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Uso da mistura de a e g-amirina como meio de conservacdo em reimplante dentério
Use of a and B-amyrin mixture as a storage medium in dental replantation

Uso de la mezcla de o y p-amirina como medio de conservacion en reimplantacion dental
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o processo de reparo periodontal de dentes de ratos
reimplantados conservados em solugédo de a e B-amirina a 10%. Foram utilizados incisivos
superiores direitos de 36 ratos divididos em 3 grupos, os dentes foram extraidos e deixados
em meio seco e no respectivo meio de conservacao por 20 minutos e reimplantados. A divisao
dos grupos foi de acordo com o meio de conservacao utilizado: SO — soro fisiologico 0,9%;
AMSC - solugdo de a e f-amirina a 10%, sem tratamento endodontico; e AMCC - solucgéo de
a ¢ B-amirina a 10%, com tratamento endoddntico. Apds 60 dias foi realizada eutanésia por
perfusdo transcardiaca. Os cortes obtidos foram corados em Hematoxilina e Eosina e
Picrosirius Red. Foi avaliada matriz extracelular e vasos sanguineos, perfil nuclear, fibras
coldgenas, organizacdo do ligamento periodontal, extensdo e intensidade do processo
inflamatorio, reabsorcdo dentaria e anquilose. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparacdo entre grupos. Dentre as diferencas significativas, o ter¢o apical da raiz no grupo
AMCC obteve maior &rea de vasos sanguineos em comparacdo a SO, menor area de fibras
colagenas de birrefringéncia vermelha e maior de fibras verdes, ao contrario, AMSC
apresentou maior area de fibras de birrefringéncia vermelha e menor de fibras verdes. As
outras varidveis nao apresentaram diferenca entre os grupos. Conclui-se que a mistura de o e
B-amirina em ambiente pré-clinico mostrou possuir potencial para utilizacdo como meio de

conservacao em avulsdo dentéria.
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dentérios.

Abstract

The aim of the study was to evaluate the periodontal repair process of reimplanted rats teeth
preserved in 10% o and B-amyrin solution. Maxillary right incisors of 36 rats were used,
divided into 3 groups, the teeth were extracted and left in a dry medium and in the respective
storage medium for 20 minutes and reimplanted. The groups were divided according to the
conservation method used: SO - saline; AMSC - 10% a and B-amyrin solution, without
endodontic treatment; AMCC - 10% solution of a and B-amyrin, with endodontic treatment.
After 60 days, euthanasia was performed by transcardiac perfusion. The cuts obtained were
stained in Hematoxylin and Eosin and Picrosirius Red. Extracellular matrix and blood vessels,
nuclear profile, collagen fibers, organization of the periodontal ligament, extent and intensity
of the inflammatory process, tooth resorption and ankylosis were evaluated. The Kruskal-
Wallis test was used for comparison between groups. Among the significant differences, the
apical third of the root in the AMCC group obtained a greater area of blood vessels compared
to SO, a smaller area of collagen fibers of red birefringence and a greater area of green fibers,
in contrast, AMSC presented a greater area of red birefringence fibers and smaller of green
fibers. The other variables showed no difference between the groups. It is concluded that the
mixture of o and B-amyrin in pre-clinical environment shown to have potential for use as a
means of preservation in tooth avulsion.

Keywords: Tooth avulsion; Burseraceae; Tooth replantation; Tooth injuries.

Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el proceso de reparacion periodontal de dientes de rata
reimplantados conservados en a y B-amirina. Se utilizaron incisivos superiores derechos de 36
ratas, divididos en 3 grupos, se extrajeron los dientes y se dejaron en un medio seco y en el
medio de conservacion respectivo durante 20 minutos y reimplantaron. Los grupos se
dividieron segun el método de conservacion utilizado: SO - salina; AMSC - solucion de oy B-
amirina 10%, sin tratamiento endoddntico; y AMCC - solucién de o y B-amirina 10%, con
tratamiento endodontico. A los 60 dias se realizd la eutanasia mediante perfusion
transcardiaca. Los cortes obtenidos fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina y Picrosirius
Red. Se evaluaron matriz extracelular, vasos sanguineos, perfil nuclear, fibras de colageno,
organizacion del ligamento periodontal, extension e intensidad del proceso inflamatorio,
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reabsorcion dentaria y anquilosis. Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para la comparacion.
Entre las diferencias significativas, el tercio apical de la raiz en el grupo AMCC obtuvo mayor
area de vasos sanguineos en comparacion con SO, menor area de fibras de colageno de
birrefringencia roja y mayor area de fibras verdes, en contraste, AMSC presentd mayor area
de fibras de birrefringencia rojas y mas pequefias de fibras verdes. Las otras variables no
mostraron diferencias entre los grupos. Se concluye que la mezcla de a y B-amirina en un
entorno preclinico ha mostrado potencial para su uso como medio de conservacion en la
avulsion dental.

Palabras clave: Avulsion de diente; Burseraceae; Reimplante dental; Traumatismos de los
dientes.

