica. Os resultados histologicos do reparo foram superiores nos grupos de
canais radiculares com curativo de demora, do que nos grupos obturados imediatamente. O
Grupo que sofreu irrigagdo com clorexidina apresentaram resultados superiores em relagdo ao
reparo quando comparados aos dentes irrigados com hipoclorito de sodio.

Walton et al. (2003) avaliaram por meio de questiondrio e escores, a relagdo do
hidroxido de célcio com a dor ap6s o tratamento em diferentes periodos. Participaram do
estudo, 140 pacientes que tiveram as patologias pulpares e periapicais diagnosticadas.
Primeiramente foram realizadas a limpeza ¢ a modelagem do canal radicular até o instrumento
nimero 25, sob irrigagdo de hipoclorito de sodio a 2,5%. Posteriormente, metade dos dentes
recebeu medicacdo com hidroxido de calcio, preparado com dgua e a outra metade recebeu
apenas algodao seco. Todos os dentes foram selados com restauragdo provisoria. Os pacientes
foram avaliados em relagdo a dor apds 4, 24 e 48 horas em: sem dor, suave, moderada ou
severa. Nao houve diferenga estatistica significante no pds-operatorio dos pacientes que
receberam hidroxido de calcio daqueles que nao receberam medicagdo em nenhum periodo.
Os autores concluiram que o uso do hidréxido de calcio como medicagdo intracanal ndo estd
relacionada a incidéncia ou severidade da dor pos-operatoria.

Nassri et al (2003) realizaram um estudo comparativo in vivo da reagao tecidual
quanto ao uso de diferentes materiais usados em endodontia, a saber: Sealapex (Kerr) e
Apexit (Vivadent). Os autores utilizaram 12 ratos, machos, pesando em média 250g e de
idade entre 3 e 5 meses, dividindo-os em trés grupos de acordo com seu tempo de controle.

Durante o procedimento cirurgico, foram realizadas 4 incisdes em cada rato, onde foram
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implantados no tecido subcutaneo, quatro tubos de polietileno, preenchidos com os cimentos
em teste, sem a ocorréncia de espacos vazios. Concluiram os autores, através de analise
qualitativa que houve constante atividade macrofagica nos dois grupos, com o Apexit
provocando uma reagdo tecidual mais agressiva com relagdo ao grupo Sealapex.

Basrani et al. (2004) estudaram as propriedades fisico-quimicas da clorexidina e do
hidroxido de calcio na forma de gel em diferentes concentragdes, avaliando: pH, angulo de
contato, tempo de acdo, radiopacidade e viscosidade. O pH foi aferido mediante o uso de um
pHmétro, o angulo de contato através de um goniometro, a radiopacidade e o tempo de
trabalho foram mensurados de acordo com a International Organization for Sandatization. A
viscosidade foi avaliada usando-se um viscometro. Os resultados evidenciaram que a
clorexidina ndo afeta o pH, a radiopacidade e o tempo de trabalho das pastas que contém
Hidréxido de Calcio. Entretanto, ao se adicionar gradativamente a clorexidina, o angulo de
contato e a viscosidade do hidréxido de calcio sdo diminuidas significantemente. Os autores
concluiram que a combinagdo da clorexidina ao hidroxido de calcio apresenta propriedades
fisico-quimicas satisfatorias para serem usadas como medicagdo intra-canal.

Lee (2004), avaliando pacientes que apresentavam dentes com lesdes periapicais de
grande extensdo, apresentou dois casos em que ocorreu a reparagdo periapical completa em
dentes tratados somente pela terapia endodontica conservadora, sem a necessidade de
intervengdo cirurgica, somente com a utilizagdo de uma troca de medicacdo a base de
hidroxido de célcio.

Briso (2006) avaliou a resposta bioldgica de polpas dentais submetidas a dois
diferentes materiais de capeamento,o hidoxido de célcio p.a. e o agregado de tridxido mineral
(MTA), aplicados sobre a polpa dental de caes, visando a manutencdo da vitalidade e funcao
pulpar. Decorridos seis dias, os animais foram sacrificados e s espécimes foram preparados ¢

analisados por histopatologia Neste trabalho, os autores observaram que os dois materiais
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testados foram eficazes na manutencao da funcdo e vitalidade pulpar, porém, o MTA
apresentou melhores resultados quando comparado ao hidroxido de célcio.

Leonardo et al. (2006) realizaram um estudo histolégico do efeito de pastas a base de
hidroxido de calcio na reparagdo de lesdes periapicais em dentes de cdes, comparando a
obturagdo endoddntica em sessdo unica com dentes submetidos ao hidroxido de calcio nos
periodos de 15, 30 e 180 dias.

As pastas de hidroxido de calcio foram também comparadas ao alendronato por Mori
et al. (2007), substancia utilizada com o propdsito de evitar reabsor¢cdes em dentes
avulsionados e reimplantados. Foram utilizados 30 dentes incisivos centrais de ratos,
instrumentados e irrigados com hipoclorito de sédio a 2%. Os dentes foram removidos e
reimplantados e divididos em dois grupos, de acordo com a medicagdo intracanal testada.
Decorridos 15, 30 e 60 dias, os espécimes foram sacrificados e o material testado foi enviado
para andlise morfoldgica por meio de microscopia. Os resultados demonstraram que a pasta
de hidroxido de calcio e a solugdo de alendronato, limitaram a reabsor¢ao radicular, porém,
nenhuma das solugdes testadas, impediram o surgimento das mesmas. A andlise histologica
mostrou melhores indices de reparo apical em dentes submetidos a medicagdo com pasta de
hidroxido de célcio, quando comparadas a dentes tratados em uma tnica sessao.

Fernandes et al. (2008) estudaram a biocompatibilidade do hidroxido de calcio e de
sistemas adesivos dentinarios Single Bond® quando utilizados no capeamento pulpar direto
em tecido dental de cdes. Os pesquisadores confirmaram a presenca de ponte de dentina,
ocasionada pelo hidréxido de célcio, fato que ndo ocorreu com o outro elemento do estudo. O
hidroxido de calcio apresentou biocompatibilidade satisfatéria, permanecendo como material
de primeira escolha em casos de capeamento pulpar em exposi¢des pulpares acidentais.

Mousavinasab et al. (2008) avaliaram resposta pulpar ao uso de cimento de ionémero

de vidro resinoso, cimento de iondmero de vidro comum € o cimento de hidroxido de calcio.
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Para o estudo, foram utilizados 50 dentes com carie profunda e capeados com os cimentos
estudados. Decorridos 30 e 60 dias, os dentes foram extraidos e encaminhados a analise
histopatologica. Os resultados mostraram ndo haver diferenca estatistica significante em
relacdo a resposta pulpar entre os trés diferentes cimentos nos mesmos intervalos de tempo.

O potencial genotoxico de alguns materiais utilizados na Endodontia foi pesquisado
por RIBEIRO (2008), que avaliou a capacidade de indu¢do de danos genéticos do
paramonoclorofenol, formocresol, compostos fendlicos, cimentos endodonticos a base de
resina, agregado de trioxido mineral e pasta de hidroxido de célcio. Dentre os materiais
estudados, os compostos fendlicos, o formocresol e o paramonoclorofenol mostraram agao
nociva para o material genético. O autor sugere estudos mais aprofundados sobre o tema, para
uso seguro desses materiais na Endodontia.

Garcia et al. (2008) analisou comparativamente 2 pastas medicamentosas, a base de
hidroxido de calcio + 6leo de mamona e pasta de hidroxido de calcio + polietilenoglicol
inseridos em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, avaliados nos periodos de 7, 21 e 42 dias.
As pastas foram veiculadas em tubos de polietileno, que por sua vez foram implantados em
tecido conjuntivo subcutianeo, num total de 4 por animal. Os resultados foram classificados
quanto a severidade da reagdo inflamatoria e quantificados com relacdo ao nimero de células
presentes. Concluiu-se, neste estudo, que as pastas avaliadas apresentaram-se como irritantes
ao tecido conjuntivo subcutaneo do rato, permitindo no decorrer do periodo, colagenizagao
progressiva da capsula inflamatdria junto a abertura tubular, ndo atingindo a evolugdo ideal
caracterizada junto a interface do espaco antes ocupado pelo tubo de polietileno (controle).
Considerando a somatoéria de eventos histopatologicos através da andlise comparativa,
observou-se que a associagdo hidroxido de célcio + 6leo de mamona apresentou menor

potencial irritativo.
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2 - Pothomorphe ubellata

A primeira citagdo ao género Pothomorphe no Brasil consta em um manuscrito de 600
paginas escrito por um padre portugués, cujo nome ¢ desconhecido. O manuscrito foi
responsavel por espalhar informagdes, recuperadas dos arquivos jesuitas em Roma e orientava
sobre composi¢do da formula, até entdo secreta, da Triaga Brasilica, um medicamento
composto por dezenas de ervas inteiras, raizes, sementes e cascas de plantas identificadas por
seus nomes comuns. Quase trés séculos depois muitos ainda podem ser duvidosamente
identificados enquanto outros sdo reconhecidos com certeza, dentre esses componentes
reconhece-se a Pothomorphe, identificada na formulagdo com o nome de caapeba. O Triaga
Brasilica foi desenvolvido por jesuitas que tentavam reconstituir o modelo europeu do
Theriac uma mistura de extratos de muitas plantas, no minimo 100, prescrita para muitas
doengas, mas principalmente para a cura de todos os tipos de envenenamentos, acima de
todos, como antidoto para as picadas de animais venenosos (PEREIRA et al., 1996).

SILVA (1926) incluiu a Pothomorphe umbellata (L) Miq. nos monograficos da
Pharmacopéia dos Estados Unidos do Brasil, sob a sinonimia de Heckeria umbellata,
atribuindo a esta espécie o nome pariparoba, recomendando o uso das suas raizes. O vegetal
inteiro ¢ freqiientemente utilizado, e, na tentativa de se evitar fraudes ou trocas na matéria
prima, existem trabalhos descritivos que fornecem subsidios que servem de auxilio na
resolugdo deste problema através de uma correta identificacdo do vegetal (MORAES et al.,
1984, 1985, 1987). Segundo PECKOLT (1941), as folhas, caules e especialmente os frutos
desta espécie também sdo dotados de propriedades farmacologicas, apesar da Farmacopéia
Brasileira consagrar exclusivamente o uso das raizes para fins farmacolédgicos.

Dentre as diversas propriedades das plantas do género Photomorphe, pode-se citar:

propriedade antiepilética, diurética (FELZENSZWALB et al., 1987), antiinflamatoria
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(TOURNON et al., 1986; DE FEO, 1991; DI STASI, 1994; DESMARCHELIER et al., 2000),
febrifuga (RUTTER, 1990), hepatoprotetora (SOUKUP, 1987), anti-malarica, colagoga,
colerética (PECKOLT, 1941; COIMBRA, 1958), para o tratamento de ulceras cutineas e
infecgoes locais (DESMARCHELIER, 1996) e atividade especifica contra o Enterococcus
faecalis (SPONCHIADO lJr., 2006). O extrato fluido, a tintura, o xarope e 0 xarope composto
sdo as formas farmacéuticas oficializadas.

As folhas de P. umbellata também sdo usadas no tratamento de problemas estomacais.
Fascinelli et al. (1999) avaliaram atividades analgésicas, antiulcerogénicas, toxicidade aguda e
perfil fitoquimico das folhas desta espécie. Extrato metanolico 70% foi usado nos testes
farmacoldgicos; os resultados comprovaram a atividade analgésica e antiulcerogénica desta
espécie além de indicar os principais constituintes quimicos essencias nos quais foram
detectados acidos fixos, esteroides, saponinas, taninos, xantonas, flavononas, flavonois e
flavonas.

Moraes (1983) citou que os primeiros estudos fitoquimicos foram executados por
Peckolt; Peckolt (1896) que descrevem a composi¢do quimica da planta dividida entre
substancias, como por exemplo: principio amargo, resmas, acido resinoso, nitrato de potassio
e calcio, acidos organicos, substincias albuminosas, gomosas, celulose, sais organicos e
outros. Em 1933, FREISE cita a presenga de um oleo essencial em P. umbellata na
porcentagem de 2,25% cujo principal componente seria a azarona.

Costa (1937) aplicou a P. umbellata o método quimico Bourquelot visando a detecg¢do
de glicosidos nesta planta. Com base nos seus resultados o autor concluiu pela presenca de
holdsidos e heterdsidos hidrolisaveis (invertina e emulsina, respectivamente) e propds a

denominagédo de piperodsido para o heterosido presente no caule e na folha de P. umbellata.
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Hegnauer (1969), por meio de investigagdes fitoquimicas em piperdceas, observou
que as classes de compostos mais caracteristicas s3o amidas, lignanas, 6leos volateis e outros
produtos derivados do acido cinamico.

Silva; Bauer (1972) estudando o 6leo essencial desta espécie indicaram a presenca de
um fenilpropanoide denominado dilapiol (1-alil-2,5-dimetoxi-3 ,4metilenodioxibenzeno).

Luz et al. (1999) analisaram os Oleos essenciais obtidos das folhas e ramos de P.
umbellata e P. peltata. Os autores identificaram o beta-cariofileno (14,8%), germacrene D
(27,4%), biciclogermacrene (11,5%) e delta-cadinene (13,3%), compreendendo 67% do 6leo.
Os maiores componentes identificados no 6leo de P. peltata foram beta-cariofileno (39,0%),
alfa-humuleno (6,4%), germacrene D (8,7%), (E)-nerolidol (li, 7%) e o6xido cariofileno
(7,2%), correspondendo a 73% do 6leo. Com excegdo para o octadecanol encontrado no 6leo
de P. peltata, todos os outros compostos identificados em ambas as espécies foram
classificados como sesquiterpenos.

Kijoa et al. (1980) isolaram do extrato hexanico das folhas e raizes de P.umbellata o
sitosterol e uma substincia até entdo ndo estudada, o 4-nerolidileatecol.

Gustafson et al. (1992), observaram in vitro a atividade anti-HIV de dimeros do 4-
nerolidilcatecol extraidos de P. peltata, denominados de peltatois. Os autores relataram que a
utilizagdo do agente o 4-nerolidilcatecol, usado isoladamente, foi inativo contra o HIV, no
estudo proposto.

O teor de o6leo na P. umbellata, foi estudado por MORAES (1983) que definiu em
0,2% v/m como sendo o volume de dleo identificado na P. umbellata, os autores relataram a
inexisténcia de azarona no o6leo essencial pesquisado. MORAES et al. (1984) em trabalho
semelhante, realizam a caracterizagdo cromatografica da droga e do extrato fluido de
Pothomor phe umbellata onde se padronizou as condig¢des cromatograficas utilizando-se como

fase mdvel benzeno ou as misturas de n-hexano e acetato de etila, etanol e acetato de etila. A
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visualiza¢dao das manchas foi feita com luz UV 366 nm, antes da revelagao e, com luz natural,
apos revelagdo com anisaldeido sulfirico ou cloreto férrico a 4%. Neste trabalho o 4-
nerolidilcatecol foi encontrado somente nas raizes. Nao foram detectadas Azaronas nos
extratos fluidos bem comonos 6leos essenciais da espécie.

Felzenszwalb (1987) utilizou os testes desenvolvidos por AMES (1975) para detectar
possivel toxicidade genética das duas espécies: P. umbellata e P. peltata. Os testes mostraram
auséncia de toxicidade genética para ambas as espécies.

A atividade anti-malarica da P. umbellata foi desenvolvido por AMORIM et al.
(1988). Neste estudo foram administrados extratos etanolicos destas duas espécies via oral e
via subcutanea em ratos infectados com Plasmodium berghei. Os extratos de P. umbellata
estudados, evidenciaram suficiente atividade anti- maldrica, reduzindo significantemente os
niveis de parasitemia através de um efeito inibitério dose-dependente. Nos extratos
administrados oralmente, efeito anti-malarico de menor intensidade foi obtido, sugerindo que
o principio ativo, provavelmente, ¢ melhor absorvido pela via subcutidnea, ou possa ser
parcialmente destruido no trato gastrointestinal. Os resultados mostraram que os extratos
etanolicos de P. peltata ndo foram efetivos para diminuir os niveis de parasitemia em ratos
contaminados.

Ferreira-da-Cruz et al. (2000) observaram que nao ¢ possivel definir uma atividade
antimalarica efetiva da P. umbellata, pois, foram observados dois padroes de parasitemia: um
“baixo” e outro “padrdo” ocorrendo em freqiiéncias similares em ambos os grupos de ratos
infectados (tratados e ndo tratados). Todavia a existéncia de dois perfis distintos de
parasitemia ndo foi obtida de forma satisfatéria nos animais do estudo, indicando a
necessidade de novas pesquisas em relagdo aos aspectos da interacdo hospedeiro/parasita em

ratos infectados com o Plasmodium berghei.
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Mongelli (1995) pesquisando a atividade antimicrobiana de quatro plantas, entre as
quais Pothomorphe peltata, usadas para o tratamento de diversas enfermidades por grupos
indigenas da Amazonia peruana, evidenciou que todas as decoc¢des mostraram atividade
contra alguns dos microrganismos testados. O autor também avaliou os extratos metanodlicos
das plantas estudadas, que foram submetidas ao bioensaio do methyl green-DNA, com o
objetivo de se investigar a interagdo com o0 DNA como um dos possiveis mecanismos de acao.
Os resultados obtidos com o extrato metandlico de Pothomorphe pellata foram positivos,
indicando ser a interagdo com o DNA o seu possivel mecanismo de agdo antimicrobiano.

