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RESUMO

A condicdo clinica da alveolite é caracterizada por dor intensa relatada entre o primeiro e 0
quarto dia pds-operatdrio e € a complicagdo mais comum apds extragdes dentérias. A droga
atualmente disponivel para este tratamento consiste de uma pasta base de cera de abelha
(PBCA) em associacdo ao propolis a 10% e iodoformio a 5% (PBPI). O uso de fitoterapicos
perpetua-se pelos anos e poucas plantas nacionais apresentam suas propriedades bioldgicas
detalhadas. Avicennia schaueriana (AS) é uma planta presente nos manguezais pernambucanos
com potencial capacidade estimulante da regeneracéo tecidual. Este estudo teve como objetivo
avaliar as propriedades estimulantes da pasta base de AS a 5% (PBAS) na regeneracao tecidual
alveolar e, para tanto, 45 ratos foram submetidos a avulsdo dentéaria do 2° molar superior,
seguida de inducdo experimental da alveolite com uso de vasoconstrictor. Os animais foram
divididos em grupo padréo (tratados com PBPI), grupo controle do veiculo (PBCA), e grupo
experimental (PBAS) e eutanasiados aos 6°, 15° e 21° dia ap0s a constatacdo da alveolite. As
hemimaxilas do lado das extracfes dentarias foram fixadas e cortadas em laminas a serem
submetidas a estudo comparativo histomorfométrico. Como resultado, aos 6, 15 e 21 dias ap6s
constatacdo da alveolite, os subgrupos PBAS apresentaram maior quantidade de 0sso
neoformado que PBCA e PBPI em estagios correspondentes, entretanto, os resultados foram
estatisticamente significativos apenas em comparacao ao grupo tratado com PBCA aos 21 dias.
Observou-se ainda que os grupos PBCA e PBPI ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas em nenhum dos estagios. Concluiu-se que PBAS pode representar uma
alternativa para o tratamento da alveolite como estimulante da regeneracdo 6ssea alveolar em
todos os estagios da cicatrizacdo, sendo suas propriedades mais evidentes apos decorridos 21

dias da sua aplicacéo.

Palavras-chave: Alveolite. Avicennia. Fitoterapia.



ABSTRACT

The clinical condition of alveolitis is characterized by severe pain reported between the first
and fourth postoperative day and represents the most common complication after dental
extractions. Currently the most available drug for this treatment consists of a beeswax base
paste (PBCA) in combination with 10% propolis and 5% iodoform (PBPI). The use of
phytotherapics is perpetuated over the years and very few plants of the Brazilian flora have had
their biological properties detailed. Avicennia schaueriana (AS) is a plant present in
Pernambuco mangroves with potential stimulating capacity for tissue regeneration. This study
proposed to evaluate the stimulating properties of a base paste containing AS at 5% (PBAS) in
alveolar tissue regeneration, therefore 45 rats were submitted to 2nd upper molar avulsion,
followed by experimental induction of alveolitis by usage of vasoconstrictor. The animals were
divided into vehicle control group (treated PBCA), standard group (treated with PBPI), and
experimental group (PBAS) and sacrificed at the 6th, 15th and 21st day after alveolitis was
confirmed. The hemimaxilae on the side of the dental extractions were fixated and cut into
slides to be submitted to a comparative histomorphometric study. As result, at 6, 15 and 21
days after alveolitis was diagnosed, PBAS subgroups revealed higher amounts of bone tissue
in comparison to PBCA and PBPI in all correspondent subgroups. However, the results were
only statistically significant when comparing PBAS to PBCA subgroup at 21 days post
diagnosis. This study also revealed no statistically significant differences between PBCA and
PBPI subgroups at any stage. It has been concluded that PBAS could represent an alternative
treatment for alveolitis as it stimulates alveolar bone repair in all stages of healing and its

properties have been more evident 21 days after its application.