1. Introducéo

O trauma dentério pode ser definido como uma lesdo proveniente de um impacto
externo sobre os dentes e/ou outros tecidos duros e moles no interior e ao redor da cavidade
oral. E geralmente repentino, inesperado e acidental, requerendo em alguns casos atendimento
de emergéncia (Lam, et al., 2016; Ugolini, et al., 2018). A maior prevaléncia de trauma
dentario na populagdo mundial envolve criancas e adolescentes, no entanto, todos os
individuos estdo susceptiveis, devido a suas atividades comuns diarias, e 0 aumento dos niveis
de violéncia e do nimero de acidentes de transito, sendo assim, um problema de salde
publica emergente (Lam, et al., 2016; Traebert, et al., 2012).

A avulsdo € considerada o tipo mais grave de trauma dentario, ocorre quando ha o
completo deslocamento do dente para fora de seu alvéolo, caracterizado pelo rompimento do
feixe vasculo-nervoso e das fibras do ligamento periodontal (Longo, et al., 2018; Dos Santos,
etal., 2009).

O reimplante € o tratamento mais preconizado para o dente avulsionado, mesmo que
as condicOes ndo sejam favoraveis (Dos Santos, et al., 2009), no entanto, o prognostico de
dentes reimplantados é sempre duvidoso. A polpa e o ligamento periodontal sofrem grandes
danos quando o tempo extra-alveolar é muito grande, assim como com 0 modo de manuseio
do dente, grau de formacdo radicular e 0 emprego ou ndo de um meio de conservagado
adequado (Andreasen & Andreasen, 2001). Desse modo, o reimplante imediato é a melhor
alternativa, ja que ha uma relagdo proporcional entre o tempo que o dente permanece fora do
alvéolo e os danos as células do ligamento periodontal, de modo que quanto maior esse
tempo, mais sombrio sera o prognostico. Sendo assim, uma vez realizado o reimplante de
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forma imediata é possivel manter a viabilidade celular permitindo uma maior probabilidade
de reinsercéo das fibras e preservacdo do dente (Andreasen, et al., 1995; Prueksakorn, et al.,
2016; Consolaro, 2013; Melo, et al., 2016). No entanto, o reimplante tardio ocorre com maior
frequéncia, nesses casos 0 emprego de um meio de conservacdo adequado é de extrema
importancia para preservagdo da viabilidade celular. Varias substancias tém sido estudadas,
como a solugdo de balanceada de Hanks, saliva, soro fisioldgico, leite, clara de ovo, préopolis,
entre outras (Longo, et al., 2018).

Atualmente, o mercado farmacéutico tem demonstrado grande interesse para pesquisas
referentes ao emprego de plantas medicinais, sobretudo a aquelas utilizadas pela populacéo,
dando lugar ao desenvolvimento de novas drogas. O Brasil é um pais com grande diversidade
vegetal, possuindo um enorme potencial para o desenvolvimento de medicamentos que aliem
0 conhecimento tradicional vinculado as plantas fitoterapicas e a tecnologia, possibilitando
ampliar os beneficios gerados com essa substancia (Brasil, Ministério da satde, 2015).

A resina obtida da arvore Protium heptaphyllum é bastante utilizada na medicina
popular e vém sendo estudada nas areas de farmacologia, medicina e odontologia, devido a
suas propriedades anti-inflamatdria, analgésica, antiplaquetéaria, antinoceptiva, efeitos
hipoglicemiantes e hipolipemiantes, atividade anticonvulsivante, efeitos ansioliticos e
antidepressivos (de Almeida, et al., 2015; Aragao, et al., 2006; Aragéo, et al., 2007; Aragéo,
et., 2008; Aragao, et al., 2015; Diaz-Ruiz, et al., 2012; Melo, et al., 2011; Okoye, et al., 2014;
Pinto, et al., 2014; Pinto, et al., 2008; Santos, et al., 2012; Soldi, et al.,2008).

A é&rvore Protium heptaphyllum, pertence a familia Burseraceae, conhecida
popularmente por “almecega” e “breu-branco”, ¢ encontrada na América do Sul, na regido
Amazonica, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Goias, e em paises como Suriname, Colémbia,
Venezuela e Paraguai. A obtencdo da substancia é realizada a partir de incisées no tronco da
arvore, em que se obtém um 6leo-resina aromatico, que em contato com o ar se solidifica. E
importante ressaltar que o processo de obtencdo da resina ndo causa nenhum dano a arvore
(Junior, et al., 2005). Essa resina exsudada € rica em uma mistura de triterpenos, identificados
como a-amirina, B-amirina, breina, maniladiol, a-amirona, p-amirona e lupenona, além de
6leo essencial rico em mono e sesquiterpenos (Junior, et al., 2005; Lima, et al., 2014).