Desmarchelier et al. (1996), bem como Mongelli et al. (1997), pesquisaram extratos de
plantas utilizadas como antinflamatérias na América do Sul, ambos os autores relataram um
efeito antioxidante verdadeiro dos extratos metanolicos de P. peltata, através do método de
quimiluminescéncia; com os resultados os autores sugeriram um ensaio para a determinagao
do dano oxidativo induzido por Fe (II) na desoxirribose presente no DNA. Além disso,
avaliando a atividade antioxidante dos extratos em estudo, observaram que a presenca de
diferentes concentragdes do extrato metanolico da referida planta levou a diminui¢ao do dano
oxidativo observado no material genético, sugerindo o grande potencial antioxidante in vivo
destes extratos.

Barros et al. (1996) avaliaram in vitro a atividade antioxidante de Pothomorphe
umbellata. Os autores utilizaram uma fragdo purificada a partir do extrato hidroalcdolico
contendo 4-nerolidilcatecol comparado ao d-tocoferol. Homogenatos de cérebro de rato foram
incubados com aliquotas crescentes de extrato hidroalcdolico bruto de raiz, caule e folhas de
P. umbellata. Malondialdeido (MDA) e quimiluminescéncia (CL) foram os parametros
empregados para avaliar a autoxidacdo expontanea dos homogenatos de cérebro. Os

resultados indicaram uma importante atividade antioxidante de raiz de P. umbellata
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provavelmente decorrente da presengca de 4-nerolidilcatecol, que apresentou atividade
antioxidante superior a do d-tocoferol.

Desmarchelier et al. (1997), em um estudo comparativo obtiveram como resultado um
maior potencial antioxidante de extratos metandlicos de P. umbellata em relacdo a P. peltata
e ao 4-nerolidilcatecol isolado. Os experimentos foram feitos em amostras extraidas de
cultivos in natura desta planta. Apesar das praticas convencionais de plantio, cultivo e selegdo
terem um éxito notavel na producdo de variedades com maiores rendimentos, resisténcia a
enfermidades, pragas e tolerancia ao estresse, alguns aspectos ambientais ainda dificultam
certos aspectos de selecdo deste tipo de material tais como sazonalidade, temperatura e
geografia ideal, estado fisiologico e idade da planta, por exemplo, gerando variaveis.

Utilizando-se a biotecnologia com vistas ao aumento da producdo de metabdlitos
secundarios, Figueiredo et al. (1999) estudaram o efeito da variacdo da concentracdo de
sacarose (1 a 6%) sobre culturas em suspensdo de células de P. umbellata visando o aumento
da produgdo de 4-nerolidilcatecol. Neste estudo a concentracdo mais efetiva para o estimulo
da producao de 4-nerolidilcatecol foi a concentracao de 4% de sacarose que elevou os teores
desta substancia nas células estudadas.

Um protocolo de micropropagagdo de P. umbellata in vitro foi estabelecido por
Pereira (2000) a partir de segmentos de folhas cultivados em meio de cultivo Murashige and
Skoog (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,5 mg/L de benziladenina, 0,1
mg/L de é4cido giberélico e 10 g/L de sacarose; raizes foram conseguidas usando-se meio
“MS” sem reguladores de crescimento. Um estudo anatomico confirmou regeneracdo via
organogénese direta.

Otero et al. (2000) em estudos de etnobotanica com comunidades rurais da Coldmbia,

citaram a P. umbellata como uma das 101 espécies de ervas medicinais utilizadas por
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curandeiros locais no tratamento de picadas de cobras, especialmente envenenamentos por
Bothrops, Pothidium e Bothriechis.

Mors et al. (2000), por meio de ensaios biologicos, confirmaram a atividade protetora
de muitas plantas capazes de neutralizar a agdo letal do veneno de jararaca (Bothrops
jararaca), mais de 100 espécies de plantas foram testadas, entre as quais Pothomorphe
umbellata. Tal efeito se deve a compostos pertencentes a classe de metabdlitos secundarios,
capazes de interagir com macromoléculas alvo - receptores e enzimas. Protecao igual a 100%
ndo foi encontrada com estes compostos (metabolitos secundarios) isoladamente, mas
somente com extratos das plantas, um fato que pode levar ao entendimento de que um simples
constituinte ndo reproduz a atividade total do extrato e que neste caso, com muitas ervas
medicinais, ha a alta probabilidade de compostos ativos presentes nas plantas agirem
sinergicamente em estruturas alvo. Para os testes com P. umbellata, 1,70% de sobrevivéncia
foi alcangada; o fato de haver sobreviventes deve ser considerado, uma vez que, todos os
elementos do grupo controle pereceram.

Mello (2001) afirmou que na auséncia de luminosidade ocorre variagcdo na atividade
da peroxidase. Essa variagdo pode ser uma adaptagdo do tecido vegetal a condi¢do proposta
(auséncia de luz), o que provoca um aumento da oxidagdo dos lipideos da membrana sob
condi¢do de stress. O aumento da atividade da peroxidase devido a esta variagdo poderia
indicar um papel protetor da enzima contra o Stress.

Ropke et al. (2002) pesquisaram diferentes formulagdes (gel, gel-emulsdao, emulsdo)
na absor¢do percutinea de 4-nerolidylcathecol, um composto antioxidante isolado do extrato
de Pothomorphe umbellata e compararam com o extrato etandlico de Pothomor phe umbellata
incorporado a um gel. Todas as formulagdes pesquisadas mostraram penetragdo percutanea

satisfatoria.
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Mongelli et al. (2002) avaliaram a eficacia inseticida do ativo 4-nerolidilcatechol
extraido da planta pothomorphe peltata contra a larva do mosquito Aedes aegypti. Os
resultados demonstraram que o ativo foi eficaz na eliminagao das larvas do mosquito.

Ropke et al. (2003) avaliaram a atividade da Photmorphe umbellata em relacdo a
prote¢do contra a incidéncia de raios ultravioletas, nos periodos de irradiacdo de 4 horas por
semana, totalizando 22 semanas. Os autores utilizaram a superficie dorsal de ratos, que foram
tratados com gel contendo o fitoterdpico para posterior irradiagdo dos raios. Os resultados
mostraram que a P. umbellata pode ser usada, com sucesso, na protegdo epitelial contra os
efeitos deletérios dos raios ultravioletas do sol.

Bergamo (2003) avaliou quimicamente os compostos volateis e ndo volateis de
Pothomorphe umbellata e descreveu o isolamento de onze substancias pertencente a varias
classes: flavonoides (vitexina, orientina, trimetoxiflavona e velutina), amidas (arboreumina),
lignanas (didiocubetina e sesanina) e fenilpropandides (acido cumarico e 4-nerolidilcatecol).

Ropke et al. (2005) avaliaram a eficacia da prote¢do antioxodativa de um gel a base da
planta Photomor phe umbellata contendo 0,1% de 4-nerolidylcathecol em tecido cutaneo de ratos
utilizando irradia¢do ultravioleta. Os resultados demonstraram que o grupo em que foi aplicado o
gel a base de Pothomorphe umbellata foi capaz de proteger o tecido contra a irradiacao
ultravioleta. Os autores concluem que a Pothomorphe umbellata ¢ um 6timo agente fotoprotetor.

Noriega et al. (2005) analisaram as condi¢des de extragdo do 4-nerolidilcatecol, um
principio ativo extraido a partir do extrato hexanico de raizes e folhas da P. Umbellata,
utilizado como agente antioxidante. Os autores observaram que os fatores tempo, temperatura
¢ hidromoddulo nao favoreceram a extragao do 4-nerolidilcatecol.

Barros et al. (2005) estudaram a toxicidade do extrato de 4-nerolidilcatecol da P.
umbellata administrado na cavidade oral de ratos adultos. Os autores avaliaram a toxicidade

aguda e cronica, estudos histopatoldgicos, analise hematologica, bioquimica e atividade
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mutagénica. Os resultados obtidos a curto e médio prazo demonstraram que o extrato nao
apresentou propriedades toxicas e mutagénicas.

Perazzo et al. (2005) avaliaram as propriedades antiinflamatérias e analgésicas de um
extrato da planta Pothomorphe umbellata em animais. Os resultados mostraram que a
Pothomor phe umbellata possui propriedades analgésicas e antiinflamatorias que confirmam o
uso popular para esses fatos.

Ropke et al. (2006) estudaram o efeito do extrato etandlico de P. umbellata em
matrizes de metaloproteninas, sendo elas: MMP-2 e MMP-9 encontradas em casos de cancer
de pele. A inibigdo in vitro de MMP-2 e de MMP-9 foi medida pela gelatina zymografica na
presenca de concentragdes diferentes do extrato de P. umbellata e na presenga de seu
principio isolado 4- nerolidilcatecol. O efeito inibitorio do extrato de P. umbellata foi maior
do que o apresentado pelo principio ativo isolado. O método pela gelatina zymografica e pela
analise histologica revelaram que a P.umbellata foi eficaz em inibir a atividade da MMP-9 in
Vivo nos ratos sacrificados 2 h apds a irradiagdo de UV. A intensidade da faixa MMP-2 era
inalterada. Os resultados contribuiram com a elucidagdo do mecanismo da prevengao
antioxidativa da P. umbellata e podem fornecer uma base racional para o uso desta planta na
profilaxia e no tratamento do cancer da pele.

Sponchiado Jr. (2006) avaliou in vitro a atividade antimicrobiana de uma medicagdo
intracanal preparada com a fragdo acetato de etila do extrato de P. umbellata e hidroxido de
calcio, para controle do Enterococcus faecalis. No teste da atividade antibacteriana em dentes
humanos, o autor utilizou 57 caninos superiores extraidos e posteriormente contaminados.
Concluiu-se que as medicacdes a base de P. umbellata e de hidroxido de calcio apresentaram
efetividade antimicrobiana contra o E. faecalis.

Andrade-Neto et al. (2007) avaliaram in Vitro a inibigdo do Plasmodium falciparum por

substancias obtidas de plantas amazonicas com capacidades antimalaricas, dentre elas, a
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Photomorphe peltata. Os autores concluiram que os extratos estudados possuem estruturas que
atuam sobre o vetor da malaria, e podem ser utilizados em experimentos pré-clinicos para esse fim.

Barros et al. (2007) avaliaram in vitro a inibi¢do do extrato etandlico na inibi¢ao da
matriz de metaloproteinase (MMP), enzima responsavel pela degradacdo da matriz
extracelular apds reag¢do inflamatdria intensa, na cornea normal e injuriada de ratos. Os
autores concluiram que o extrato estudado pode ser utilizado como terapia alternativa no
controle da atividade desta enzima.

Sponchiado Jr et al. (2007) realizaram uma revisdo de literatura sobre a espécie
Photomor phe umbellata, bem como seus aspectos quimicos e farmacoldgicos importantes. Os
autores concluiram que pesquisas realizadas até o momento retratam as diversas atividades
farmacolégicas da Photomorphe, correlacionando-as com seus compostos quimicos. A
atividade antimicrobiana dessa planta exige estudos complementares e aprofundados e novas
pesquisas devem ser realizadas com o propdsito de concretizar formulagdes seguras e eficazes
que possam ser utilizadas para fins terapéuticos.

Noriega et al. (2008) realizaram um estudo com o objetivo de aprimorar a aparéncia,
estabilidade centrifuga e a permeabilidade de emulsdes contento a P. umbellata. Estes autores
utilizaram desenhos experimentais para avaliar os diferentes modos de mistura com
representacdes graficas dos diagramas das diferentes fases da emulsdo. Os resultados
mostraram que a aparéncia da solucdo segue um resultado linear e sua fase aquosa é o
principal fator que influencia nesta aparéncia. O parametro de estabilidade centrifuga seguiu
um modelo matematico e a interacdo entre diferentes fatores resultou em emulsdes mais
estaveis. A penetracdo cutinea da pasta aumentou na fase oleosa, segundo um modelo linear
obtido pela analise dos dados. Os autores sugeriram que para aperfeicoar as emulsdes
contendo a P. umbellata as seguintes concentragdes devem ser empregadas: 68,4% na fase

aquosa, 26,6% na fase oleosa e 5% na fase auto - emulsionante.
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PROPOSICAO

Este trabalho tem com objetivo avaliar morfologica e morfometricamente o grau de
irritacdo tecidual induzido por pastas medicamentosas constituidas da fracao acetato de etila
de Pothomorphe umbellata associadas, ou ndo, com o hidroxido de calcio e 6xido de zinco
veiculado em propilenoglicol, por meio de implantes de tubos de polietileno em tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos, em relagdo aos seguintes eventos histopatoldgicos: infiltrado

inflamatoério, celularidade, vascularizacao, atividade macrofagica e area da cépsula reacional.
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MATERIAL E METODOS

1 - Preparo dos extratos de Pothomor phe umbellata

As folhas de Pothomorphe umbellata utilizadas para o preparo dos extratos foram
coletadas em mar¢o de 2004, na Colegao de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirao
Preto — UNAERP (Figura 1). As partes aéreas foram secas em estufa com circulagdo forcada
de ar e, em seguida, maceradas em etanol/agua (8:2) em recipiente dmbar por 48 horas. A
tintura resultante foi concentrada em evaporador rotativo e, posteriormente, liofilizada. As
fracdes foram obtidas pela particdo liquido/liquido em funil de separagdo, acrescentando-se
100 mL de agua destilada e, sucessivamente, os solventes em escala crescente de polaridade:
hexano, acetato de etila e butanol, obtendo-se, dessa forma, apds evaporacao até secagem, as

fracdes hexanica, acetato de etila, butanolica e aquosa, respectivamente (Esquema 1).

Figura 1l - (A) Cole¢ao de plantas medicinais da UNAERP; (B) Pothomorphe umbellata.
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Folhas de P umbellata secas e moidas

Maceragdo em mistura hidroalcoodlica (8:2)

¥
Tintura de P. umbelata EtOH/H,0 (8:2)

Rotoevaporagdo

Extrato bruto

Liofiliza¢do do extrato

A
Extrato seco
H20
A4
Extrato Aquoso
Parti¢do com hexano
A4 v
Fracdo Hexéanica Fragdo aquosa
Fracdo 1
Evaporagcdo do solvente Parti¢do com acetato de etila
¥
Fracdo Acetato de Etila Fracdo aquosa
Fracéo 2
Evaporacdo do solvente
Partigdo com Butanol
v v
Fracéo butandlica Fase aquosa
Fracdo 3

Evaporacdo do solvente

Esguema 1. Obtenc¢do da tintura e fragdes das folhas de P. umbellata.
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2 - Cromatogr afia em coluna par a fracionamento da fracéo acetato de etila

Com base no trabalho de Sponchiado Jr. (2006) que evidenciou a fragdo acetato de
etila como inibidora do crescimento do E. faecalis tanto no teste de difusdo em agar quanto no
teste microbioldgico em dentes naturais, a mesma foi submetida a um fracionamento por meio
da cromatografia em coluna na tentativa de iniciar a separagao de seus constituintes.

Tal metodologia ¢ utilizada para caracterizar a fracdo estudada, fornecendo uma
“identidade quimica” ao produto analisado. Toda vez que se realizar uma pesquisa com a
pasta estudada, as caracteristicas cromatograficas deverdo apresentarem-se compativel a
utilizada neste experimento.

Para tal, foram colocados 6g da fragdo acetato de etila na coluna utilizada para
fracionamento (Figura 2), a seguir os solventes foram dispensados na coluna (Tabela 1).

Condigdes cromatograficas - Coluna 1 (CC1): Suporte solido: silica gel, altura de
coluna:174cm, didmetro da coluna:2,5cm, amostra: fracdo acetato de etila da particdo do
extrato bruto de P. umbellata (6g), eluentes: hexano (Hex.); Acetato de etila (AcOEt);
Cloroférmio (CHCIl;) e Metanol (MeOH) em ordem crescente de polaridade.

Tabela 1 — Esquema de eluigdo para obtengdo de sub-fragdes da fragdo acetato de etila de P.
umbellata.

Eluente Concentracéo (%) Volume (mL)
Hex:AcOEt 50:50 1000
Hex:AcOEt 30:70 1000
AcOEt 100 1000
CHCl; 100 1000
CHCI;MeOH  90:10 1000
CHCI;;MeOH  80:20 1000
CHCI;;MeOH  70:30 1000
CHCI;;MeOH  60:40 1000
CHCI;MeOH  50:50 1000

MeOH 100 1000




Figura 2 - Coluna 1.
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Em seguida, foram escolhidas umas sub-fracdes obtidas da primeira coluna CClI

(Hex:AcOEt 30:70) que foi, mais uma vez, submetida a cromatrografia em coluna para um

novo fracionamento (Tabela 2).

Condigdes cromatograficas - Coluna 2 (CC2): Suporte solido: silica gel, altura de

coluna: 15cm, didmetro da coluna:1,5cm, amostra: sub-fracdo Hex:AcOEt 30:70 oriunda da coluna

1 (0,150g), eluentes: Cloroformio (CHCls) e Metanol (MeOH) em ordem crescente de polaridade.

Tabela 2 — Esquema de eluigdo para purificacdo da sub-fracdo Hex:AcOEt 30:70 oriunda da coluna 1.

Eluente Concentracgdo (%) Volume(mL)
CHCl; 100 200
CHCl;MeOH 80:20 200
CHCl;MeOH 70:30 200
CHCl;MeOH 50:50 200
MeOH 100 200

Apos a realizagdo da cromatografia em coluna foi necessario realizar, com as novas

subfragcdes, a cromatografia em camada delgada. Tais amostras foram solubilizadas em 0,5
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mL de Metanol/cloroféormio e aplicadas em placas de vidro revestidas com silica gel Fysq €

aplicadas por meio de um capilar (Figura 3).

HEX\NORY |

A

'x.m

Figura 3 — Amostras aplicadas em placa de vidro.

Ap6s a aplicagdo das sub-fracdes as placas foram colocadas em cubas de vidros
saturadas com o eluente (fase movel). A seguir estas foram secas e observadas em luz UV e
posteriormente reveladas com o reagente de coloracdo vanilina/acido sulftrico, seguida de

aquecimento a 110°C.

3 - Prepar o das pastas medicamentosas

Para a realizacdo do experimento, primeiramente foi aviada uma “pasta base”, obtida
pela diluigdo de 0, 167 mg da fragdo acetato de ctila de Pothomorphe umbellata ¢ 1 mL de
propilenoglicol, acondicionados em recipiente plastico de 3 mL com tampa, com o intuito de

se obter uma mistura mais homogénea e fluida, para posteriormente, ser misturada ao
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hidréxido de calcio e o 6xido de zinco (grupos 3 e 4). Tal consisténcia foi obtida agitando-se
o recipiente com o auxilio de cuba ultra-sonica (Dabi Atlante®, Ribeirdo Preto, Brasil, 1999)
por um periodo de 20 minutos, devido a dificuldade para homogeneizacdo da mesma em placa
de vidro
Apbs a obtengdo da “pasta base” fluida, partiu-se para a confeccdo dos grupos
experimentais, que depois de manipulados tiveram seu pH aferidos por meio de uma fita para
aferi¢do de pH ( Merck, Jacarépagua, RJ, 2006).
As pastas que representam s grupos experimentais foram obtidas seguindo as seguintes
formulagoes:
e Grupo 1: 90 mg de Hidréxido de calcio (P. A.) + 85 uL de propilenoglicol (Biofarma,
Ribeirao Preto, SP, Brasil, 2006) com pH equivalente a 11,8;
e Grupo 2: 200 mg da fracdo acetato de etila de P. Umbellata + 150 pL de
propilenoglicol (pH = 4,0);
e Grupo 3: 23 pL da “pasta base” +30 mg de hidroxido de célcio (pH=8,2);
e Grupo 4: 70 puL da “pasta base” + 50 mg de hidroxido de calcio +25 mg de o6xido de
zinco (P. A.). (pH = 8,5).
A seguir, os corpos-de-prova, previamente esterilizados foram preenchidos totalmente
com as pastas a serem testadas.
As pastas do grupo 3 e 4 foram obtidas mediante a mistura do soluto (hidroxido de
calcio pro-andlise e 6xido de zinco p.a.) a “pasta base”, previamente preparada (Figura 4).
Todos os grupos foram espatulados com auxilio de uma placa de vidro e espatula 24F até que
fosse obtida uma consisténcia cremosa, similar a consisténcia do creme dental, com
caracteristicas fisico-quimicas de uma medicacdo adequada ao preenchimento hermético do
canal radicular e ao mesmo tempo, com uma boa propriedade de escoamento, consisténcia

compativel a adotada por Sponchiado Jr (2006) e Garrido (2004).
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Figura 4 - Seqiiéncia de manipulagdo da pasta de hidroxido de calcio + propilenoglicol.

Obtidas as pastas, os corpos-de-prova foram preenchidos imediatamente, com auxilio
de uma broca odontoldgica do tipo léntulo (Dentsply, Maillefer, Ballaiges, Suica, 1999),

estéril, compativel com o diametro interno do tubo de polietileno (Figura 5).

Figura5 - Preenchimento do tubo de polietileno com a pasta medicamentosa com auxilio de 1éntulo.
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4 - Obtencao dostubos de polietileno

Para obten¢ao dos tubos de polietileno, foi utilizado um catéter de uretra de 0,8 mm de
diametro interno, que foi seccionado seqliencialmente com intervalos de 10 mm, e cada tubo,
apdés a sec¢do, teve uma de suas extremidades vedadas com adesivo a base de éster de
cianoacrilato (Super Bonder®, Aachen, Alemanha, 2005), para evitar o extravazamento do
material a ser testado e foram colocados em uma caixa metdlica e autoclavados a uma

temperatura de 120°C durante 20 minutos.

5 - Preparo dosanimais para o estudo

Para o presente estudo, foram utilizados 15 ratos (Rattus novergicus, Albinus,
Holtzman) machos, adultos jovens, com peso corporal inicial variando entre 200 e 250
gramas, mantidos em caixas plasticas (40x32x17 cm), em sala climatizada (temperatura de
23° C), com luz controlada (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e recebendo dgua e ragao
solida comercial balanceada a vontade.

Durante o experimento, os ratos ficaram sob observagdo diaria para verificagdo de

possivel alteragdo em seu comportamento e observa¢do macroscopica do local dos implantes.

6 - Implante dos cor pos-de-prova com as pastas testadas

Os animais foram anestesiados com cloridato de cetamina 10% (Laboratérios Calier
S/A, Barcelona — Espanha, 200) na proporcao de 0,2 mL para cada 100 g do peso corporal do
animal, ¢ administrado intraperitonialmente.

ApOs anestesia, foi realizada a tricotomia da regido dorsal do animal, e anti-sepsia do

campo operatorio, com gaze estéril embebida em iodopovidona.
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As incisdes para o implante dos corpos-de-prova foram realizadas no dorso do animal,
sendo duas proximas a regido escapular e duas proximas a regido pélvica. Utilizou-se lamina
de bisturi n° 15, acoplada ao cabo Bard Parker n° 03, para a incisdo, com um didmetro de
aproximadamente 5 mm de largura, compativel com a largura do corpo-de-prova. A divulsao
do tecido conjuntivo subcutaneo foi feita com tesoura de ponta romba, introduzida,
aproximadamente, 20 mm no tecido subcutaneo. Os corpos-de-prova contendo as pastas
medicamentosas (Figura 6) foram inseridos no local da incisdo. Assim, cada par de lojas

cirirgicas recebeu uma pasta diferente (Esquema 2).

Figura 6 — (A) Incisao realizada no dorso do rato; (B) Insergdo do tubo de polietileno.
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Cabeca

Grupo 1 Grupo 2

Grupo 4 Grupo 3

Cauda

Esquema 2 - Esquematizagdo para implantagao dos tubos.

As bordas das feridas foram suturadas com agulhas montadas de 1,6 cm com fio de
seda 3-0.

Realizados os implantes, todos os animais, ainda anestesiados, receberam por via
intramuscular, uma dose 0,2 mL de pentabidtico veterinario (Laboratorio Wyeth, Brasil).

Os animais foram, entdo, separados em trés grupos a serem ortotamizados nos

periodos de: 7, 21 e 42 dias.

7 - Biopsias dos tecidos

Cinco animais para cada periodo experimental (7, 21 e 42 dias ap6s a cirurgia) foram
ortotamizados por sobredose de inalagdo de Eter Sulfurico. Apds tricotomia e antissepsia, as
areas dos implantes sofreram dissec¢@o e remog¢do, tomando-se o cuidado de prendé-las com

grampos metalicos em cartolina para que as pecas ndo dobrassem durante o processo de
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fixagdo em solucdo de formalina a 10% durante 24 horas (Figura 7). Preconizou-se por
abranger, além da 4area a ser estudada, suficiente tecido normal circunjacente, de

aproximadamente 20 mm de largura por 30 mm de comprimento.

Figura 7 —(A) Dissecacdo do tecido; (B) Pega removida e fixada em formalina a 10%.

8 - Tramitac&o laboratorial

Decorridas as primeiras 24 horas as pecas foram lavadas em &agua corrente pelo
mesmo periodo de tempo, sendo entdo aparadas e cortadas macroscopicamente e
acondicionadas em cassetes unitarios. Este procedimento permitiu a localizagao dos corpos-
de-prova, com suficiente margem de seguranca.

Para a analise das pecas, utilizou-se o processamento histotécnico de rotina, com
processamento automatico de tecido. Primeiramente, os espécimes foram desidratados em
uma bateria ascendente de alcool (70%, 90%, 95% e 100%), a seguir, as pegas sofreram
imersdo em Xilol, e em seguida realizou-se a parafinizagdo para obtenc¢do dos blocos e

posterior corte dos tecidos a serem analisados.
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Posicionados os blocos de parafina em micrétomo, estes, passaram por desgaste até
encontrar-se os tubos de polietileno, cuidadosamente removidos. Cortes semi-seriados com 5
micrometros de espessura foram realizados, posteriormente, corados com Hematoxilina e

Eosina.

9 - Andlise Histopatoldgica

As andlises dos resultados foram feitas com base nas respostas teciduais causadas
pelas pastas testadas, comparando-as entre si. Foi considerado controle positivo a reacao
tecidual desencadeada nas regides do corpo-de-prova preenchidos com hidroxido de calcio +
propilenoglicol (grupo I), e controle negativo a por¢ao lateral dos tubos e polietileno, por
apresentarem auséncia de material testado. Avaliou-se, por meio de analise histopatologica, os
eventos a seguir descritos: infiltrado inflamatorio (células polimorfonucleares e células
mononucleares), capacidade de celularidade e vascularizagdo (fibroblastos e vasos
sanguineos) ¢ atividade macrofagica (fagocito mononuclear ou macréfago e células gigantes
inflamatorias). Estes eventos histopatologicos foram avaliados e aferidos com imagens em
aumento de 120 X, utilizando-se um microscopio optico Nikon (Todkio, Japao), sendo os
aumentos de 40X para a lente objetiva, aumento de 10X para a ocular e de 3X da cAmera JVC
acoplada ao microscopio, que transfere a imagem para o computador mediante o uso do
software Adobe Photoshop 5.0 (Windows XP). Estas imagens corresponderam a uma area de
0,021 mm?, dentro da capsula reacional, previamente determinadas, em nimero de seis, sendo
trés areas proximas ao corpo-de-prova (uma central e duas periféricas), duas na porcao
intermediaria da capsula reacional (nas bordas laterais da mesma) e uma na regido mais

distante do corpo-de-prova (na extremidade da capsula). A analise morfologica e
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morfométrica (contagem dos eventos) foram realizadas por meio da avaliagdo e quantificacao

dos eventos mencionados acima, dentro destas areas situadas na capsula reacional (Figura 8).

Figura 8 - Regides a serem determinadas para contagem (morfometria) dos eventos histopatoldgicos.

Fichas especiais foram confeccionadas quantificando qualitativamente os eventos
histopatologicos basicos em graus de intensidade (Apéndice), estes indices foram utilizados
para registro de infiltrado inflamatdrio, com seus tipos celulares, divididos em células
polimorfonucleares, mononucleares e células gigantes inflamatérias; fendmenos vasculares
como hiperemia, edema, hemorragia e trombose; presenca de fibroblastos, vascularizacao,
mineraliza¢do, colageinizacdo e necrose.

Ja a area total da capsula reacional foi calculada com o uso do programa Image Tool

(InstallShield Corporation, EUA) (Figura 9).
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Figura 9 - Imagem da tela do computador mostrando o Software Image Tool que sera utilizado para
aferir a area da capsula reacional.

10 - Andlise estatistica

Quantificados os diversos componentes dos eventos histopatologicos, os dados obtidos

foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se o software Graph Pad® para Windows.



Resultados
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RESULTADOS

1- Analise Morfoldgica e Morfométrica

Os resultados foram obtidos a partir da analise qualitativa (morfologica) e quantitativa
(morfométrica) dos tecidos, levando-se em consideracdo o0s seguintes eventos
histopatologicos: infiltrado inflamatério, celularidade, vascularizacdo e atividade macrofagica
(ndédulos reacionais) na capsula reacional. Os valores determinados para os eventos
histopatologicos sdo as médias encontradas nas areas pré-determinadas para a afericdo dos
mesmos ¢ estdo listados nas tabelas que se seguem a analise, agrupados de acordo com os

periodos estratégicos estudados. Os valores originais estdo listados no apéndice.

Periodo de 7 dias

Grupo 1

A capsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 1,425 mm?, considerada moderada, com moderada populagdo de fibroblastos (23,6) e
vascularizagao (1,6) para uma discreta colagenizacao, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatdrio apresentou-se intenso (30,1), com predominio
de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagocitos mononucleares (2,2) e por células gigantes inflamatodrias
(1,1), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamagao mostrou-se intenso (1,8).



Resultados 61

Grupo 2

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da anélise apresentou, area
de 1,367 mm?, considerada moderada, com intensa populagdo de fibroblastos (35,8) e
vascularizagdo (2,3) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatdrio apresentou-se intenso (39,6), com predominio
de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (2,2) e por células gigantes inflamatorias
(1,2), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamagao mostrou-se intenso (2,5).

Grupo 3

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 1,370 mm?, considerada moderada, com intensa populagdo de fibroblastos (36,4) e
vascularizagdo (2,0) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatdrio apresentou-se intenso (39,7), com predominio
de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (2,3) e por células gigantes inflamatorias
(1,2), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamagao mostrou-se intenso (1,7).
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Grupo4

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da anélise apresentou, area
de 1,424 mm?, considerada moderada, com moderada populacdo de fibroblastos (23,6) e
vascularizagdo (1,8) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espago
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatdrio apresentou-se intenso (29,6), com predominio
de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (2,3) e por células gigantes inflamatorias
(1,0), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamag¢ao mostrou-se intenso (1,8).

Grupo Controle

O grupo controle ndo apresentou capsula reacional. A 4rea principal da analise
apresentou intensa populagdo de fibroblastos (23,0) e vascularizacdo (1,7) para uma discreta
colagenizagdo, exibindo ainda, na interface do espago antes ocupado pelo tubo de polietileno,
minimo residuo necrotico.

Nesta regido, o infiltrado inflamatorio apresentou-se discreto (14,2), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (0,9) e por células gigantes inflamatorias
(0,7), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice
geral de inflamagdo mostrou-se moderado (1,2).

O grafico 1 ilustra os eventos histopatologicos encontrados no periodo de 7 dias e a

tabela 3 ilustra os valores médios dos eventos observados.
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Gréfico 1 - Eventos histopatologicos encontrados no periodo de 7 dias.

Tabela 3 - Valores médios dos eventos histopatoldgicos observados em cada grupo no periodo de 7
dias.

EVENTOS GRUPOS
HISTOPATOLOGICOS EXPERIMENTAIS
1 2 3 4 Controle

INFILTRADO Polimorfonucleares 30,1 39,6 39,7 29,6 14,2
INFLAMATORIO (neutréfilos) e

mononucleares
CELULARIDADE/ Fibroblastos 23,6 358 364 23,6 13,1
VASCULARIZACAO

Vasos sanguineos 1,6 2,3 2,0 18 0.8
ATIVIDADE Fagacito 2,2 2,2 2,3 2,3 0,9
MACROFAGICA mononuclear

(macréfago)

Células Gigantes 11 1,2 1,2 1,0 0,7

Inflamatérias

indice Geral de 1,8 25 17 1,8 1,2

Inflamacéo (IGl)

) 1,425 1,367 1,370 1,424 -
Area da cépsula
(mm?)




Resultados 64

Figura 10 - Grupo Controle - 7 dias - Reagdo verificada em area representativa da lateral do tubo de
polietileno, com indice geral de inflamacao considerado moderado. H.E. Nikon 120 X.

Figura 11 - Grupo 1 - 7 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacao considerado intenso. H.E. Nikon 120 X.
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Figura 12 — Grupo 2 - 7 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamag&o considerado intenso. H.E. Nikon 120 X.
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Figura 13 - Grupo 3 - 7 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacao considerado intenso. H.E. Nikon 120 X.
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Figura 14 — Grupo 4 - 7 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamagdo considerado intenso. H.E. Nikon 120 X.

Periodo de 21 dias

Grupo1l

A capsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,693 mm?, considerada moderada, com moderada populacdo de fibroblastos (10,7) e
vascularizagdo (1,3) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necrotico.

Nesta regido, o infiltrado inflamatorio apresentou-se moderado (27,2), com
predominio de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica,
exercida preponderantemente por fagdcitos mononucleares (1,4) e por células gigantes
inflamatorias (1,2), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular
e superficie da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias.

O indice geral de inflamagdo mostrou-se discreto (1,0).
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Grupo 2

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,725 mm?, considerada moderada, com moderada populacdo de fibroblastos (11,7) e
vascularizagdo (1,5) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espago
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatério apresentou-se moderado (27,6), com
predominio de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica,
exercida preponderantemente por fagocitos mononucleares (1,6) e por células gigantes
inflamatorias (1,3), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular
e superficie da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias.

O indice geral de inflamac¢ao mostrou-se moderado (1,2).

Grupo 3

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,694 mm?, considerada moderada, com moderada populacdo de fibroblastos (10,8) e
vascularizagdo (1,3) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatério apresentou-se moderado (27,3), com
predominio de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica,
exercida preponderantemente por fagocitos mononucleares (1,3) e por células gigantes
inflamatorias (1,2), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular
e superficie da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias.

O indice geral de inflamac¢do mostrou-se moderado (1,2).
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Grupo 4

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,719 mm?, considerada moderada, com moderada populacdo de fibroblastos (11,7) e
vascularizagdo (1,5) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espago
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatério apresentou-se moderado (27,8), com
predominio de células mononucleares. Observou-se moderada atividade macrofagica,
exercida preponderantemente por fagocitos mononucleares (1,5) e por células gigantes
inflamatorias (1,3), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular
e superficie da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias.

O indice geral de inflamagao mostrou-se discreto (1,0).

Grupo Controle

O grupo controle ndo apresentou capsula reacional. A 4rea principal da analise
apresentou discreta populacdo de fibroblastos (2,4) e vascularizagdo (0,4) para uma discreta
colagenizagdo, exibindo ainda, na interface do espago antes ocupado pelo tubo de polietileno,
minimo residuo necrotico.

Nesta regido, o infiltrado inflamatério apresentou-se discreto (10,5), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (1,0) e por células gigantes inflamatorias
(0,8), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice
geral de inflamag¢do mostrou-se discreto (0,6).

O grafico 2 ilustra os eventos histopatologicos encontrados no periodo de 21dias, os

valores médios dos eventos encontrados neste periodo estdo expressos na tabela 4.
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Gréafico 2 — Eventos histopatologicos encontrados no periodo de 21 dias.

Tabela 4 - Valores médios dos eventos histopatologicos observados em cada grupo no periodo de 21
dias.