Os triterpenos tem chamado atencdo nos dltimos anos devido as suas atividades
terapéuticas. Na resina extraida da P. heptaphyllum a maior concentracéo de triterpenos esta
na forma de a-amirina e B-amirina, triterpenos pentaciclicos considerados o seu principal
componente e principal responsavel pelas propriedades terapéuticas citadas acima,

principalmente a anti-inflamatoria (de Almeida, et al., 2015).
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No reimplante, controlar a inflamacdo durante o reparo periodontal é de extrema
importancia, uma vez que a persisténcia da inflamacdo aguda ou crénica durante um grande
periodo estabelece um ambiente que estimula e favorece a ocorréncia da reabsorcédo radicular
(Consolaro, 2013; Melo, et al., 2016).

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo é testar a resina de P. heptaphyllum e seus
componentes, avaliando o processo de reparo periodontal de dentes de ratos reimplantados

conservados em solucdo de a e B-amirina a 10%.

2. Metodologia

O presente estudo foi iniciado somente apés aprovacdo pelo Comité de Etica em
Experimentagdo animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, sob ndmero de
processo 00467-2018.

Obtencéo da mistura a e #-amirina extraida resina de P. heptaphyllum para uso tépico

Um total de 10g da mistura da a e p-amirina na forma de p6 foi obtida através de uma
parceria com o Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui, Teresina/Pl, que
forneceu o material para estudo. A obtencéo da mistura de o e B-amirina extraidas da resina de
P. heptaphyllum foi realizada como descrito anteriormente por Junior (2005). Para aplicacéo
como meio de conservacao, a mistura foi diluida em solugdo de Tween 80, chegando a uma
solugcdo com concentracdo de 10% da mistura a e B-amirina (Aphoticario Farmacia de

manipulacéo, Aracatuba, S&o Paulo, Brasil).

Animais envolvidos e procedimentos realizados

Para definicdo da amostra, foi realizado o calculo amostral, em que para um poder da
amostra de 80%, adotando nivel de significAncia de 5%, com a diferen¢a da média de 0,854 e
desvio padrdo de 0,563, ficou estabelecido um ndmero de 11 animais por grupo. Adotamos 12
animais por grupo, para obter uma margem para possiveis intercorréncias durante o estudo.

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre 200-300g.
Os animais foram obtidos junto ao biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP. Os ratos foram acomodados em gaiolas com cinco animais cada, a uma temperatura
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ambiente de 22 + 2°C, 50 + 10% de umidade relativa do ar e ciclos de claro/escuro de 12/12
horas. Receberam agua ad libitum e racdo granulada durante todo o experimento.

Para execucdo dos procedimentos experimentais 0s animais receberam como relaxante
muscular a xilazina (10mg/kg, Coopazine; Coopers, Sdo Paulo, Brasil) e para a anestesia 0
cloridrato de quetamina (80 mg/kg, Vetanarcol; Laboratérios Konig, Buenos Aires,
Argentina), ambas as drogas administradas por via intramuscular (1.M.). Posteriormente, foi
realizada a antissepsia da por¢édo anterior da maxila, com polivinilpirrolidona-iodo (Riodeine
— Ind Farmac. Rioquimica Ltda), sindesmotomia, luxacdo e extracdo do incisivo superior
direito (ICSD) com auxilio de instrumental especialmente adaptado. Os dentes extraidos
tiveram a papila dentaria e o 6rgdo do esmalte seccionados com lamina de bisturi n°15
(EMBRAMAC Exp. E Imp). Os dentes extraidos, foram armazenados em meio seco por um
periodo de 20 minutos a temperatura ambiente e apds permaneceram por mais 20 minutos
imersos em um meio de conservacao, de acordo com a divisdo dos grupos experimentais.

Ap06s armazenamento, os dentes extraidos do grupo AMCC tiveram a polpa removida
por via retrograda e o canal instrumentado, empregando-se lima tipo Kerr n° 25 ligeiramente
curva (Kerr 25 mm, Maillefer - Dentsply). Os canais foram irrigados com soro fisiologico
(Arboreto, Minas Gerais, Brasil) e secos com cones de papel absorvente (Dentsply). Depois,
os canais foram preenchidos com pasta de hidréxido de célcio (Ultracal XS Kit - Ultradent) e
realizado plug de MTA (Cimento reparados MTA - Angelus) nos 3mm finais do canal
radicular.

Os dentes de todos os grupos foram reimplantados em seus respectivos alvéolos, com
preparo prévio do mesmo, por meio de curetagem com auxilio de cureta cirdrgica e irrigados
com soro fisioldgico. Nenhuma contencéo foi realizada.

Grupos Experimentais:
Os 36 animais, foram divididos em grupos de acordo com o meio de conservacao

utilizado, com 60 dias de observacao cada:

e Grupo SO: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante 20 minutos e
depois imersos em 2mL de soro fisioldgico 0,9% (Arboreto, Minas Gerais, Brasil) por
20 minutos e reimplantados, sem tratamento dos canais.

e Grupo AMSC: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante 20
minutos e depois imersos em 2mL da mistura de o e B-amirina a 10% (Aphoticario
Farmacia de manipulacdo, Aracatuba, S& Paulo - Brasil), por 20 minutos e

reimplantados, sem tratamento dos canais.
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e Grupo AMCC: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante 20
minutos e depois imersos em 2mL da mistura de o e B-amirina a 10% (Aphoticario
Farmécia de manipulacdo, Aracatuba, Sdo Paulo - Brasil), por 20 minutos e
reimplantados, com tratamento dos canais (Hidroxido de célcio).