EVENTOS GRUPOS
HISTOPATOLOGICOS EXPERIMENTAIS
1 2 3 4 Controle

INFILTRADO Polimorfonucleares 27,2 276 27,3 27,8 10,5
INFLAMATORIO (neutréfilos) e

mononucleares
CELULARIDADE/ Fibroblastos 10,7 11,7 10,8 11,7 2,4
VASCULARIZACAO

Vasos sanguineos 1,3 15 13 15 0,4
ATIVIDADE Fagécito 1,4 1,6 1,3 1,5 1,0
MACROFAGICA mononuclear

(macréfago)

Células Gigantes 1,2 1,3 1,2 1,3 0,8

Inflamatérias

indice Geral de 1,0 1,2 1,2 1,0 0,6

Infl do (IGI
nflamacéo (IGI) 0,693 0,725 0,694 0,719 -

Area da cépsula
(mm?)
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Figura 15 - Grupo Controle - 21 dias - Reag@o verificada em area representativa da lateral do tubo de
polietileno, com indice geral de inflamagéo considerado discreto. H.E. Nikon 120 X.

Figura 16 - Grupo 1 - 21 dias - Reag@o verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacdo considerado discreto. H.E. Nikon 120X.
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Figura 17 - Grupo 1 - 21 dias - Reag@o verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamagéo considerado moderado. H.E. Nikon 120X.

Figura 18 - Grupo 3 - 21 dias - Reag@o verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamag&o considerado moderado . H.E. Nikon 120X.
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Figura 19 — Grupo 4 - 21 dias - Reagao verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacdo considerado discreto. H.E. Nikon 120X.

Periodo de 42 dias

Grupo 1

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da andlise apresentou, area
de 0,573 mm? considerada discreta, com discreta populagdo de fibroblastos (5,9) e
vascularizagdo (1,2) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatorio apresentou-se discreto (12,5), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (0,8) e por células gigantes inflamatdrias
(0,4), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamac¢do mostrou-se discreto (0,5).
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Grupo 2

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,569 mm? considerada discreta, com discreta populagdo de fibroblastos (6,4) e
vascularizagdo (1,3) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatério apresentou-se discreto (13,0), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (1,1) e por células gigantes inflamatorias
(0,6), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamag¢ao mostrou-se discreto (1,0).

Grupo 3

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,572 mm? considerada discreta, com discreta populagdo de fibroblastos (6,0) e
vascularizagdo (1,2) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espago
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatorio apresentou-se discreto (12,3), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (0,9) e por células gigantes inflamatorias
(0,4), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamag¢ao mostrou-se discreto (0,5).
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Grupo 4

A cépsula reacional junto a abertura tubular, area principal da analise apresentou, area
de 0,570 mm? considerada discreta, com discreta populagdo de fibroblastos (6,2) e
vascularizagdo (1,3) para uma discreta colagenizacdo, exibindo ainda, na interface do espaco
antes ocupado pelo tubo de polietileno, minimo residuo necroético.

Nesta regido, o infiltrado inflamatorio apresentou-se discreto (13,1), com predominio
de células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagécitos mononucleares (1,0) e por células gigantes inflamatorias
(0,5), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice

geral de inflamag¢ao mostrou-se discreto (0,5).

Grupo Controle

O grupo controle ndo apresentou capsula reacional. A area principal da analise
apresentou discreta populacdo de fibroblastos (2,8) e vascularizagdo (0,4) para uma discreta
colagenizagdo, exibindo ainda, na interface do espago antes ocupado pelo tubo de polietileno,
minimo residuo necrotico.

Nesta regido, o infiltrado inflamatdrio apresentou-se discreto (7,8), com predominio de
células mononucleares. Observou-se discreta atividade macrofagica, exercida
preponderantemente por fagdcitos mononucleares (0,4) e por células gigantes inflamatorias
(0,1), sobre os residuos de material dispersos, tanto no interior do cone capsular e superficie
da interface com o tubo de polietileno, quanto, esporadicamente, nas adjacéncias. O indice
geral de inflamag¢ao mostrou-se discreto (0,0).

O grafico 3 ilustra os eventos histopatolégicos encontrados no periodo de 42 dias e na

tabela 5, estdo as médias dos eventos histopatologicos.
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Gréfico 3 — Eventos histopatologicos encontrados no periodo de 42dias.

Tabela 5 - Valores médios dos eventos histopatologicos observados em cada grupo no periodo de 42
dias.

EVENTOS GRUPOS
HISTOPATOLOGICOS EXPERIMENTAIS
1 2 3 4 Controle

INFILTRADO Polimorfonucleares 12,5 13,0 12,3 13,1 7,8
INFLAMATORIO (neutrofilos) e

mononucleares
CELULARIDADE/ Fibroblastos 5,9 6,4 6,0 6,2 2,8
VASCULARIZACAO

Vasos sanguineos 1,2 13 12 13 0.4
ATIVIDADE Fagdcito 0,8 11 0,9 1,0 0,4
MACROFAGICA mononuclear

(macréfago)

Células Gigantes 0,4 0,6 0,4 0,5 0,1

Inflamatérias

indice Geral de 0,5 1,0 0,5 0,5 0,0

Inflamacéo (IGl)

i 0,573 0,569 0,572 0,570 -
Area da cépsula
(mm2)
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Figura 20 - Grupo Controle - 42 dias - Reagdo verificada em area representativa da lateral do tubo de
polietileno, com indice geral de inflamagéo considerado discreto. H.E. Nikon 120X.

Figura 21 - Grupo 1 - 42 dias - Reag@o verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacdo considerado discreto. H.E. Nikon 120X.



Resultados 77

) R
SRy

Figura 22 - Grupo 2 - 42 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacao considerado discreto. H.E. Nikon 120X.

Figura 23 — Grupo 3 - 42 dias - Reagao verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacao considerado discreto. H.E. Nikon 120X.
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Figura 24- Grupo 4 - 42 dias - Reagdo verificada em area representativa da capsula junto a abertura
tubular, com indice geral de inflamacdo considerado discreto. H.E. Nikon 120X.

2 - Andlise estatistica dos dados obtidos na mor fometria

Para melhor interpretagdo da analise morfométrica convencionou-se dividir os dados de
acordo com os eventos aferidos, sendo eles: células polimorfonucleares (neutrofilos) e mononucleares,
fibroblastos, vasos sanguineos, fagocitos mononucleares (macrofagos), células gigantes e finalmente a
area da capsula inflamatéria. Os dados utilizados para esta andlise foram os valores correspondentes a
média obtida na quantificacdo dos eventos encontrados nas areas determinadas na capsula reacional. O
programa estatistico utilizado foi o Graph Pad Instat® para Windows.

Os grupos foram assim denominados:

o Grupo 1: Hidréxido de célcio (P.A.) + propilenoglicol;

J Grupo 2: Fragdo acetato de etila de P. umbellata + propilenoglicol;

. Grupo 3 : Fragdo acetato de etila de P. umbelata + de hidroxido de calcio;

. Grupo 4: 70 uL da “pasta base” + 50 mg de hidroxido de célcio +25 mg de
oxido de zinco (P. A.);

o Grupo controle: Por¢ao lateral do tubo de polietileno.
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3 - Infiltrado Inflamatério

Mononuclear es e polimor fonuclear es (neutr 6filos)
A Tabela 6 evidencia as médias encontradas nas amostras para a quantidade de

mononucleares e polimorfonucleares para as diferentes pastas e periodos estudados.

Tabela 6 - Médias da quantidade de células polimorfonucleares (neutrofilos) e mononucleares
encontrados nos trés periodos estudados.

PERIODO Grupo 1 Grupo2  Grupo3  Grupo 4 Controle
Média amostra 1 32,6 41,8 40,8 31,8 15,2
7 DIAS Me¢dia amostra 2 30,8 40,4 39,2 30,6 13,8
Média amostra 3 28.4 36 36 27,6 14,4
Média amostra 4 31,4 39,6 42.4 30,6 13
Média amostra 5 37,4 40,4 40,4 27,6 14,8
Média e desvio
padréo 321+332 396+218 397239 296+192 14,2+086
Média amostra 1 25,6 27,6 26 28,2 9.4
21 DIAS  Média amostra 2 28 27,4 28.4 27.8 10
Média amostra 3 27 28,2 27,2 28 10,6
Média amostra 4 28 27,2 27,6 26,6 12
Mé¢dia amostra 5 27,4 28 27,4 28,6 10,6
M édia e desvio
padréo 272 +0,98 276+041 27,3+086 27,8+075 10,5+0,96
Média amostra 1 12 12 12 12,4 7,6
Média amostra 2 11,8 11,4 11,4 11,6 8,2
42 DIAS Meédia amostra 3 13,4 15,2 13,6 15 7,6
Média amostra 4 11,8 11,6 11,8 11,6 8,2
Média amostra 5 13,6 15 13 15 7,6
M édia e desvio
padrao 125 +0,87 13+189 123+090 131+174 7,8+032

Primeiramente, as médias da tabela 4 foram submetidas ao programa estatistico
Graphpad Instat® para Windows, a fim de avaliar estatisticamente a diferenga no numero de
polifornucleares encontrados nas diferentes pastas testadas em cada periodo de tempo

separadamente (7, 21 e 42 dias)
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Diante da normalidade dos valores das médias encontradas para o numero de
polimorfonucleares presentes no periodo de 21 dias, foi realizada a analise de variadncia que
indicou diferenga estatistica significante entre o nimero de polimorfonucleares presentes nas

laminas avaliadas, conforme a tabela 7.

Tabela 7— Valores da analise de varidncia para o numero de polimorfonucleares presentes nas
amostras no periodo de 21 dias.

Comparagio Diferencas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -0.4800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -0.1200 ns P >0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0.6400 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 16.680 HoHk P >0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 0.3600 ns P >0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 -0.1600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 17.160 HkH P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -0.5200 ns P >0.05
Grupo 3 vs. Controle 16.800 Hk P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 17.320 HAK P <0.05

No periodo de 21 dias, a analise de varidncia mostrou diferenca estatistica significante
na comparacdo de todas as pastas apenas com o grupo controle.

Para a avaliagdo do nimero de polimorfonucleares nos periodos de 7 e 42 dias,
utilizou-se inicialmente o teste de Kruskal-Wallis, diante da ndo normalidade dos valores
amostrais das médias desse grupo, cujo valor foi de KW =42.111 ( 7 dias) e KW =11.853 (42
dias), demonstrando diferenga estatistica significante. Para a avaliagdo dessa diferenca foi
usado o Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn, cujos resultados e valores estdo expressos

nas tabelas 8 ¢ 9.
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Tabela 8- Valores da analise de varidncia para o numero de polimorfonucleares presentes nas
amostras no periodo de 7 dias.

Comparagao Diferencas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -15.400 ns P >0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -16.200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 6.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 18.800 * P <0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 -0.8000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 22.200 ok P <0.01
Grupo 2 vs. Controle 34.200 HkE P <0.001
Grupo 3 vs. Grupo 4 23.000 ok P <0.01
Grupo 3 vs. Controle 35.000 HkE P <0.001
Grupo 4 vs. Controle 12.000 ns P>0.05

Tabela 9- Valores do Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn para o nimero de polimorfonucleares
presentes nas amostras no periodo de 42 dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 0.3000 ns P >0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 1.600 ns P >0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0,3000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 12.900 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 1.300 ns P >0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 -0.6000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 12.600 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -1.900 ns P >0.05
Grupo 3 vs. Controle 11.300 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 13.200 * P <0.05

No periodo de 7 dias, diferenca estatisticamente ocorreu ao comparar os grupos 1, 2 e
3 com o grupo controle ¢ na comparagao do grupos 2 ¢ 3 com o grupo 4. No periodo de 21
dias, diferenca estatistica significante foi observada apenas na comparacdo dos grupos
testados com o grupo controle.

Decorridos 42 dias de experimento, diferenga estatistica significante foi observada
apenas quando comparados o numero de polimorfonucleares do grupo 4 com o grupo

controle.
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A seguir novas analises estatisticas foram realizadas, para avaliar a interagdao entre
grupos e periodos experimentais. As médias foram agrupadas e submetidas ao teste de
Kruskal-Wallis, diante da ndo normalidade dos valores amostrais desse grupo, cujo valor foi
de KW =230.183, indicando diferenca estatistica significante em relagdo ao numero de
polimorfonucleares encontrados na interacao entre os grupos ¢ periodos de tempo.

Para identificar quais pastas medicamentosas eram diferentes entre si, aplicou-se o

teste de Multiplas Comparagdes de Dunn, conforme tabela 10.

Tabela 10 - Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para polimorfonucleares.

Comparagao Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -4.100 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -2.500 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0,2333 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 283.333 HAK P<0.01
Grupo 2 vs. Grupo 3 1.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 3.867 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 32.433 ok P <0.001
Grupo 3 vs. Grupo 4 2.267 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 30.833 otk P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 28.567 ok P<0.01

O teste ndo paramétrico de Multiplas Comparagdes de Dunn mostrou nao haver
diferenca estatistica significante quando comparadas as diferentes pastas testadas em relagdo
ao infiltrado inflamatorio (polimorfos e mononucleares), porém, o teste constatou diferenca
estatistica (p > 0,005) entre os grupos testados quando comparados ao Grupo controle
negativo (lateral do tubo).

Para avaliar a diferenca do numero de polimorfonucleares em relacdo aos tempos
experimentais (7, 21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Comparagdes de Dunn

(Tabela 11).
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Tabela 11 — Teste de Dunn para o numero de polimorfonucleares nos diferentes tempos
experimentais.

Comparagio Diferengas P Valor

7 dias vs. 21 dias -18.100 ok P<0.01

7 dias vs. 42 dias 39.920 ok P <0.001

21 dias vs. 42 dias 21.820 o P <0.01

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn indicou haver diferenca (p < 0,01)
estatistica significante em relagdo ao niimero de polimorfonucleares nos diferentes tempos

experimentais.

4 - Celularidade

Fibroblastos

A tabela 12 evidencia as médias encontradas nas para o nimero de fibroblastos nas

diferentes pastas e periodos estudados.
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Tabela 12 - Médias da quantidade de fibroblastos encontrados nos trés periodos estudados.

PERIODO Grupo 1 Grupo2  Grupo3  Grupo 4 Controle
M¢édia amostra 1 20,4 35 36 20,2 13,2
7DIAS ~ Média amostra 2 238 36,2 36,2 238 13,6
Média amostra 3 24.8 36,4 37 25,4 13
Meédia amostra 4 23,8 35,6 36,2 23,2 12,8
Meédia amostra 5 25,2 36,2 36,6 254 13
Média e desvio
padr&o 236 +1,89 358+057 364+04 236+213 13,1 +0,30
Média amostra 1 11 12,2 11 12,2 34
21 DIAS ~ Média amostra 2 10,6 11,4 10,8 11,4 22
Meédia amostra 3 10,8 12 10,8 11,8 2
Média amostra 4 10,6 11,4 10,6 11,6 24
Média amostra 5 10,6 11,8 10,8 11,8 2,2
Média e desvio
padr &0 10,7+0,17 11,7+0,35 108+0,14 11,7+029 24 +055
Média amostra 1 7 7.4 6,8 7.4 3
Média amostra 2 52 6,2 52 6 2,4
42 DIAS Meédia amostra 3 6 6,2 6,2 6 3
Média amostra 4 5.4 6,2 5,6 6 2,6
Média amostra 5 6,2 6 6,2 6 3
Média e desvio
padrao 59 +071 64+05 6+061 62062 28l +028
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As médias da tabela 12 foram submetidas ao programa estatistico Graphpad Instat®, a

fim de avaliar estatisticamente a diferenca no ntimero de fibroblastos encontrados nas

diferentes pastas testadas em cada periodo de tempo (7, 21 e 42 dias)

Diante da normalidade da amostra, para os valores encontrados no periodo de 7 dias,

foi realizada a andlise de varidncia que indicou diferenca estatistica significante entre o

numero de fibroblastos presentes nas laminas avaliadas nesses intervalos de tempo, conforme

a tabela 13.
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Tabela 13 - Valores da analise de varidncia para o nimero de fibroblastos presentes nas amostras no
periodo de 7 dias.

Comparagao Diferencas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -12.800 oAk P<0.001
Grupo 1 vs. Grupo 3 -12.800 ok P<0.001
Grupo 1 vs. Grupo 4 -1.735 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 10.480 Hoxk P<0.001
Grupo 2 vs. Grupo 3 -0.5200 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 12.280 oAk P<0.001
Grupo 2 vs. Controle 22.760 Hk P<0.001
Grupo 3 vs. Grupo 4 12.800 oAk P<0.001
Grupo 3 vs. Controle 23.280 HkE P<0.001
Grupo 4 vs. Controle 10.480 HAK P <0.001

A analise de variancia apontou diferenca estatistica significante (p<0.001) em relacdo ao
numero de fibroblastos presentes no periodo de 7 dias em todos os grupos testados, com excegao
do grupo 1 quando comparado ao grupo 4 ¢ o grupo 2 ao ser comparado com o grupo 3.

Diante da ndo normalidade dos valores encontrados nos periodos de 21 e 42 dias,
utilizou-se, inicialmente, o teste de Kruskal-Wallis, cujo valor foi de KW =21.139 para o
periodo de 21 dias e KW = 13.118, para 42 dias. Para a avaliagdo da diferenga estatistica
apontada pelo teste foi usado o Teste de Multiplas Comparac¢des de Dunn, cujos resultados e

valores estdo expressos nas tabelas 14 e 15.

Tabela 14— Valores do Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn para o nimero de fibroblastos
presentes nas amostras no periodo de 21 dias.

Comparagao Diferencas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -10.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 - 1.600 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -10.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 6.700 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 9.200 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 0.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 17.500 Hok P <0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 -9.200 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 8.300 ns P>0.05

Grupo 4 vs. Controle 17.500 Hok P <0.01
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Tabela 15— Valores do Teste de Multiplas
presentes nas amostras no periodo de 42 dias.
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Comparagdes de Dunn para o nimero de fibroblastos

Comparagao Diferencas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -4.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -1.200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -1.200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 10.700 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 3.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 3.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 5.500 Hok P <0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 0.000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 11.900 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 11.900 ns P>0.05

Nos periodo de 21 e 42 dias, ndo foi detectada diferencga estatistica significante na

comparagdo dos grupos testados, tal diferenca (P<0.01) foi apresentada apenas entre os

grupos 2 e 4, quando comparados ao grupo controle em 21 dias e entre o grupo 2 e grupo

controle em 42 dias (P<0.001) .

A seguir novas analises estatisticas foram realizadas, para avaliar a interacdo entre

grupos e periodos experimentais. As médias foram agrupadas e submetidas ao teste de

Kruskal-Wallis, diante da ndo normalidade dos valores amostrais desse grupo, cujo valor foi

de KW = 12.056, indicando diferenca estatistica significante em relagdo ao numero de

fibroblastos encontrados na interagdo entre os grupos e periodos de tempo.

Para identificar quais pastas medicamentosas eram diferentes entre si em relacdo ao

numero de fibroblastos encontrados na interagdo entre os grupos e os diferentes periodos de

tempo, aplicou-se o teste de Multiplas Comparac¢des de Dunn, conforme tabela 16.
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Tabela 16 - Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para fibroblastos.

Comparagao Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -8.200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -4.667 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -4,067 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 16.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 3.533 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 4.133 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 24.800 * P <0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 0.6000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 21.267 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 20.667 ns P>0.05

O teste ndo paramétrico de Multiplas Comparagdes de Dunn mostrou nao haver
diferenca estatistica significante quando comparadas as diferentes pastas testadas em relagdo
ao numero de fibroblastos encontrados na interagao grupos e tempos, porém, o teste constatou
diferenca estatistica significante (p < 0,05) entre o grupo 2 quando comparado ao grupo
controle negativo (lateral do tubo).

Para avaliar a diferenca do nimero de fibroblastos em relagdao aos diferentes tempos
experimentais (7, 21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Comparagdes de Dunn

(tabela 17).

Tabela 17 — Teste de Dunn para o niimero de fibroblastos nos diferentes tempos experimentais.

Comparagdo Diferengas P Valor

7 dias vs. 21 dias 29.780 oAk P <0.001
7 dias vs. 42 dias 45.220 HoAE P <0.001
21 dias vs. 42 dias 15.440 * P <0.05

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn indicou haver diferenca (p < 0,001)
estatistica significante em relacdo ao numero de fibroblastos nos diferentes tempos

experimentais.
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5 - Vascularizacéo

V asos sanguineos

A Tabela 18 evidencia as médias encontradas nas amostras para a quantidade de vasos

sanguineos encontados nas diferentes pastas e periodos estudados.

Tabela 18 - Médias da quantidade de vasos sanguineos encontrados nos trés periodos estudados.

PERIODO Grupol  Grupo2  Grupo3  Grupo 4 Controle
Média amostra 1 1,6 2,8 2,6 2,2 1
7 DIAS Média amostra 2 1,8 ) 1,8 2 1,2
Média amostra 3 1,8 2,4 2.4 1,6 0,6
Média amostra 4 1,8 2 1,6 1,8 1,2
Média amostra 5 1,4 2,4 2 1,6 0,4
Meédia e desvio
padr&o 16+017 23+033 21+041 19+026 0,8 +0,36
Média amostra 1 1,6 1,4 1,6 1,4 0,4
21 DIAS Média amostra 2 1,4 1,4 1.4 1.4 0,6
Média amostra 3 1,2 1,6 1.4 1,6 0,4
Média amostra 4 1,4 1,6 1,2 1,4 0,6
Média amostra 5 1,2 1,6 1,2 1,8 0,4
Média e desvio
padr &0 13016 15+010 13#016 15+017 04 +010
Média amostra 1 1,4 1,2 1.4 1,2 0,4
Média amostra 2 1,4 1,2 1.4 1,2 0,4
42DIAS ~ Média amostra 3 1,2 1,4 1,2 1,4 0,4
Média amostra 4 1,2 1,4 1,2 1,2 0,6
M¢édia amostra 5 1,2 1,4 1,2 1,6 0,4
Média e desvio
padr&o 12+010 13+010 12:010 13+017 04 +008

As médias da tabela 18 foram submetidas ao programa estatistico a fim de avaliar a
diferenca no nimero de vasos sanguineos encontrados nas diferentes pastas testadas em cada

periodo de tempo (7, 21 e 42 dias)
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Diante da nao normalidade dos valores amostrais dos periodos estudados, foi realizado
o teste de Kruskal-Wallis, cujos valores foram KW = 17.132 (7 dias), KW = 15.048 (21 dias)
e KW =13.382 (42 dias).

Para a avaliacdo da diferenca estatistica apontada foi utilizado, novamente, o Teste de
Multiplas Comparagdes de Dunn, cujos resultados e valores estdo expressos nas tabelas 19, 20

e?2l.

Tabela 19— Valores do Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn para o numero de vasos sanguineos
presentes nas amostras no periodo de 7 dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -10.100 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -6.300 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -2.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 7.700 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 3.800 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 7.300 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 17.800 Hox P<0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 3.500 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 14.000 * P <0.05
Grupo 4 vs. Controle 10.500 ns P> 0.05

Ns = Nao significante; * = valores estatisticos semelhantes

Tabela 20— Valores do Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn para o numero de vasos sanguineos
presentes nas amostras no periodo de 21dias.

Comparacao Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -5.600 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -4.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 9.900 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 5.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 0.8000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 15.500 *ok P<0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 -4.800 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 9.900 ns P>0.05

Grupo 4 vs. Controle 14.700 * P <0.05
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Tabela 21- Valores do Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn para o numero de vasos sanguineos

presentes nas amostras no periodo de 42dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -1.900 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0.9000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 11.800 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 1.900 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 1.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 13.700 * P <0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -0.9000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 11.800 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 12.700 * P <0.05

No periodo de 7 dias, diferenga estatistica significante ocorreu somente na comparagao

entre os grupos 2 ¢ 3 comparados ao grupo controle (P<0.01). Nos periodos de 21 e 42 dias,

diferenca estatistica significante foi observada apenas na comparagdo dos grupos 2 e 4 com o

grupo controle (P<0.01).

Para avaliar a interacdo entre grupos e periodos experimentais realizamos uma nova

bateria de analises. As médias foram agrupadas ¢ submetidas ao teste de Kruskal-Wallis,

diante da ndo normalidade dos valores amostrais desse grupo, cujo valor foi de KW = 36.157,

indicando diferenca estatistica significante em relagdo ao nimero de vasos sanguineos

encontrados na intera¢do entre os grupos e periodos de tempo.

Para identificar quais pastas medicamentosas eram diferentes entre si, em relacdo ao

nimero de vasos sanguineos aplicou-se o teste de Multiplas Comparagdes de Dunn, conforme

tabela 22.
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Tabela 22 - Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para vasos sanguineos.

Comparagao Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -10.300 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -3.267 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -6.663 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 31.200 oAk P <0.001
Grupo 2 vs. Grupo 3 7.033 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 3.667 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 41.500 ok P <0.001
Grupo 3 vs. Grupo 4 -3.667 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 34.467 oAk P <0.001
Grupo 4 vs. Controle 37.833 oAk P <0.001

O teste ndo paramétrico de Multiplas Comparacdes de Dunn mostrou ndo haver
diferenca estatistica significante quando comparadas as diferentes pastas testadas em relagao
ao numero de vasos sanguineos, porém, o teste constatou diferenga estatistica  (p < 0,001)
entre os grupos testados quando comparados ao Grupo controle negativo (lateral do tubo).

Para avaliar a diferenca do niimero de vasos sanguineos em relagdo aos tempos

experimentais (7, 21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Compara¢des de Dunn

(Tabela 23).

Tabela 23 — Teste de Dunn para o nimero de vasos sanguineos nos diferentes tempos experimentais.

Comparagdo Diferengas P Valor

7 dias vs. 21 dias 19.290 ok P<0.01
7 dias vs. 42 dias 28.180 Hokk P <0.001
21 dias vs. 42 dias 8.960 ns P> 0.05

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn indicou haver diferenca estatistica
significante em relacdo ao numero de vasos sanguineos encontrados quando comparados os

periodos de 7 e 21 dias (p < 0.01) e nos periodos de 7 e 42 dias ( p < 0.001). O teste ndo
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mostrou diferenca estatistica significante nos periodos de 21 e 42 dias, em relacdo ao numero

de vasos sanguineos presentes.

6 - Atividade macrofagica

Fagocitos mononuclear es (macr 6fagos)

A tabela 24 evidencia as médias encontradas nas amostras para a quantidade de

fagocitos mononucleares (macrofagos) para as diferentes pastas e periodos estudados.

Tabela 24 - Médias da quantidade de macrofagos encontrados nos trés periodos estudados.

PERIODO Grupol  Grupo2  Grupo3  Grupo 4 Controle
Média amostra 1 1 2 2 1,2 0,8

7 DIAS Média amostra 2 2 2,2 2 2 0,8
Média amostra 3 3 2,4 2,8 3 1,2
Média amostra 4 2 2,2 22 2.4 1
Média amostra 5 3 2.4 2,6 3 1
Meédia e desvio

padr&o 22+083 22+016 23+036 23+x075 09 £0,16

Média amostra 1 1.6 1,4 1,4 1,4 0,8

21 DIAS Meédia amostra 2 1,4 1,8 1,4 1,8 1
Meédia amostra 3 1,2 1,6 1,2 1.4 1
Média amostra 4 1,4 1,8 1,6 1,8 1,2
Meédia amostra 5 1,4 1,4 1,2 1.4 1
Média e desvio

padr&o 1,4+0,14 16+02 13+016 15+0721 1+014

Média amostra 1 0,6 0,8 0,6 0,8 0,2
Média amostra 2 1 1,2 1,2 1,2 0,6

42 DIAS  Média amostra 3 0,8 1,2 0,8 1 0,4
Meédia amostra 4 1,2 1,2 1,2 1,2 0,4
Média amostra 5 0,6 1,2 0,8 0,8 0,4

Média e desvio
padr&o 08+026 01+017 09+0,26 1+£0,2 04 +0,14
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As médias da tabela 24 foram submetidas ao programa estatistico Graphpad Instat®, a
fim de avaliar estatisticamente a diferenga no nimero de polifornucleares encontrados nas
diferentes pastas testadas em cada periodo de tempo (7, 21 e 42 dias)

Diante da normalidade da amostra, para as médias do periodo de 7 dias, foi realizada a
analise de variancia que indicou diferenga estatistica significante entre o numero de

macrofagos presentes nas laminas avaliadas, conforme tabela 25.

Tabela 25 — Analise de varidncia para o nimero de macréfagos no periodo de 7 dias.

Comparagao Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -0.04000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -0.1200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0.1200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 1.240 * P <0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 -0.08000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 -0.08000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 1.280 *ox P<0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 0.000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 1.360 *ox P <0.001
Grupo 4 vs. Controle 1.360 wox P <0.001

A andlise de variancia apontou diferenca estatistica significante (p<<0.001) em relacao
ao numero de macrofagos presentes no periodo de 7 dias na comparacdo entre 0os grupos
testados quando comparados ao grupo controle.

Diante da ndo normalidade dos valores encontrados nos periodos de 21 e 42 dias,
utilizou-se, inicialmente, o teste de Kruskal-Wallis, cujo valor foi de KW =14.871 para o
periodo de 21 dias e KW = 14.147, para 42 dias. Para a avaliagdo da diferenga estatistica
apontada pelo teste foi usado o Teste de Multiplas Comparacdes de Dunn, cujos resultados e

valores estdo expressos nas tabelas 26 e 27.
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Tabela 26— Valores do Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn para o numero de macrofagos
presentes nas amostras no periodo de 21dias.

Comparagio Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -5.400 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -1.400 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -4.100 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 10.100 ns P <0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 6.800 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 1.300 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 15.500 Hox P<0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 -5.500 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 8.700 ns P <0.001
Grupo 4 vs. Controle 14.200 * P <0.05

Tabela 27— Valores do Teste de Multiplas Compara¢des de Dunn para o nimero de macrofagos
presentes nas amostras no periodo de 42dias.

Comparagdo Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -6.900 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -2.100 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -3.900 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 8.900 ns P <0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 4.800 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 3.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 15.800 *x P<0.01
Grupo 3 vs. Grupo 4 -1.800 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 11.000 ns P <0.001
Grupo 4 vs. Controle 12.800 * P <0.05

No periodo de 21 e 42 dias, diferengas estatisticas significantes foram observada
apenas na comparagao dos grupos 2 e 4 comparados ao grupo controle.

Realizaram-se novas analises estatisticas para avaliar a interacdo entre grupos e
periodos experimentais. As médias foram agrupadas e submetidas ao teste de Kruskal-Wallis,
diante da ndo normalidade dos valores amostrais desse grupo, cujo valor foi de KW =22.069,
indicando diferenca estatistica significante em relagdo ao nimero de polimorfonucleares

encontrados na intera¢do entre os grupos e periodos de tempo.
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Para identificar quais pastas medicamentosas eram diferentes entre si, aplicou-se o

teste de Multiplas Comparag¢des de Dunn, conforme tabela 28.

Tabela 28 - Teste de Miltiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para macrofagos.

Comparagao Diferengas P Valor
Grupo 1 vs. Grupo 2 -8.933 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -2.867 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -5.200 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 24.167 * P <0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 6.067 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 3.733 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 33.100 ok P <0.001
Grupo 3 vs. Grupo 4 -2.333 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 27.033 Hox P<0.01
Grupo 4 vs. Controle 29.367 *x P<0.01

O teste ndo paramétrico de Multiplas Comparacdes de Dunn mostrou ndo haver
diferenca estatistica significante quando comparadas as diferentes pastas testadas em relagao
ao nimero de macrofagos encontrados, porém, o teste constatou diferenca estatistica (p <
0,001) entre os grupos testados quando comparados ao Grupo controle negativo.

Para avaliar a diferenca do nimero de macrofagos em relagao aos tempos experimentais (7,

21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Comparagdes de Dunn (Tabela 29).

Tabela 29 — Teste de Dunn para o niimero de macrofagos nos diferentes tempos experimentais.

Comparagdo Diferengas P Valor

7 dias vs. 21 dias 12.440 ns P>0.05
7 dias vs. 42 dias 35.980 Hokk P <0.001
21 dias vs. 42 dias 23.540 *aE P <0.001

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn indicou ndo haver diferenca estatistica

significante em relacdo ao nimero de macrofagos encontrados quando comparados os periodos de
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7 e 21 dias (p > 0.05), porém, ao comparar os periodos de 7 com 42 dias e 21 com 42 dias foi

encontrada diferenca estatistica significante (p< 0.001) entre esses periodos experimentais.

Céulas gigantesinflamatérias

A Tabela 30 evidencia as médias encontradas nas amostras para a quantidade de

fagocitos mononucleares (macrofagos) para as diferentes pastas e periodos estudados.

Tabela 30 - Médias da quantidade de células gigantes inflamatdrias encontrados nos trés periodos

estudados.
PERIODO Grupol  Grupo2 Grupo3  Grupo 4 Controle
Média amostra 1 14 1.2 1.4 1.4 0,6
7 DIAS Média amostra 2 1 1 0.8 1 0.8
Média amostra 3 1 1.6 1.6 1 0,6
M¢dia amostra 4 1 1.4 1.2 1 1
Média amostra 5 1 0.8 1 1 0.8
M édia e desvio
padr&o 1,0+017 12+031 12+031 10017 0,7+0,16
M¢édia amostra 1 12 1.4 1.2 14 0.8
21DIAS ~ Médiaamostra2 4 1.4 1.4 1.4 0,8
Média amostra 3 1 1.2 1 1.2 1
Média amostra 4 1.4 1.4 1.4 1,4 0,8
M¢édia amostra 5 1 1.2 1 1.2 1
M édia e desvio
padr&o 12+02 13%£010 12:02 13%010 08%010
Média amostra 1 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2
Meédia amostra 2 0.4 0.8 0.6 0,8 0,4
42DIAS ~ Médiaamostra3 ¢ 0,6 0,6 0,4 0
Média amostra 4 0.6 0.6 0.4 0.8 0,2
Média amostra 5 0.6 0.6 0.6 0.4 0
Média e desvio
padréo 040+017 06+014 04+017 05+0,26 0,2+ 0,16

As médias da tabela 30 foram submetidas a0 mesmo programa estatistico para avaliar

a diferenca no numero de células gigantes inflamatorias encontradas nas diferentes pastas

testadas em cada periodo de tempo (7, 21 e 42 dias)
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Diante da nao normalidade dos valores amostrais dos periodos estudados, foi realizado
o teste de Kruskal-Wallis, cujos valores foram KW = 9,097 (7 dias), KW = 12.321 (21 dias) e
KW =9.505 (42 dias)

Para apontar quais grupos sdo diferentes entre si em relagdo ao nimero de células
gigantes inflamatorias presentes em cada um dos 3 periodos experimentais foi realizado o
Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn, cujos resultados e valores estdo expressos nas

tabelas 31, 32 e 33.

Tabela 31 — Valores do Teste de Multiplas Compara¢des de Dunn para o nimero de células gigantes
inflamatorias presentes nas amostras no periodo de 7dias.

Comparagdo Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -2.300 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -2.300 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 0.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 9.100 ns P >0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 0.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 2.300 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 11.400 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 2.300 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 11.400 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 9.100 ns P> 0.05

Tabela 32 — Valores do Teste de Multiplas Comparag¢des de Dunn para o nimero de células gigantes
inflamatdrias presentes nas amostras no periodo de 21 dias.