Apds o reimplante, todos os animais receberam uma Unica dose intramuscular de
20.000 Ul de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S.A., Sdo Paulo - Brasil).

Eutanésia e processamento histolégico

A eutanasia ocorreu por meio de perfusdo transcardiaca, 60 dias apds o reimplante. A
maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com o emprego de uma lamina de
bisturi n® 15 (Embramac Exp. E Imp.). Um corte com tesoura reta na porgdo distal do 3°
molar possibilitou a obtencdo da area da maxila contendo o dente reimplantado. As maxilas
foram imediatamente dissecadas e colocadas em solucdo fixadora por 24 horas. A
descalcificagio das maxilas foi realizada por meio EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético)
a 10% (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) em PBS.

Apbs descalcificacdo, as pecas passaram por desidratacdo em solucdes de alcodis,
diafanizadas em soluc@es de xilol, e seguidamente impregnadas em parafina de baixa fusdo
(56-58 °C) com trés trocas de parafina, de uma hora cada. Os cortes longitudinais de 4um de
espessura no sentido longitudinal foram colocados em banho-maria (40-50°C) e recolhidos
em laminas silanizadas ou revestidas de poli-L-lisina, sendo trés cortes por lamina com
diferenca de 40um entre eles. Os cortes histoldgicos foram utilizados para a colora¢do no

método de Hematoxilina-eosina (HE) e Picrocirius Red.

Analise Histomorfométrica

A andlise histoldgica foi realizada em um microscopio Optico comum (Leica —
Aristoplan, Alemanha) com uma camera digital acoplada Axiocam MRc (Axiocam Mrc—
Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), para as imagens em HE. As imagens referentes ao
Picrosirius Red foram obtidas em microscopio de luz polarizada (DM4000B; Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os campos visuais das regides analisadas de cada corte
em 400x foram coletados com o software Axiovision Rel 4.0 (Carl Zeiss, GmbH, Alemanha).
Foram considerados o terco médio e apical da raiz, na face palatina.

Os cortes corados com H.E. foram utilizados na avaliagdo das &reas de vasos

sanguineos, matriz extracelular, perfil nuclear, reabsorcdo radicular, espessura, organizacdo e
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inflamacgdo do ligamento periodontal (LP) e anquilose. J& os cortes submetidos ao método
Picrosirius Red foram utilizados para a analise do percentual de fibras colédgenas de

birrefringéncia verde e vermelha.

Analise histolégica qualitativa e quantitativa

Na analise quantitativa foi considerada a porcentagem relativa da area ocupada por
fibras colagenas, vasos sanguineos, matriz extracelular, largura do ligamento periodontal e
numero de perfis nucleares. A quantificacdo da organizacdo do ligamento periodontal,
processo inflamatdrio, reabsorcdo radicular e anquilose foram feitas por meio de escores. O
examinador ndo soube a que grupo que pertence as imagens, a fim de evitar um viés na

analise.

Analise quantitativa da porcentagem de area de fibras colagenas, vasos sanguineos, matriz

extracelular

Para a andlise quantitativa da area de vasos sanguineos, fibras colagenas e matriz
extracelular, as imagens foram processadas no programa de analise de imagens Imagel
(National Institutes of Health, EUA). Foram avaliadas em um aumento de 400x, na regido do
terco médio e apical da raiz, pela face palatina, pois somente nessa face o incisivo do rato
possui ligamento periodontal.

Os tipos de fibras colagenas foram quantificados pelo programa QWin (Leica QWin
V3; Leica Microsystems), selecionando quanto a coloracdo, entre as fibras de birrefringéncia

vermelha e de birrefringéncia verde.
Andlise quantitativa do numero de perfis nucleares do ligamento periodontal

Para a contagem das células foi utilizada uma ferramenta do Programa ImageJ
chamada de “Mult Point”, que impossibilita que uma mesma célula seja contada novamente.

Analise quantitativa da largura do LP

A espessura do ligamento periodontal foi obtida por meio das médias das regides de

escolha do ICSD com o auxilio do programa ImageJ.
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Analise quantitativa da organizacdo e inflamacédo do ligamento periodontal, reabsorcéo
radicular e anquilose dentaria da raiz do ICS

Para a quantificagdo das ocorréncias histomorfoldgicas serdo atribuidos escores de 1 a 4,

listados na Tabela 1, onde 1 corresponde ao melhor resultado e 4 ao pior, ocupando os escores 2 e 3
posicdes intermediarias (Panzarini, et al., 2007).

Tabela 1. Distribuicdo dos escores variando de 1 a 4, atribuidos aos parametros histoldgicos

avaliados.
Evento 1 2 3 4
histologico
Ligamento Fibras periodontais Fibras Fibras periodontais Auséncia de
periodontal - inseridas no 0sso e periodontais inseridas no 0sso e fibras com
Organizagéo cemento em toda a inseridas no cemento em 1/3 da insercdo em
extensao 0SS0 e cemento extensdo 0SSO e cemento
em 2/3 da
extensédo
Ligamento | Auséncia ou presenga Pequeno Moderado nimero de | Grande nimero
periodontal - |  ocasional de células namero de células inflamatérias (11|  de células
Intensidade do inflamatérias células a 50 células/ 400X) inflamatdrias
infiltrado inflamatdrias (>50 células/
inflamatorio (Até 10 células/ 400X)
400X)
Ligamento Processo Processo inflamatério
periodontal - | Auséncia ou presenca inflamatdrio atingindo mais que 1/2 Processo
Extensdo do ocasional de células presente apenas do ligamento inflamatdrio
infiltrado inflamatorias no ligamento periodontal lateral da em todo
inflamatorio periodontal raiz do dente ligamento
apical ou periodontal

coronério ou
pequena area

lateral
Raizdo | Auséncia de reabsorcdo Areas de Pequenas &reas de Extensas areas
dente - radicular e ou reabsorgéo reabsorcdes ativas de reabsorcéo
Reabsor¢do | reabsorcdes reparadas inativa ativa
ativa e (auséncia de
inativa células
clésticas)

10
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Raiz do Auséncia de reabsorcdo | Extensdo média |Extensdo média de 1001 | Extensdo média
dente - de 1a 1000 a 5000 micrometros | maior que 5001
Extensédo da micrometros micrometros
reabsorcéo
Raiz do Auséncia de reabsor¢do | Profundidade | Profundidade médiade | Profundidade
dente - médiade 1a [ 101 a 200 micrometros | média maior
Profundidade 100 gue 201
de micrometros micrometros
reabsorcéo
Auséncia de reabsorcao Deposicédo Deposigdo cemento Auséncia de
Raiz do ou deposi¢éo cemento cemento neoformado em menos | deposigdo de
dente - neoformado em toda neoformado em da 1/2 das areas cemento
Reparo extensao 1/2 ou mais da reabsorvidas neoformado nas
extensdo das areas
areas reabsorvidas
reabsorvidas
Tecido 6sseo| Auséncia de anquilose Pequenos 1/3 da raiz esta Mais de 1/3 da
- Anquilose pontos de anquilosada raiz esta
anquilose anquilosada

Fonte: Elaborado pelos autores.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prisma 7.0

(0=0,05). Apds aplicacdo do teste de normalidade da amostra, o teste Kruskal-Wallis, com

post-hoc de Bonferroni foi utilizado para a comparagéo entre 0s grupos.

3. Resultados e Discussao

No grupo SO, foram perdidos quatro animais, em dois houve fratura da raiz do ICSD
no momento da exodontia durante a cirurgia experimental e nos outros dois, houve falha no
corte histoldgico, durante a microtomia, diminuindo a amostra para 8 espécimes. Ja no grupo
AMCC, trés animais foram perdidos, dois deles morreram durante o procedimento cirdrgico e
um animal apresentou expansdo alveolar, durante a exodontia do ICSD, impedindo o seu
correto reimplante, ficando o grupo com 9 espécimes. No grupo AMSC, ndo foi perdido

nenhum animal, permanecendo o grupo com 12 amostras.
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A Tabela 2 apresenta os dados dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento
periodontal do ICSD, analisados através da coloragdo pela técnica H.E. J& a Tabela 3, também
apresenta os dados dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento periodontal do
ICSD, porém analisados através coloracdo pela técnica do Picrosirius Red. As Tabelas 4 e 5
mostram, respectivamente, os dados semi-quantitativos das alteragdes histomorfométricas no
ligamento periodontal, raiz dentaria e 0sso alveolar.

Observando 0s grupos experimentais, notou-se que a espessura do ligamento
periodontal, area de matriz extracelular e area de fibras colagenas apresentaram
comportamentos semelhantes no terco médio e apical da raiz (Figura 1), ja para 0s vasos
sanguineos, no terco apical, foi registrado aumento da area do grupo AMCC em relagdo ao
grupo SO. Os perfis nucleares ndo tiveram alteracdes significativas entre os grupos (Tabela
2).

Tabela 2. Analise estatistica dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento
periodontal corados pela técnica H.E. nos grupos experimentais pelo teste Kruskal-Wallis

com teste post-hoc de Bonferroni com 5% nivel de significancia. Todos os dados estdo

expressos em média.

Area de vasos sanguineos (%) 1,754 1,444 0,704
Area de fibras colagenas (%) 50,664 56,124 50,80
TERGCO Area de matriz extracelular (%) 47 457 42,437 48,497
MEDIO DA
RAIZ Perfil Nuclear (n) 154,68~ 157,88~ 141,454
Espessura do Ligamento Periodontal 240,024 242,28* 232,99*
(pm)
Area de vasos sanguineos (%) 0,55 2,128 1,19/8
Area de fibras colagenas (%) 49,037 50,014 48,01~
TERGO Area d triz extracelular (% 50,414 47,852 50,78~
APICAL DA rea de matriz extracelular (%) : : :
RAIZ Perfil Nuclear (n) 137,317 155,837 171,624
Espessura do Ligamento Periodontal 229,547 232,72 220,324
(pm)

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Elaborado
pelos autores.
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Figura 1. Cortes longitudinais do ligamento periodontal da face palatina do ICSD corados em
H.E., sob microscopia de luz. Objetiva de 40x.