Comparagao Diferencas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -4.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -4.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 9.500 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 4.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 0.000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 13.500 * P <0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -4.000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 9.500 ns P>0.05

Grupo 4 vs. Controle 13.500 * P <0.05
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Tabela 33 — Valores do Teste de Multiplas Comparag¢des de Dunn para o nimero de células gigantes
inflamatorias presentes nas amostras no periodo de 42 dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -3.800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -0.9000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 9.200 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 3.800 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 2.900 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 13.000 * P <0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -0.9000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 9.200 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 10.100 ns P <0.05

No periodo de 7 dias, ndo foi apontada diferenca estatistica significante em relagao ao
numero de células gigantes inflamatérias presentes entre as diferentes pastas testadas.
Diferenca estatistica significante em relagdo ao niimero de células gigantes inflamatdrias foi
apresentada quando comparados os grupos 2 ¢ 4 ao grupo controle (P <0.05) no periodo de
21 dias. Ja no periodo de 42 dias apenas a comparacao entre o grupo 2 ¢ o controle apresentou
diferenca estatistica (P<0.05).

Para avaliar a interacdo entre grupos e periodos experimentais realizou-se mais uma
sequencia de analises. As médias foram agrupadas e submetidas ao teste de Kruskal-Wallis,
diante da ndo normalidade dos valores amostrais desse grupo, cujo valor foi de KW = 10.315,
indicando diferenga estatistica significante em relagdo ao numero de células gigantes
inflamatorias encontradas na interagdo entre os grupos e periodos de tempo.

Para identificar quais pastas medicamentosas eram diferentes entre si, em relacdo ao
numero de células gigantes inflamatorias aplicou-se o teste de Multiplas Comparagdes de

Dunn, conforme tabela 34.
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Tabela 34 - Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para células gigantes

inflamatorias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -6.067 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 -2.033 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -3.233 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Controle 16.500 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 4.033 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 2.833 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Controle 22.567 * P <0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -1.200 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Controle 18.533 ns P>0.05
Grupo 4 vs. Controle 19.733 ns P>0.05

O teste ndao paramétrico de Multiplas Comparagdes de Dunn mostrou nao haver

diferenca estatistica significante quando comparadas as diferentes pastas testadas em relagdo

ao numero de células gigantes inflamatorias encontradas, porém, o teste constatou diferenca

estatistica (p < 0,05) entre o grupo 2 quando comparado ao grupo controle negativo.

Para avaliar a diferenca do numero de células gigantes inflamatorias em relacdo aos

tempos experimentais (7, 21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Comparagdes de

Dunn (Tabela 35).

Tabela 35 — Teste de Dunn para o numero de células gigantes inflamatorias nos diferentes tempos

experimentais.
Comparagio Diferengas P Valor
7 dias vs. 21 dias -7.580 ns P>0.05
7 dias vs. 42 dias 32.180 HAk P <0.001
21 dias vs. 42 dias 39.760 ok P <0.001

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn indicou ndo haver diferenga estatistica

significante em relacdo ao numero de células gigantes inflamatorias quando comparados os
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periodos de 7 e 21 dias (p > 0.05), porém, ao comparar os periodos de 7 com 42 dias e 21 com

42 dias foi encontrada diferenca estatistica significante (p < 0.001) entre os grupos.

Area da capsulareacional

Para finalizar os testes estatisticos, as médias encontradas nas amostras para a medida
da 4rea da cépsula reacional (mm?), encontrada nos diferentes grupos testados, em cada
periodo experimental estdo expressas na tabela 36. Nota-se que o grupo controle ndo foi

considerado pelo fato de ndo apresentar area de casula reacional expressiva.

Tabela 36 - Médias da medida da 4rea da capsula reacional (mm?®)gerada nos trés periodos estudados.

PERIODO Grupol  Grupo2  Grupo3  Grupo 4 Controle
Média amostra 1 1,416 1,498 1,493 1,411 0
7DIAS  Média amostra 2 1,414 1,352 1,354 1,413 0
Média amostra 3 1,441 1,329 1,329 1,441 0
Media amostra 4 1,413 1,333 1,35 1,416 0
Média amostra 5 1,441 1,323 1,327 1,442 0
Média e desvio
padr&o 1,4+£001 13+007 13+006 14+0,01
Média amostra 1 0,709 0,691 0,715 0,689 0
21 DIAS ~ Média amostra 2 0,718 0,736 0,718 0,736 0
Média amostra 3 0,664 0,718 0,66 0,721 0
Media amostra 4 0,718 0,736 0,718 0,737 0
Média amostra 5 0,66 0,719 0,66 0,716 0
Média e desvio
padr 3o 06+002 07001 06+003 07+001
Média amostra 1 0,546 0,571 0,548 0,566 0
Média amostra 2 0,564 0,591 0,564 0,592 0
42 DIAS ~ Média amostra 3 0,593 0,55 0,596 0,548 0
Média amostra 4 0,564 0,589 0,56 0,597 0
Média amostra 5 0,598 0,545 0,593 0,549 0

Média e desvio
padr&o 05+002 05+002 05+002 05+0,02
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As médias da tabela 36 foram submetidas ao programa estatistico a fim de avaliar a a
area da capsula reacional ocaasionada pelas pastas testadas em cada periodo de tempo (7, 21 e
42 dias)

Diante da ndo normalidade dos valores amostrais nos periodos de 7 e 21 dias foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis, cujos valores foram KW = 5.184 (7 dias) e KW = 5.983
(21 dias).

Para a avaliacdo da diferenca estatistica apontada foi utilizado, novamente, o Teste de

Multiplas Comparagdes de Dunn, cujos resultados e valores estdo expressos nas tabelas 37 e

38.

Tabela 37- Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para a area da capsula
reacional gerada pelos grupos testados n periodo de 7 dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 6.300 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 5.900 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 0.2000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 -0.4000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 -6.100 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -5.700 ns P>0.05

Tabela 38- Teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Valores originais para a area da capsula
reacional gerada pelos grupos testados n periodo de 21 dias.

Comparagao Diferencas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 -6.400 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.2000 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 -6.200 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 6.600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 0.2000 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 -6.400 ns P>0.05

Os resultados estatisticos ndo apontaram diferenca estatistica significante em relagao a

area da cépsula reacional gerada pelas pastas testadas nos periodos de 7 e 21 dias.
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Diante da normalidade das médias amostrais para a area da capsula reacional ocorrida
no periodo de 42 dias realizou-se a analise de variancia a fim de se avaliar o comportamento

estatistico dessas médias. O resultado da analise da variancia esta representado pela tabela 39.

Tabela 39- Valores da andlise de varidncia para a area da capsula reacional encontrada nas amostras
no periodo de 42 dias.

Comparagio Diferengas P Valor

Grupo 1 vs. Grupo 2 0.003800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 3 0.000800 ns P>0.05
Grupo 1 vs. Grupo 4 0.002600 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 3 -0.003000 ns P>0.05
Grupo 2 vs. Grupo 4 -0.001200 ns P>0.05
Grupo 3 vs. Grupo 4 0.001800 ns P>0.05

A andlise da variancia indicou ndo haver diferenca estatistica em relacdo a area da
capsula reacional presente nos diferentes grupos estudados no periodo de 42 dias.

As médias foram agrupadas e submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, para avaliar a
interacdo entre grupos e periodos experimentais pelo fato dos valores experimentais
apresentarem-se com nao normais. O valor do teste foi KW = 0.4057, sugerindo ndo haver
diferenca estatistica significativa na interacdo entre os diferentes grupos e periodos
experimentais.

Para avaliar a diferenca da 4area da cépsula reacional em relacio aos tempos
experimentais (7, 21 e 42 dias) foi realizado o teste de Multiplas Comparagdes de Dunn

(Tabela 40).

Tabela 40 — Teste de Dunn para a area da capsula reacional nos diferentes tempos experimentais.

Comparagio Diferengas P Valor
7 dias vs. 21 dias 20.000 *A* P <0.001
7 dias vs. 42 dias 40.000 HAk P <0.001

21 dias vs. 42 dias 20.000 ok P <0.001




Resultados 103

O Teste de Multiplas comparagdes de Dunn mostrou haver diferenga estatistica
significante (p < 0,001) em relacdo a area da cépsula reacional nos diferentes periodos de

tempo avaliados.

O grafico 4 ilustra a involugdo da capsula reacional nos diferentes periodos

experimentais

Area da Capsula Reacional (mm?)
1,6 -|

1,4 -

15259

08 B 7 Dias
m 21 Dias
0,6 -
42 Dias
0,4

0,2

Grupo |
- Grupo ll

Grupo lll
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Gré&fico 4 — Involugdo da area da capsula reacional nos diferentes periodos experimentais.
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DISCUSSAO

Sao de fundamental importancia na Endodontia a completa limpeza e desinfec¢ao do
sistema de canais radiculares, eliminando os microrganismos, com o intuito de promover o
reparo da regido periapical.

ApoOs a necrose da polpa dental, ocorre a proliferacdo de microrganismos, em sua
maioria anaerdbia e facultativa, uma vez que o sistema de defesa do hospedeiro ¢ prejudicado
pela auséncia de vascularizagcdo. Tais microrganismos presentes no canal necrosado
difundem-se para o interior dos canaliculos dentinarios e demais ramificacdes do sistema de
canais radiculares (SPONCHIADO JR, 2006; GARCEZ et al., 2007; FIGDOR;SANDQVIST,
2007; MARQUES et al., 2008).

A complexa anatomia do canal radicular torna esse meio propicio ao crescimento e
multiplicagdo de microrganismos causadores de infecgdes da polpa e da regido do periapice
dental. Diante desse quadro, a utilizagdo de substincias quimicas auxiliares ao preparo
biomecanico ¢ um importante recurso auxiliar na desinfeccio (MARCHESAN et al., 2003;
HAAPASALO; ENDAL, 2006; TULUS; BONGERT, 2006; MARQUES et al., 2008;
SBERNA et al., 2009).

Dentre as substancias quimicas utilizadas para esta finalidade encontra-se o hidréxido
de calcio, que ao ser associado a diferentes veiculos e inserido no interior do sistema de canais
radiculares, apresenta efetividade contra amplo espectro de bactérias, além de atuar em
regides onde ndo ocorre o contato dos instrumentos e das solugdes irrigadoras, o que torna
esse material a medicagdo de eleicdo contra infecgdes de origem endodontica (HERMANN,
1920; HOLLAND et al., 1992; LEONARDO, 1994; ECONOMIDES et al., 2005; EVANS et

al., 2003; ESTRELA et al., 2003; BRISO, 2006; LEONARDO et al., 2006).
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Além do hidréxido de calcio, encontramos outras substancias quimicas que sao
utilizadas como medicagdo na Endodontia, dentre eles estdo o paramonoclorofenolcanforado,
tricresol formalina, eugenol, iodoférmio, associagdes de antibidticos com corticoides além de
diversas associagdes de antibidticos, cuja finalidade ¢ de promover a desinfec¢do ou evitar a
reinfeccdo do sistema de canais radiculares nos intervalos entre as sessdes operatdrias, além
de eliminar microrganismos resistentes, presentes na infec¢do endoddntica (ESTRELA;
PECORA, 2003; LYNNE et al., 2003).

O E. faecalis é um patdgeno presente nas infecgdes endodonticas que sobrevive em
meio com pH de até 11,5 sendo que os demais microrganismos resistem a um pH de
aproximadamente 9,0 (EVANS et al., 2003). O hidréxido de célcio é uma substancia que tem
a capacidade de alcalinizar o pH do meio em que foi aplicado em aproximadamente 12,8,
causando efeito nocivo em praticamente todas as espécies bacterianas ja isoladas de canais
radiculares infectados. Outros estudos ja foram realizados a fim de evidenciar a atividade
antimicrobiana do hidréxido de célcio quando testado com o E. faecalis, onde é sugerido o
uso de digluconato de clorexidina na pasta contendo hidréxido de célcio para aumentar o
espectro bacteriano e eliminar este microorganismo (FOREMAN et al., 1990; LYNNE et al.,
2003; WALTON et al., 2003; BASRANI et al., 2004; SPONCHIADO JR, 2006).

A efetividade antimicrobiana do hidréxido de célcio quando utilizado no interior do
sistema de canais radiculares esta relacionada com a sua a¢do alcalinizante, decorrente da
liberagdo de ions hidroxila. A medicagdo contendo hidroxido de calcio deve se difundir pelo
sistema de canais radiculares, penetrar nos canaliculos dentindrios, ramificagcdes anatomicas e
forame apical, visando atingir colonias bacterianas presentes nestes locais e tecidos vizinhos,
eliminando ou diminuindo a populacdo bacteriana presente nesses locais (FOREMAN;

BARNES, 1990; SIQUEIRA JR, 1997; LOPES, 2004; WEISMAN, 2006).
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Diversas pesquisas envolvendo fitoterapicos mostraram que alguns extratos de plantas
possuem agdo antibacteriana efetiva contra diversos microrganismos encontrados nas
infecgoes endodonticas (PERIN et al.,, 2001; GARRIDO et al., 2004; PEREIRA, 2004;
ABNADER, 2005; GENTIL et al.,, 2006; SPONCHIADO Jr, 2006), que podem ser
introduzidas na Endodontia como medicagao intracanal.

A selecdo da fragdo acetato de etila do extrato de Pothomorphe umbellata baseou-se
nos trabalhos de Sponchiado Jr (2006) que constatou efetividade contra cepas de
Enterococcus faecalis, bactéria resistente ao hidroxido de calcio e outros antibioticos,
freqiientemente encontrada nos casos de insucesso da terapia endodontica convencional e da
persisténcia da lesdo periapical, fato o qual indicou a necessidade da avaliacdo da
compatibilidade bioldgica dessa fracdo (ESTRELA et al., 2003; EVANS et al., 2003;
STUART et al., 2006; ZOLETTI et al., 2006; GOMES et al., 2006; SPONCHIADO JR, 2006;
SIQUEIRA JR et al., 2008).

Para a realizagdo deste estudo realizou-se a metodologia utilizando implantes em
tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, que possui qualidades desejaveis para a avaliagdo da
compatibilidade bioldgica de diferentes materiais, possibilitando a avaliagdo dos eventos
histopatologicos (PROVENCIO, 1982; BIRMAN, 1990; HOLLAND et al., 2001; NASSRI et
al., 2003; GARRIDO, 2006; GARCIA, 2008).

No experimento, utilizou-se a implantagdo de tubos de polietileno para avaliar as
pastas testadas devido ao fato de ndo favorecerem a irritagdo tecidual e possibilitarem a
delimitagdo da area de estudada. A por¢do lateral do tubo de polietileno também pode ser
utilizada como grupo controle (NASSRI et al., 2003; GARCIA et al., 2008).

Uma das desvantagens da utilizacdo de tubos de polietileno ¢ o escape do material

para o tecido adjacente, produzindo diferentes graus de resposta para o mesmo periodo
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experimental, tal fato pode ser evitado, realizando-se o selamento de uma das extremidades
dos tubos (JACOBOVITZ, 1996, GARCIA et al., 2008).

O teste secundario em tecido conjuntivo subcutdneo de ratos oferece uma série de
vantagens como o uso de uma limitada area para manutencdo dos animais e facilidade de
limpeza e higienizacdo da area reservada a manutengdo dos animais no poOs-operatorio,
simplicidade de execucao metodoldgica, possibilitando o trabalho em varios animais em curto
periodo de tempo, ndo ha necessidade descalcificagdo dos espécimes no preparo
histopatologico, possibilidade de comparar a resposta tecidual num mesmo animal, para
diversos materiais experimentais implantados, inclusive a lateral do tubo, utilizada como
grupo controle e baixo custo para o desenvolvimento da metodologia.

Como desvantagem para a metodologia pode-se citar a necessidade de detalhada
execucdo da metodologia, uma vez que um simples erro da técnica pode ocasionar a perda dos
espécimes, reconhecimento de possiveis erros somente durante a avaliacdo dos cortes
histopatologicos, como por exemplo a inclusdo de corpos estranhos como pélos do animal
juntamente com o implante.

Baseado no que foi exposto em relacdo as vantagens e limitagdes dos testes de
biocompatibilidade por meio da implantagdo de matérias para uso dentario em tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos, pode-se aferir que tal metodologia de pesquisa ¢ plenamente
recomendada.

O propilenoglicol foi utilizado no experimento, por ser um veiculo rotineiramente
associado ao hidroxido de calcio como medicacdo intracanal. Tal substancia é classificada
como viscosa ¢ hidrossoluvel, possui um alto peso molecular dificultando a rapida dispersao
das medicacdes a ele associadas mantendo-as por um maior periodo de tempo na area
desejada (ESTRELA et al., 2003; GARRIDO, 2004; LEONARDO, 2005; SPONCHIADO IJr,

2006; RIBEIRO, 2008).
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Os periodos de andlises definidos (7, 21 e 42 dias) permitiram uma eficaz avaliagao
das etapas do processo reacional pela sequéncia inflamatdria, evolug¢ao da capsula reacional e
as possibilidades de interposi¢do na resposta organica (NASSRI et al., 2003; GARRIDO,
2004; GARCIA et al., 2008). Estrategicamente foram utilizados esses periodos experimentais
para permitir o acompanhamento da evolugdo reacional no tecido subcutaneo do rato, dentro
de fases de uma sequéncia da reacdo de reparagao.

Extratos de Pothomorphe umbellata também ja foram utilizados no tratamento de
diversas enfermidades devido a suas propriedades coleréticas, colagogas, gastricas,
antiepiléticas, antimaldricas e no tratamento de diabetes e doencas hepaticas e atividade
antibacteriana (COIMBRA, 1958; AMORIM et. al., 1986; FELZENSZWALRB et al., 1987;
MONGELLI, 1995; MONGELLI, 2002; SPONCHIADO Jr, 2006; ANDRADE-NETO et al.,
2007).

Extratos de outros fitoterapicos também ja foram testados em tecidos de animais para
avaliar a sua compatibilidade bioldgica e seu possivel uso em Odontologia. O 6leo de copaiba
foi utilizado em dentes molares de ratos como protecdo pulpar direta (BANDEIRA et al.
1999) e em polpas dentais de cdes (BANDEIRA et al., 2000). Atualmente, esse 6leo foi
utilizado para a confeccdo de um cimento endoddntico com propriedades bioldgicas
satisfatorias (GARRIDO, 2004; GARRIDO et al., 2006).