TERCO MEDIO TERCO APICAL

o §

Imagens A-B: Grupo SO; C-D: Grupo AMSC; E-F: Grupo AMCC. Em A e B é observado organizacdo
do ligamento periodontal, tecido 6sseo normal, integridade da camada de cemento e dentina, com
presenca de algumas células inflamatérias. Em C e D ha desorganizacdo das fibras do ligamento
periodontal, integridade da camada de cemento e dentina, com presenca moderada de células
inflamatdrias. Em E hé presenca de reabsorcao inflamatoria acometendo a porcéo superficial da raiz,
desorganizacdo das fibras do ligamento periodontal e aumento de matriz extracelular. Em F ha perda
da integridade da camada de cemento e dentina, com grande desorganizacdo das fibras do ligamento
periodontal e intenso nimero de células inflamatorias.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Na comparacao entre as fibras colagenas, na analise do terco médio da raiz, as fibras
birrefringéncia verde e vermelha ndo possuem diferenca entre os grupos. Em contrapartida,
no ter¢o apical houve uma diminuicdo significante de fibras colagenas de birrefringéncia
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vermelha no grupo AMCC, assim como o aumento de fibras de birrefringéncia verde no
mesmo grupo. Em contrapartida, o grupo AMSC apresentou maior nimero de fibras
colagenas de birrefringéncia vermelha (Figura 2) (Tabela 3).

Tabela 3. Analise estatistica dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento
periodontal corados pela técnica Picrosirius Red nos grupos experimentais pelo teste Kruskal-
Wallis com teste post-hoc de Bonferroni com 5% nivel de significancia. Todos os dados estdo

expressos em média.

i Area de fibras colagenas de 68,404 59,254 66,744
TERCO MEDIO DA birrefringéncia vermelha (%)
RAIZ Area de fibras colagenas de 31,587 40,747 33,267
birrefringéncia verde (%)
TERCO APICAL DA Avrea de fibras colagenas de 67,69* 50,918 70,394

e 0
RA[Z birrefringéncia vermelha (%)

Area de fibras colagenas de 32,4478 46,814 29,608
birrefringéncia verde (%)

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Elaborado
pelos autores.
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Figura 2. Cortes longitudinais do ligamento periodontal da face palatina do ICSD corados em

Picrosirius Red, em microscopia de luz polarizada. Objetiva de 20x.

TERCO APICAL

LN 3 ? 3 !
s & N, SR N \ o " i3

Imagens A-B: Grupo SO; C-D: Grupo AMSC; E-F: Grupo AMCC. Em A observa-se organizagdo das
fibras colagenas do ligamento periodontal, com predominancia de fibras colagenas de birrefringéncia
verde. Em B, hd ligeira desorganizacdo das fibras coldgenas, com maior éarea de fibras de
birrefringéncia vermelha. Em C e D ha& predominancia de fibras de birrefringéncia vermelha, com
pouca area de fibras coldgenas. Em E e F ha maior numero de fibras colédgenas de birrefringéncia
verde, com desorganizagdo das mesmas.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Quanto a reabsorcdo radicular, os espécimes apresentaram em sua maioria pequenas
areas de reabsorcdes ativas, alguns animais dos grupos SO e AMSC apresentaram areas ativas

e inativas. A maioria apresentou pouca extensdo e profundidade. Todos 0s grupos
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apresentaram maiores percentuais com deposi¢do de cemento neoformado em menos da
metade das &reas reabsorvidas. Com pequenos pontos de anquilose, em maior nimero em
todos os grupos (Figura 1) (Tabela 4).

O ligamento periodontal apresentou organizacdo variada entre 0s especimes e grupos,
desde fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em toda a extensdo do ligamento a
fibras inseridas em um terco da extensdo, ndo apresentando diferenca significante. Assim
como para o infiltrado inflamatorio, em que houve presenca de inflamacdo moderada em

todos os grupos, com ligeira variacdo entre sua extensao e profundidade (Tabela 5).
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Tabela 4. Distribuigdo de escores e analise estatistica de detalhes histomorfométricos na raiz
dental e tecido désseo pelo teste Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Bonferroni com 5% de

nivel de significancia. Os dados estdo apresentados em percentual de eventos.

Evento/Escore SO (%) AMCC (%) AMSC (%)
1 12,5 0 8,3
2 25 55,6 41,7
3 62,5 22,2 41,7
4 0 22,2 8,3
Comparagéo entre A A A
iruios
1 12,5 0 8,3
2 87,5 77,8 75
3 0 22,2 16,7
4 0 0 0
Comparacéo entre A A A
i;rqus
1 12,5 0 8,3
2 12,5 55,6 50
3 50 11,1 8,3
4 25 33,3 33,3
Comparacgéo entre A A A
grupos
~ Reabsorciodentdria-reparo
1 12,5 0 8,3
2 37,5 22,2 41,7
3 50 66,7 41,7
4 0 11,1 8,3
Comparacdo entre A A A
iruios e
1 25 444 33,3
2 62,5 33,3 33,3
3 12,5 11,1 25
4 0 11,1 8,3
Comparacéo entre A A A
grupos
Numero total de 8 9 12

€asos por grupo

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Elaborado
pelos autores.
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Tabela 5. Distribuicdo de escores e anélise estatistica de detalhes histomorfométricos do
ligamento periodontal pelo teste Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Bonferroni com 5% de

nivel de significancia. Os dados estdo apresentados em percentual de eventos.

Evento/Escore SO (%) AMCC (%) AMSC (%)
- Ligamentoperiodontal -organizagio
1 37,5 11,1 16,7
2 25 22,2 41,7
3 25 55,6 41,7
4 12,5 11,1 0
Comparacéo entre A A A
iruios
1 0 0 0
2 62,5 11,1 41,7
3 25 77,8 41,7
4 12,5 11,1 16,7
Comparacéo entre A A A
iruios
1 0 0 0
2 37,5 11,1 41,7
3 50 44,4 41,7
4 12,5 44,4 16,7
Comparacdo entre A A A
grupos
Numero total de casos 8 9 12
por grupo

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Fonte: Elaborado
pelos autores.

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia da mistura de a e B-amirina
dissolvida em Tween 80 como meio de conservacdo de dentes avulsionados. No geral, 0s
grupos com a mistura de o e B-amirina apresentaram resultados semelhantes ao grupo
armazenado em soro no reparo do ligamento periodontal no terco médio da raiz. Foram
encontradas diferencas nos resultados para o tergo apical, nessa regido o grupo AMCC
apresentou maior porcentagem de area de vasos sanguineos em comparagdo ao grupo SO. O
grupo AMCC também apresentou na analise das fibras coldgenas, menor area de fibras de
birrefringéncia vermelha e maior area de fibras verdes, em contrapartida o grupo AMSC
apresentou a maior area de fibras de birrefringéncia vermelha e menor de fibras verdes.

18




Research, Society and Development, v. 9, n. 9, e948998134, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i9.8134

Apesar das varias propriedades farmacoldgicas da mistura de o e B-amirina ja
comprovadas na literatura, incluindo efeitos anticonvulsivantes (Aragdo, et al., 2015),
antidepressivos (Aragdo, et al.,, 2006), gastroprotetores (Oliveira, et al., 2004),
hepatoprotetores (Oliveira, et al., 2005), anti-hiperglicémicos (Prabhakar, et al., 2005), assim
como analgésicos e antiinflamatorios (Pinto, et al., 2008; Santos, et al., 2012; Bhat, et al.,
2016; Melo, et al., 2011), poucos estudam esses efeitos relacionados a area odontoldgica. O
efeito anti-inflamatorio apresenta grande emprego dentro da pratica do reimplante dentério,
uma vez que controlar a inflamacdo durante o reparo periodontal € de grande importancia,
pois quando ha persisténcia da inflamacdo aguda ou crénica durante um grande periodo, €
estabelecido um ambiente que estimula e favorece a ocorréncia de reabsor¢do radicular
(Consolaro, 2013; Melo, et al., 2011).

No estudo de Pinto (2008), foi avaliado o potencial anti-inflamatério da mistura de a e
[-amirina em ratos com periodontite em fase aguda, os ratos receberam doses da mistura duas
horas antes da inducdo da inflamacéo, por via sistémica. Foi visto que houve uma inibigéo
significante de TNF-o associados a periodontite e as mieloperoxidase gengival (MPO),
substancias pro-inflamatdrios. Esses resultados fornecem evidéncias de que a mistura retarda
a inflamacao aguda no modelo de periodontite em ratos.

A mistura de o e P-amirina possui baixa solubilidade aquosa, necessitando de
solventes orgéanicos para sua diluicdo (Aragdo, et al., 2007). Na maioria dos estudos
encontrados, o veiculo de diluicdo utilizado foi o polisorbato (Tween 80), em diferentes
concentracgdes, tanto puro como também associado a agua destilada.