Dentre os principios ativos ja conhecidos do extrato bruto da planta Pothomorphe
umbellata, o 4-nerolidilcatecol tem demonstrado intmeras atividades importantes, como
inibidor de metaloproteinas presentes no cancer de pele e penetracdo cutanea satisfatoria
(ROPKE et al., 2002; ROPKE et al., 2006) , auséncia de propriedades toxicas e mutagénicas
quando administrado na cavidade oral de ratos (BARROS et al., 2005), protetor tecidual

contra raios ultravioleta (ROPKE et al.,2005), efetividade contra larvas do mosquito Aedes
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aegypti (MONGELLI et al., 2002), o qual pode ser sugerido como um principio ativo
importante e que deve ser amplamente estudado.

As pastas testadas foram preparadas até que fosse obtida uma consisténcia cremosa,
similar a do creme dental, com caracteristicas fisico-quimicas de uma medica¢do adequada
para o preenchimento completo dos tubos de polietileno, com uma boa capacidade de
escoamento, € inseridas no interior dos tubos com auxilio de uma broca léntulo, largamente
empregada para insercdo da medica¢do no interior do sistema de canais radiculares (DE
DEUS, 1994; LOPES, 2004; LEONARDO, 2005).

A analise histoldgica evidenciou que todas as pastas testadas mostraram-se irritantes
ao tecido conjuntivo subcutineo do rato em maior ou menor intensidade, por isso, o
extravasamento da medicacdo intracanal ndo ¢ um procedimento biologicamente aceitavel
dentro da terapia endodontica, devendo restringir-se somente ao interior do sistema de canais
radiculares. Na realidade, ndo existe medicacdo “biocompativel”, mas sim menos irritante,
causando um quadro reacional menos intenso e favorecendo a elimina¢do de microrganismos
resistentes (HIZATUGO et al., 2007).

Dentre os materiais testados, a menor média encontrada para o infiltrado inflamatoério
foi observada no grupo 1 (hidroxido de calcio + propilenoglicol) e no grupo 4 (hidréxido de
calcio + propilenoglicol + frag@o acetato de etila de P. umbellata + 6xido de zinco) em todos
os periodos testados (7, 21 e 42 dias). Tal achado corrobora com os estudos de Holland et al
(1992); Lee (2004), Leonardo et al. (2006), Garcia et al. (2008) que justifica uma melhor
biocompatilidade & pastas endodonticas contendo hidréxido de calcio em sua formulagao.

A andlise estatistica apontou diferenca estatistica significante em relagdo ao infiltrado
inflamatorio, ocasionado pelas pastas testadas no periodo de 7 dias, entre o grupo 2 (fragao

acetato de etila de P. umbellata + propilenoglicol) e 3 (hidroxido de célcio + propilenoglicol +
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fragdo acetato de etila de P. umbellata) quando comparados ao grupo 4, diferenga em todos os
grupos testados quando comparados ao grupo controle (lateral do tubo).

Nos periodos evolutivos de 21 e 42 dias ndo foi apontada diferenca estatistica
significante em relacdo ao infiltrado inflamatorio ocasionado pelas diferentes pastas testadas,
exceto na comparagdo destas com o grupo controle.

Quanto a analise histologica da vascularizagdo, as Unicas diferengas apontadas foram
em relagdo ao grupo 2 e 3 ao serem comparados ao controle no periodo de 7 dias. No periodo
de 21 dias tal diferenca deu-se na comparacido entre o grupo 2 ¢ 4 em relagdo ao grupo
controle e em 42 dias, apenas o grupo 4 diferiu estatisticamente do grupo controle. Este fato
comprova que com o decorrer dos periodos evolutivos, houve uma redugdo da vascularizagao
e melhora do processo inflamatdrio, mostrando uma tendéncia a reparagdo tecidual.

Considerando a quantidade de fibroblastos, aos 7 dias as pastas testadas apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre si, com exce¢do do grupo 1 comparado ao grupo
4 ¢ o grupo 2 com o grupo 3. Aos 21 dias tal diferenga ndo foi mais detectada, aparecendo
somente a0 compararem-se os grupos 2 ¢ 4 com o grupo controle. Ao final do experimento,
no periodo de 42 dias, apenas o grupo 2 continuava diferindo-se do grupo controle. A
manutengdo de maior quantidade de fibroblastos, assim como os vasos sanguineos, caracteriza
persisténcia do processo reacional e consequente retardo a reparacao tecidual.

Quanto a area da capsula reacional, a comparagdo estatistica entre o0s grupos
apresentou-se semelhante em todos os periodos testados, considerada moderada nos periodos
de 7 e 21 dias e discreta no intervalo de 42 dias. Desta forma, a medida da area da capsula
reacional definiu uma aceitavel evolucao reparativa para todas as medicagdes testadas.

Pelas caracteristicas de formagdo de nddulos reacionais a distancia, as pastas testadas
mostraram, em maior ou menor grau, a ocorréncia de deslocamento do material dos tubos

para areas justapostas, atingindo regides adjacentes, determinando noédulos reacionais de
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corpo estranho, que mantinham caracteristicas semelhantes aquelas presentes na capsula. O
uso de pastas menos fluidas e menos solubilizdveis s3o mais resistentes a esse tipo de
deslocamento, todavia, ocorre constante carregamento de material contido no tubo de
polietileno por fagdcitos mononucleares assim como constatado nos trabalhos de Economides
(1995) e Garcia (2008).

A intensidade da atividade macrofagica demonstrou frequente solubilizacdo dos
materiais testados, favorecendo sua difusdo. Em relagdo a atividade macrofagica, diferenca
estatistica significante foi observada no periodo de 7 dias somente a0 compararmos 0s grupos
com o controle. Decorridos 21 dias tal diferenga ocorreu somente na comparagao dos grupos 2
e 4 com o controle, permanecendo o mesmo resultado para o tempo de 42 dias. Tal atividade
mostrou-se moderada nos periodos iniciais (7 e 21 dias), tornando-se discreta aos 42 dias de
avaliagdo. A persisténcia da atividade macrofagica aponta para a eminente reagdo de corpo
estranho, indesejada em qualquer situagdo, com provavel persisténcia na dependéncia do
material ser, ou ndo digerivel. Estes aspectos foram salientados por pesquisadores em
trabalhos de varios niveis (MAURfCIO et al., 1986; BIRMAN et al., 1990; FOREMAN;
BARNES, 1990; ECONOMIDES et al., 1995, FAVA; SAUNDERS, 1999; EVANS, 2003).

A atividade exercida por células gigantes inflamatorias foi de moderada a discreta no
decorrer dos tempos de avaliagdo, a presenca dessas células se da pelo tamanho das particulas
da pasta a serem digeridas. Nao ocorreu diferenca estatistica significante em relagdo ao
numero de células gigantes inflamatorias no periodo de 7 dias. Em 21 dias diferenca foi
apontada na comparacdo dos grupos 2 e 4 com o controle e aos 42 dias de experimento tal
diferenga era apontada apenas na comparacao do grupo 2 com o controle.

O maior grau de irritagdo tecidual envolvendo o grupo 2 pode ser explicado pela maior
concentrag@o da fragdo acetato de etila de P. umbellata contida nesse grupo, uma vez que para

conseguir-se a consisténcia desejada para a pasta, foi necessario um maior volume de extrato
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para se adicionado ao propilenoglicol. Ao diminuir a concentragdo da fragdo estudada e
acrescentar o hidroxido de célcio favoreceu a resposta tecidual.

Outro fator importante a ser observado em relagdo ao grau de inflamagdo provocado
pelas diferentes pastas testadas foi o pH, que se mostrou muito reduzido no grupo 2.

Em todos os grupos testados, foi observada a formac¢do de uma cépsula fibrosa
envolvendo as paredes laterais do tubo, tal fato é favoravel ao resultado de experimento uma
vez que limita a movimentagdo do tubo no interior do tecido conjuntivo (MAURICIO et al.
1987).

Dentre todas as pastas testadas, registros de mineralizagao foram observados em maior
ou menor intensidade. Nos elementos do grupo 2 foram observadas areas de mineralizagao
que podem estar relacionadas as pequenas areas de necroses superficiais observadas junto a
abertura tubular (ROBBINS; COTRAN, 1996). Indicio de mineralizagdo também foi
detectado na pasta do grupo 1 e em todas que continham o hidréxido de calcio em sua
composi¢do, sugerindo o sinergismo da fracdo acetato de etila da P.umbellata com o
hidroxido de calcio, porém, este assunto deve ser abordado com mais propriedade em outros
trabalhos.

O oxido de zinco foi utilizado no experimento por possuir um importante papel na
radiopacidade da pasta, ou seja, adicionando-se este material as pastas especificas, consegue-
se obter uma imagem radiopaca, favorecendo a sua observagdo por meio de radiografia,
quando inserido no interior do sistema de canais radiculares (CHONG et al.,, 1994;
TORANBINEJAD et al., 1995; JOU;PERTL, 1997). Os resultados mostraram que com a
adi¢ao do 6xido com o intuito de dar radiopacidade a pasta, ndo ocorreu alteracao inflamatéria
significativa. O 6xido de zinco também ¢ apontado como um material de aceitavel digestao
celular (BERBERT et al., 2002), além de possuir potencial antimicrobiano e apresentar efeito

citoprotetor sobre as células teciduais (SUNZEL et al.,1997).
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E importante ressaltar que os resultados obtidos este trabalho ndo devem ser
extrapolados para uso clinico em humanos, ja que se trata de um teste de nivel 2 de pesquisa,
denominado de teste secundario, realizado em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos, servindo
como auxiliar para conclusdes, inclusive comparativas, sobre o potencial irritativo dos
materiais. Torna-se licito afirmar que antes de utilizarmos a medicagdo intracanal a base da
fragdo acetato de etila de Pothomorphe umbellata na pratica endodontica, precisamos
desenvolver trabalhos seqiientes, sobretudo em outros niveis de pesquisa (“teste de
aplica¢do”), para comparacgdes dos acontecimentos reacionais encontrados.

O presente trabalho possibilita um raciocinio légico sobre o comportamento, inclusive
comparativo de materiais, em uma condi¢do primaria de avaliagdo sobre compatibilidade

bioldgica.



Conclusoes



Conclusdes 114

CONCLUSOES

Baseado na metodologia empregada e resultados obtidos pode-se concluir que:

e As pastas medicamentosas avaliadas apresentaram-se irritantes ao tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos, porém, ndo mantiveram rea¢do de corpo estranho, atingindo,
portanto, a evolucdo adequada observada junto ao espaco antes ocupado pelo tubo de
polietileno, permitindo no decorrer dos periodos experimentais, colagenizacdo

progressiva da capsula reacional junto a abertura tubular;

e A andlise estatistica mostrou diferenga significante em relagdo aos eventos
histopatologicos nos diferentes periodos experimentais, indicando involu¢ao do

processo inflamatorio;

e (Considerando-se a somatdéria dos eventos histopatologicos, através da andlise
comparativa tanto morfolégica quanto morfométrica a associagdo da fracdo acetato de
etila de P. umbellata as pastas contendo hidroxido de calcio, mostrou aceitavel
potencial irritativo no decorrer dos periodos estudados, favorecendo a reparacdo

tecidual.
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APENDICES

1 - Determinacdo das médias dos valores para os eventos histopatolégicos

encontrados.

Tabela I. Valores encontrados para células polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares em 7

dias.
Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 43,0 39,0 39,0 41,0 13,0
2 25,0 33,0 33,0 25,0 18,0
3 32,0 44,0 41,0 32,0 12,0
4 27,0 46,0 42,0 25,0 16,0
5 36,0 47,0 49,0 36,0 17,0
média 32,6 41,8 40,8 31,8 15,2
1 32,0 44,0 44,0 32,0 13,0
2 25,0 42,0 42,0 25,0 11,0
3 31,0 37,0 33,0 31,0 18,0
4 41,0 38,0 36,0 40,0 12,0
5 25,0 41,0 41,0 25,0 15,0
média 30,8 40,4 39,2 30,6 13,8
1 26,0 32,0 32,0 26,0 12,0
2 32,0 40,0 40,0 32,0 14,0
3 31,0 31,0 31,0 31,0 16,0
4 26,0 41,0 41,0 22,0 11,0
5 27,0 36,0 36,0 27,0 19,0
média 28,4 36,0 36,0 27,6 14,4
1 32,0 39,0 39,0 32,0 11,0
2 25,0 33,0 33,0 25,0 11,0
3 31,0 41,0 45,0 31,0 16,0
4 40,0 46,0 46,0 40,0 12,0
5 29,0 39,0 49,0 25,0 15,0
média 31,4 39,6 42,4 30,6 13,0
1 26,0 44,0 44,0 26,0 12,0
2 32,0 42,0 42,0 33,0 14,0
3 30,0 37,0 37,0 31,0 16,0
4 22,0 38,0 38,0 21,0 13,0
5 27,0 41,0 41,0 27,0 19,0
média 27,4 40,4 40,4 27,6 14,8

Média Final 30,1 39,6 39,7 29,6 14,2
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Tabela Il. Valores encontrados para fibroblastos em 7 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 23,0 31,0 31,0 23,0 11,0
2 21,0 36,0 36,0 22,0 15,0
3 19,0 38,0 38,0 19,0 15,0
4 16,0 37,0 42,0 16,0 13,0
5 23,0 33,0 33,0 21,0 12,0
média 20,4 35,0 36,0 20,2 13,2
1 22,0 33,0 33,0 22,0 12,0
2 27,0 36,0 36,0 27,0 11,0
3 24,0 39,0 39,0 23,0 16,0
4 21,0 40,0 40,0 21,0 12,0
5 25,0 33,0 33,0 25,0 14,0
média 23,8 36,2 36,2 23,8 13,6
1 25,0 36,0 34,0 24,0 13,0
2 21,0 32,0 34,0 21,0 16,0
3 31,0 35,0 35,0 31,0 11,0
4 25,0 40,0 43,0 26,0 14,0
5 22,0 39,0 39,0 25,0 11,0
média 24,8 36,4 37,0 25,4 13,0
1 22,0 31,0 34,0 19,0 11,0
2 27,0 36,0 36,0 27,0 15,0
3 24,0 38,0 38,0 24,0 15,0
4 21,0 40,0 40,0 21,0 11,0
5 25,0 33,0 33,0 25,0 12,0
média 23,8 35,6 36,2 23,2 12,8
1 24,0 33,0 33,0 24,0 12,0
2 24,0 36,0 36,0 21,0 11,0
3 31,0 39,0 39,0 35,0 13,0
4 25,0 40,0 42,0 25,0 15,0
5 22,0 33,0 33,0 22,0 14,0
média 25,2 36,2 36,6 25,4 13,0

Média Final 23,6 35,8 36,4 23,6 13,1
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Tabela lll. Valores encontrados para vasos sanguineos em 7 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 2,0 5,0 5,0 5,0 0,0
2 2,0 3,0 3,0 2,0 1,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4 0,0 2,0 2,0 0,0 2,0
5 3,0 3,0 2,0 3,0 1,0
média 1,6 2,8 2,6 2,2 1,0
1 2,0 4,0 3,0 2,0 1,0
2 1,0 2,0 2,0 1,0 1,0
3 3,0 1,0 1,0 3,0 0,0
4 2,0 3,0 3,0 3,0 2,0
5 1,0 0,0 0,0 1,0 2,0
média 1,8 2,0 1,8 2,0 1,2
1 1,0 4,0 4,0 1,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
3 2,0 3,0 3,0 2,0 1,0
4 3,0 2,0 2,0 2,0 2,0
5 2,0 2,0 2,0 2,0 0,0
média 1,8 2,4 2,4 1,6 0,6
1 2,0 4,0 3,0 2,0 1,0
2 1,0 2,0 2,0 1,0 1,0
3 3,0 1,0 1,0 3,0 0,0
4 2,0 3,0 2,0 2,0 2,0
5 1,0 0,0 0,0 1,0 2,0
média 1,8 2,0 1,6 1,8 1,2
1 1,0 4,0 2,0 1,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
3 2,0 3,0 3,0 2,0 1,0
4 1,0 2,0 2,0 2,0 1,0
5 2,0 2,0 2,0 2,0 0,0
média 14 24 2,0 1,6 0,4

Média Final 1,6 2,3 2,0 1,8 0,8
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Tabela IV. Valores encontrados para fagécitos mononucleares (macréfagos) em 7 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 3,0 3,0 2,0 0,0
2 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
4 0,0 2,0 2,0 0,0 2,0
5 1,0 2,0 2,0 1,0 1,0
média 1,0 2,0 2,0 1,2 0,8
1 1,0 4,0 3,0 1,0 1,0
2 1,0 3,0 3,0 1,0 1,0
3 3,0 1,0 1,0 3,0 0,0
4 3,0 2,0 2,0 3,0 1,0
5 2,0 1,0 1,0 2,0 1,0
média 2,0 2,2 2,0 2,0 0,8
1 4,0 3,0 4,0 4,0 0,0
2 3,0 1,0 1,0 3,0 1,0
3 2,0 3,0 3,0 2,0 1,0
4 3,0 3,0 3,0 3,0 2,0
5 3,0 2,0 3,0 3,0 2,0
média 3,0 2,4 2,8 3,0 1,2
1 1,0 4,0 4,0 3,0 1,0
2 1,0 3,0 3,0 1,0 1,0
3 3,0 1,0 1,0 3,0 0,0
4 3,0 2,0 2,0 3,0 1,0
5 2,0 1,0 1,0 2,0 2,0
média 2,0 2,2 2,2 24 1,0
1 4,0 3,0 4,0 4,0 0,0
2 3,0 1,0 1,0 3,0 1,0
3 2,0 3,0 3,0 2,0 1,0
4 3,0 3,0 3,0 3,0 1,0
5 3,0 2,0 2,0 3,0 2,0
média 3,0 2,4 2,6 3,0 1,0

Média Final 2,2 2,2 2,3 2,3 0,9
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Tabela V. Valores encontrados para células gigantes inflamatorias em 7 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 1,0 2,0 1,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 2,0 1,0 1,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
média 1,4 1,2 14 14 0,6
1 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0
4 2,0 1,0 1,0 2,0 1,0
5 0,0 1,0 1,0 0,0 1,0
média 1,0 1,0 0,8 1,0 0,8
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
2 1,0 2,0 2,0 1,0 0,0
3 0,0 2,0 2,0 0,0 1,0
4 1,0 2,0 2,0 1,0 1,0
5 2,0 1,0 1,0 2,0 1,0
média 1,0 1,6 1,6 1,0 0,6
1 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
4 2,0 1,0 1,0 2,0 2,0
5 0,0 2,0 2,0 0,0 1,0
média 1,0 14 1,2 1,0 1,0
1 1,0 1,0 2,0 1,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 2,0 1,0 1,0 2,0 1,0
média 1,0 0,8 1,0 1,0 0,8

Média Final 1,1 1,2 1,2 1,0 0,7
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Tabela VI. Valores encontrados para area em mm2 da capsulareacional em 7 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,238 1,673 1,645 1,242 -
2 1,549 1,385 1,385 1,512 -
3 1,527 1,238 1,242 1,535 -
4 1,332 1,583 1,583 1,332 -
5 1,438 1,612 1,612 1,438 -
média 1,416 1,498 1,493 1,411 -
1 1,555 1,324 1,337 1,548 -
2 1,348 1,541 1,541 1,348 -
3 1,612 0,718 0,718 1,612 -
4 1,125 1,655 1,655 1,125 -
5 1,433 1,523 1,523 1,433 -
média 1,414 1,352 1,354 1,413 -
1 1,276 0,925 0,925 1,276 -
2 1,339 1,239 1,239 1,339 -
3 1,529 1,677 1,677 1,529 -
4 1,612 1,429 1,429 1,612 -
5 1,451 1,377 1,377 1,451 -
média 1,441 1,329 1,329 1,441 -
1 1,548 1,324 1,317 1,552 -
2 1,348 1,553 1,541 1,349 -
3 1,612 0,718 0,718 1,612 -
4 1,126 1,551 1,655 1,125 -
5 1,433 1,523 1,523 1,444 -
média 1,413 1,333 1,350 1,416 -
1 1,276 0,925 0,925 1,282 -
2 1,339 1,239 1,226 1,339 -
3 1,529 1,677 1,681 1,529 -
4 1,612 1,432 1,429 1,612 -
5 1,451 1,343 1,377 1,451 -
média 1,441 1,323 1,327 1,442 -

Média Final 1,425 1,367 1,370 1,424 -
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2 - Determinacdo das médias dos valores para os eventos histopatolégicos

encontrados.

Tabela I. Valores encontrados para células polimorfonucleares (neutr6filos) e mononucleares

em 21 dias.
Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 21,0 31,0 23,0 31,0 7,0
2 31,0 32,0 31,0 32,0 11,0
3 27,0 25,0 27,0 28,0 11,0
4 22,0 28,0 22,0 28,0 9,0
5 27,0 22,0 27,0 22,0 9,0
média 25,6 27,6 26,0 28,2 9,4
1 26,0 37,0 26,0 38,0 12,0
2 25,0 26,0 25,0 26,0 10,0
3 32,0 21,0 31,0 21,0 8,0
4 31,0 24,0 34,0 25,0 12,0
5 26,0 29,0 26,0 29,0 10,0
média 28,0 27,4 28,4 27,8 10,0
1 31,0 34,0 32,0 34,0 14,0
2 31,0 32,0 31,0 32,0 11,0
3 23,0 29,0 22,0 27,0 6,0
4 24,0 26,0 25,0 26,0 11,0
5 26,0 20,0 26,0 21,0 11,0
média 27,0 28,2 27,2 28,0 10,6
1 26,0 35,0 26,0 37,0 12,0
2 25,0 26,0 23,0 23,0 19,0
3 32,0 21,0 32,0 21,0 8,0
4 31,0 25,0 31,0 25,0 11,0
5 26,0 29,0 26,0 27,0 10,0
média 28,0 27,2 27,6 26,6 12,0
1 32,0 34,0 32,0 34,0 14,0
2 31,0 32,0 31,0 32,0 11,0
3 23,0 27,0 23,0 29,0 6,0
4 25,0 26,0 25,0 27,0 11,0
5 26,0 21,0 26,0 21,0 11,0
média 27,4 28,0 27,4 28,6 10,6

Media Final 27,2 27,6 27,3 27,8 10,5
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Tabela Il. Valores encontrados para fibroblastos em 21 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 13,0 14,0 13,0 12,0 4,0
2 11,0 12,0 11,0 12,0 3,0
3 9,0 12,0 9,0 12,0 5,0
4 12,0 10,0 12,0 12,0 2,0
5 10,0 13,0 10,0 13,0 3,0
média 11,0 12,2 11,0 12,2 34
1 12,0 12,0 12,0 12,0 3,0
2 12,0 14,0 12,0 14,0 3,0
3 10,0 13,0 10,0 13,0 2,0
4 11,0 9,0 12,0 9,0 2,0
5 8,0 9,0 8,0 9,0 1,0
média 10,6 11,4 10,8 11,4 2,2
1 14,0 12,0 14,0 12,0 4,0
2 11,0 12,0 11,0 12,0 2,0
3 12,0 13,0 12,0 13,0 2,0
4 9,0 11,0 9,0 11,0 1,0
5 8,0 12,0 8,0 11,0 1,0
média 10,8 12,0 10,8 11,8 2,0
1 12,0 12,0 12,0 13,0 3,0
2 12,0 14,0 12,0 14,0 3,0
3 10,0 13,0 10,0 13,0 2,0
4 11,0 9,0 11,0 9,0 3,0
5 8,0 9,0 8,0 9,0 1,0
média 10,6 11,4 10,6 11,6 2,4
1 14,0 13,0 14,0 12,0 4,0
2 11,0 12,0 11,0 12,0 2,0
3 11,0 12,0 12,0 13,0 2,0
4 9,0 11,0 9,0 11,0 2,0
5 8,0 11,0 8,0 11,0 1,0
média 10,6 11,8 10,8 11,8 2,2

Média Final 10,7 11,7 10,8 11,7 2,4
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Tabela lll. Valores encontrados para vasos sanguineos em 21 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
2 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
3 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
4 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
5 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
média 1,6 1,4 1,6 14 0,4
1 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
4 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
média 1,4 1,4 14 14 0,6
1 1,0 2,0 2,0 2,0 1,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
3 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
4 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
média 1,2 1,6 14 1,6 0,4
1 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
4 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
5 2,0 2,0 1,0 1,0 1,0
média 14 1,6 1,2 14 0,6
1 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
3 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
4 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
5 2,0 1,0 2,0 2,0 0,0
média 1,2 1,6 1,2 1,8 0,4

Média Final 1,3 1,5 13 15 0,4
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Tabela IV. Valores encontrados para fagdcitos mononucleares (macrdofagos) em 21 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
4 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
5 2,0 2,0 1,0 2,0 1,0
média 1,6 1,4 14 14 0,8
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
4 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
5 2,0 3,0 2,0 3,0 0,0
média 1,4 1,8 14 1,8 1,0
1 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
4 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 01,
média 1,2 1,6 1,2 14 1,0
1 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 2,0
4 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
5 2,0 3,0 2,0 3,0 0,0
média 14 1,8 1,6 1,8 1,2
1 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 2,0 2,0 1,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 01,
média 14 14 1,2 14 1,0

Média Final 1,4 1,6 13 15 1,0
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Tabela V. Valores encontrados para células gigantes inflamatorias em 21 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
4 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
média 1,2 1,4 1,2 14 0,8
1 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
2 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
média 1,4 1,4 14 14 0,8
1 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0
2 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
3 1,0 1,0 2,0 1,0 1,0
4 2,0 1,0 10 1,0 1,0
5 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
média 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0
1 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
2 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
média 14 14 14 14 0,8
1 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0
2 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4 10 1,0 10 1,0 1,0
5 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
média 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0

Média Final 1,2 1,3 1,2 1.3 0,8
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Tabela VI. Valores encontrados para area em mm2 da capsula reacional em 21 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 0,732 0,761 0,732 0,761 -
2 0,739 0,752 0,740 0,743 -
3 0,533 0,591 0,533 0,591 -
4 0,673 0,587 0,699 0,586 -
5 0,872 0,768 0,872 0,768 -
média 0,709 0,691 0,715 0,689 -
1 0,712 0,721 0,712 0,721 -
2 0,650 0,734 0,650 0,734 -
3 0,854 0,638 0,854 0,638 -
4 0,649 0,855 0,649 0,855 -
5 0,728 0,732 0,728 0,732 -
média 0,718 0,736 0,718 0,736 -
1 0,658 0,623 0,658 0,639 -
2 0,713 0,814 0,713 0,814 -
3 0,526 0,786 0,526 0,787 -
4 0,632 0,812 0,615 0,812 -
5 0,791 0,557 0,791 0,557 -
média 0,664 0,718 0,660 0,721 -
1 0,712 0,721 0,712 0,721 -
2 0,650 0,734 0,650 0,737 -
3 0,854 0,638 0,854 0,638 -
4 0,649 0,855 0,649 0,855 -
5 0,728 0,732 0,728 0,735 -
média 0,718 0,736 0,718 0,737 -
1 0,658 0,627 0,658 0,618 -
2 0,713 0,814 0,713 0,814 -
3 0,526 0,787 0,526 0,781 -
4 0,612 0,812 0,614 0,812 -
5 0,791 0,557 0,791 0,557 -
média 0,660 0,719 0,660 0,716 -

Média Final 0,693 0,725 0,694 0,719 -
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3 - Determinagcdo das médias dos valores para os eventos histopatoldgicos

encontrados.

Tabela I. Valores encontrados para células polimorfonucleares (neutr6filos) e mononucleares

em 42 dias.
Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle

1 13,0 11,0 13,0 12,0 7,0
2 12,0 14,0 12,0 14,0 9,0
3 12,0 11,0 11,0 11,0 10,0
4 11,0 12,0 11,0 13,0 50
5 13,0 12,0 13,0 12,0 7,0

média 12,2 12,0 12,0 12,4 7,6
1 11,0 10,0 11,0 10,0 10,0
2 10,0 14,0 10,0 14,0 8,0
3 13,0 12,0 13,0 13,0 6,0
4 14,0 11,0 12,0 11,0 7,0
5 11,0 10,0 11,0 10,0 10,0

média 11,8 11,4 11,4 11,6 8,2
1 15,0 18,0 15,0 18,0 6,0
2 12,0 17,0 12,0 17,0 6,0
3 16,0 14,0 17,0 13,0 9,0
4 13,0 15,0 13,0 15,0 11,0
5 11,0 12,0 11,0 12,0 6,0

média 134 15,2 13,6 15,0 7,6
1 11,0 10,0 11,0 10,0 10,0
2 10,0 14,0 10,0 14,0 8,0
3 13,0 12,0 13,0 13,0 6,0
4 14,0 11,0 14,0 11,0 7,0
5 11,0 11,0 11,0 10,0 10,0

média 11,8 11,6 11,8 11,6 8,2
1 15,0 17,0 15,0 18,0 6,0
2 12,0 17,0 12,0 17,0 7,0
3 16,0 14,0 14,0 14,0 9,0
4 13,0 15,0 13,0 15,0 10,0
5 12,0 12,0 11,0 12,0 6,0

média 13,6 15,0 13,0 15,0 7,6

Média Final 12,5 13,0 12,3 13,1 7,8
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Tabela Il. Valores encontrados para fibroblastos em 42 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 7,0 7,0 7,0 7,0 2,0
2 8,0 9,0 8,0 8,0 4,0
3 7,0 7,0 7,0 7,0 3,0
4 6,0 7,0 50 7,0 2,0
5 7,0 7,0 7,0 8,0 4,0
média 7,0 7.4 6,8 7,4 3,0
1 5,0 7,0 5,0 7,0 4,0
2 50 7,0 50 6,0 3,0
3 4,0 6,0 4,0 6,0 2,0
4 7,0 5,0 6,0 5,0 1,0
5 5,0 6,0 6,0 6,0 2,0
média 5,2 6,2 5,2 6,0 2,4
1 7,0 6,0 7,0 5,0 3,0
2 50 50 50 5,0 3,0
3 7,0 7,0 7,0 7,0 2,0
4 5,0 8,0 6,0 8,0 4,0
5 6,0 5,0 6,0 5,0 3,0
média 6,0 6,2 6,2 6,0 3,0
1 50 7,0 50 7,0 4,0
2 50 6,0 50 6,0 3,0
3 4,0 6,0 5,0 6,0 3,0
4 7,0 5,0 7,0 5,0 1,0
5 6,0 7,0 6,0 6,0 2,0
média 54 6,2 5,6 6,0 2,6
1 7,0 6,0 7,0 6,0 3,0
2 50 50 50 5,0 3,0
3 7,0 6,0 7,0 7,0 2,0
4 6,0 8,0 6,0 7,0 4,0
5 6,0 50 6,0 5,0 3,0
média 6,2 6,0 6,2 6,0 3,0

Média Final 5,9 6,4 6,0 6,2 2,8
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Tabela lll. Valores encontrados para vasos sanguineos em 42 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
2 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
3 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
média 1,4 1,2 14 1,2 0,4
1 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
3 1,0 2,0 2,0 2,0 0,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
média 1,4 1,2 14 1,2 0,4
1 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
3 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
média 1,2 1,4 1,2 14 0,4
1 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 1,0 2,0 1,0 1,0 1,0
média 1,2 14 1,2 1,2 0,6
1 1,0 2,0 1,0 2,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
3 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 2,0 1,0 2,0 2,0 1,0
média 1,2 14 1,2 1,6 0,4

Média Final 1,2 1,3 1,2 1.3 0,4
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Tabela IV. Valores encontrados para fagécitos mononucleares (macréfagos) em 42 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
4 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
5 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
média 0,6 0,8 0,6 0,8 0,2
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
4 1,0 2,0 2,0 2,0 0,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
média 1,0 1,2 1,2 1,2 0,6
1 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 1,0 2,0 1,0 1,0 0,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
média 0,8 1,2 0,8 1,0 0,4
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
4 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
5 2,0 1,0 2,0 1,0 0,0
média 1,2 1,2 1,2 1,2 0,4
1 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3 0,0 2,0 1,0 1,0 0,0
4 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
5 1,0 1,0 1,0 0,0 0,0
média 0,6 1,2 0,8 0,8 0,4

Média Final 0,8 1,1 0,9 1,0 0,4
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Tabela V. Valores encontrados para células gigantes inflamatorias em 42 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0
5 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
média 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2
1 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0
3 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
5 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0
média 0,4 0,8 0,6 0,8 0,4
1 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
2 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
4 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
média 0,6 0,6 0,6 0,4 0,0
1 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
3 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
4 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
5 1,0 1,0 0,0 2,0 1,0
média 0,6 0,6 0,4 0,8 0,2
1 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
2 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0
3 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
4 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
média 0,6 0,6 0,6 0,4 0,0

Média Final 0,4 0,6 0,4 0,5 0,1
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Tabela VI. Valores encontrados para area em mm2 da capsula reacional em 42 dias.

Rato Lamina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Controle
1 0,441 0,650 0,446 0,637 -
2 0,681 0,447 0,686 0,439 -
3 0,577 0,551 0,577 0,551 -
4 0,463 0,595 0,461 0,595 -
5 0,569 0,612 0,570 0,612 -
média 0,546 0,571 0,548 0,566 -
1 0,791 0,777 0,791 0,782 -
2 0,553 0,572 0,553 0,572 -
3 0,437 0,549 0,437 0,549 -
4 0,412 0,622 0,412 0,619 -
5 0,627 0,439 0,627 0,440 -
média 0,564 0,591 0,564 0,592 -
1 0,592 0,592 0,592 0,592 -
2 0,547 0,414 0,547 0,414 -
3 0,417 0,726 0,416 0,712 -
4 0,695 0,537 0,695 0,537 -
5 0,718 0,485 0,732 0,485 -
média 0,593 0,550 0,596 0,548 -
1 0,791 0,769 0,765 0,782 -
2 0,553 0,572 0,553 0,572 -
3 0,437 0,532 0,444 0,577 -
4 0,412 0,619 0,412 0,619 -
5 0,627 0,457 0,627 0,439 -
média 0,564 0,589 0,560 0,597 -
1 0,592 0,592 0,592 0,592 -
2 0,547 0,414 0,547 0,414 -
3 0,438 0,712 0,416 0,712 -
4 0,695 0,537 0,695 0,542 -
5 0,720 0,470 0,718 0,485 -
média 0,598 0,545 0,593 0,549 -

Média Final 0,573 0,569 0,572 0,570 -
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4 - Determinacdo dos escores empregados para 0s eventos histopatoldgicos
encontrados.

a) Infiltradoinflamatorio
0 al5 —Discreto
15 a 29 - Moderado

30 ou mais - Intenso

b) Fibroblastos
0 a 9 - Discreto
10 a 24 - Moderado
25 a 35 — Intenso

c) Vasos Sanguineos
0a0,5 - Discreto
06 a 1,0 — Moderado

d) Areadacapsulareacional (mm?)
0 a 0,6 -Discreta
0,61 al,5—- Moderada

1,5 a mais — Intensa

€) Macrofagos
0 a I - Discreto
1,1 a 1,5 —Moderado

1,5 a mais — Intenso

f) Céulasgigantesinflamatorias
0 a 1 — Discreto
1,1 a2 — Moderado

2,1 a 3 - Intenso