O tween 80 é um surfactante ndo idnico da familia polioxietileno, constituido por
ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol, os surfactantes sdo produtos capazes de
promover a solubilidade de substancias hidrofébicas em agua. Para promover a diluicdo, o
tween pode ser utilizado em diversas concentracGes, em nosso estudo, devido a auséncia de
trabalhos que avaliam a aplicagdo topica da mistura de o e B-amirina, foi utilizada uma alta
concentracdo do tween 80 para diluicdo. No entanto, concentragdes altas podem levar a
efeitos citotoxicos as ceélulas, principalmente a membrana celular, gerando alteracGes
morfoldgicas e em sua permeabilidade, ja concentragGes mais baixas ndo promovem tal efeito
(Rege, et al., 2002). Tal condicdo pode ter impedido a melhor expressao dos efeitos benéficos
associados a a ¢ f-amirina de se evidenciarem. Uma vez que quando a viabilidade celular é
prejudicada, a célula entra em colapso, levando a sua desvitalizagdo, com isso induzindo o

estimulo inflamatoério, visando elimina-las.
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Os resultados positivos do uso da mistura foram obtidos principalmente por meio da
aplicacdo sistémica desse composto e diluidas em baixa concentragdo de tween 80 (Aragao, et
al.,2006; Aragéo, et al., 2015; Pinto, et al., 2008; Oliveira, et al., 2004; Melo, et al., 2011).

Outro fator que pode ter contribuido para inibicdo dos efeitos da mistura, pode ter sido
uma reacdo quimica entre o Hidroxido de calcio e o tween 80, no grupo com tratamento de
canal. O tween possui em sua composi¢ao caracteristicas acidas, devido ao éster presente em
sua estrutura (Kerwin, 2008), por sua vez o hidroxido de calcio é uma base extremamente
forte, em que quando na presenca de &cido, ocorre uma reacdo exotérmica, formando sal e
agua (Chang, 2007). Essa reacdo impediria a dissociacdo esperada do hidréxido de célcio e
sua finalidade como curativo de demora, uma vez que 0s seus efeitos dependem da
dissociacdo dos ions célcio e hidroxila (Estrela & Pesce, 1996). Quando ocorre a reacdo com
0 &cido, a dissociacdo desejada ndo ocorre, impedindo o efeito. O Hidroxido de célcio atua no
estimulo ao reparo tecidual, induzindo a formagdo de tecido mineralizado e contra
microorganismos presentes no canal radicular (Holland, et al., 1980).

Utiliza-se o hidroxido de célcio nos dentes reimplantados objetivando o controle da
reabsorcdo externa e da reabsorcdo inflamatéria da raiz apical (Haapasalo & Endal, 2006;
Majoran, et al., 2003). No entanto, 0 comportamento histoldgico apresentado pelo grupo
AMCC e AMSC foram semelhantes na maioria das variaveis estudadas, o grupo AMSC
apresentou apenas algumas diferencas estatisticas, com menos areas de vaso sanguineo e
menor numero de fibras colagenas de birrefringéncia verde e maior de birrefringéncia
vermelha, indicando recuperacdo mais rapida do ligamento periodontal, j& que h&d um
aumento de colageno de birrefringéncia verde nas fases iniciais de cicatrizacdo, e
posteriormente o colageno imaturo é substituido por colageno de birrefringéncia vermelha
(Kaku & Yamauchi, 2014). Esse fato pode estar também correlacionado a interacdo entre o
hidroxido de calcio e o tween 80, onde a reacdo retardou o processo de cicatrizacdo das fibras
colagenas.

Por sua vez, o hidréxido de calcio, quando extravasado para tecidos perirradiculares,
pode também induzir uma reagdo inflamatoria local, devido a seu alto pH, causando
desnaturacdo proteica (Mardo, et al., 2012), com isso podendo levar a degeneracao das fibras
colagenas (Andreasen, et al., 2002).

O periodo extra-alveolar e um adequado meio de conservacdo influenciam
diretamente no sucesso do reimplante, é possivel que o tempo de 20 minutos em meio seco
adotado em nosso estudo, ja tenha causados danos severos as células do ligamento

periodontal (Andreasen & Schwartz, 1986), e quando adicionados ao meio de conservagéo de
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soro fisiologico e mistura de o e P-amirina, esses apenas evitaram maiores danos &s
estruturas celulares. Tal ocorréncia pode ser a variavel que proporcionou um comportamento
similar na maioria dos eventos relacionados ao reparo celular nos trés grupos, principalmente
no terco médio.

Sugerimos para estudos futuros e apresentando uma limitagcdo do nosso estudo, a
inclusdo de um grupo experimental somente utilizando o Tween 80 como meio de
conservacao, para avaliar os possiveis danos causados por essa solugdo, assim como um
grupo experimental em que os dentes permanecam totalmente em meio seco, a fim de
comparar os danos causados pela falta de um meio de conservacao.

Em comparacdo entre os tercos, apical e médio da raiz, a rea de vasos sanguineos foi
maior no ter¢o apical no grupo AMCC. Provavelmente pela auséncia de produtos toxicos
oriundos da necrose pulpar e presenca de um feixe vascular mais volumoso nutrindo essa
regiéo.

A similaridade do infiltrado inflamat6rio pode estar relacionada a padronizacdo
efetuada durante a cirurgia experimental, realizada com condicdes assépticas, além do
emprego da antibioticoterapia sisttmica ap0os o reimplante (Hammarstrém, et al., 1986; Melo,
et al., 2016).

4. Consideracdes Finais

Em ambiente pré-clinico, a mistura de a e B-amirina mostrou possuir potencial para

utilizacdo como meio de conservacdo em avulsdo dentaria.
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