Keywords: Dry socket. Avicennia. Phytotherapy
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1. INTRODUCAO

A alveolite é uma das principais complicaces clinicas decorrentes da extracao dentaria,
havendo relatos de até 45% dos casos de exodontia de terceiros molares inferiores, apresentando
manifestacdes dolorosas dificilmente controladas pelo uso de analgésicos (JENSEN, 1978). O
tratamento atualmente mais utilizado € a irrigacdo intra-alveolar com solugdo salina, seguida
do uso da medicacgéo atualmente disponivel, constituida de pasta base de cera de abelha (PBCA)
em associacdo ao propolis a 10% e iodoformio a 5% (PBPI). Ressalta-se a importancia da
medicacdo local, uma vez que esta fornece maiores concentracdes do farmaco diretamente a
regido onde sua acdo é esperada, diminuindo efeitos colaterais provocados pelo aumento dos
niveis sericos (VEZEAU, 2000; CARDOSO et al, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais é considerada uma alternativa de tratamento para

80% da populacdo mundial, segundo a Organizacdo Mundial de Salde, representando um
comportamento cultural resistente aos seculos, embora muito frequentemente negligenciado de
investigacOes e deficiente de respaldo cientifico (BHIMBA et al ,2010). A fitoterapia tem sido
empregada devido a facilidade de obtencdo das plantas, reduzindo o custo do farmaco pronto
pela diminuicdo do tempo de desenvolvimento laboratorial do mesmo em comparacdo a
confeccdo laboratorial de principios ativos. Além disso, sua utilizagdo é estimulada
economicamente, pois a elaboracdo de drogas sintéticas, por possuirem processamento mais
complexo, favorecem o aumento do custo do farmaco (RATES, 2001). O Brasil possui um dos
ecossistemas mais ricos do planeta, contudo, apenas um pequeno percentual de todas as plantas
nativas foram estudadas quanto as suas capacidades terapéuticas (menos de 5%), sendo que, 0s
fitoterapicos somavam apenas 5% do total de prescricbes médicas no Brasil em meados da
década de 1990 (FERREIRA, 1996). Os tratamentos desenvolvidos com com plantas
medicinais e fitoterapicos se apresenta ainda como uma alternativa terapeutica pouco utilizada
tanto nos servicos publicos de satde como privados. (GUIZARDI, PINHEIRO, 2008)

Pertencentes a familia Verbenaceae, as plantas do género Avicennia possuem vasta
aplicabilidade na medicina tradicional em diversas regides do mundo, 0 que se associa a
presenca de diversos compostos quimicos com atividade antiinflamatoria, antimicrobiana, e
citotoxica (BLOOR, 1995). Avicennia germinans teve sua aplicacdo empirica relatada no
tratamento da malaria (NFOTABONG-ATHEULL et al, 2011), no reumatismo, dor de



Silva, K.F.O. Avicennia schaueriana: avaliagdo do processo de reparo alveolar... 14

garganta e ulceragdes orais (BANDARANAYAKE, 1998; SHARMA, 1996) e h4 indicios de
que o extrato etandlico Avicennia marina possuiria antividade antiplasmoidal contra o
Plasmodium falciparum (RAVIKUMAR et al, 2010). Em 2010, ao estudar a atividade
antibacteriana de Avicennia schaueriana, Dos Santos et al comprovaram a atividade inibitoria
dos extratos hidro-alcoolicos da casca, folha e raizes contra o crescimento in vitro de
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Klebsiella pneumoniae.

Tendo em vista as poucas alternativas disponiveis para tratamento da alveolite e 0
potencial antibidtico e antiinflamatorio do género Avicennia, este trabalho propfs-se a

investigar a agdo reparadora de AS sobre a alveolite induzida experimentalmente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Propriedades terapéuticas do género Avicennia

Avicennia schaueriana é uma planta de mangue encontrada no estado de Pernambuco,
cujas propriedades bioldgicas sdo promissoras no auxilio ao tratamento do quadro clinico da
alveolite. As plantas tém sido uma fonte medicinal alternativa para 80% da populagcdo mundial.
Entretanto, estima-se que somente 5% da flora brasileira tenha sido estudada quanto ao seu
perfil fotoquimico e apenas 1% quanto as suas propriedades bioldgicas. Bioquimicamente, 0s
manguezais sdo Unicos, sendo utilizados terapeuticamente de forma extensiva pela cultura
popular, apresentando agentes antivirais, antifingicos e antibacterianos. Esta flora é fonte de
esterdides, triterpenos, saponinas, flavondides, alcaldides, e taninos (BHIMBA et al, 2010), e
por isso sdo importante alternativa natural ao uso de antibidticos.

As Avicenniaceae sdo plantas pantropicais, encontradas em habitats maritimos das
costas, compreendendo um total estimado de oito espécies, pertencentes ao género Avicennia.
As espécies de Avicennia desenvolveram um sistema radicular Unico que permite a respiracao
mesmo durante periodos de saturacao do solo. (SMITH et al 2004)

Em 2010, Abeysinghe publicou um estudo relacionando o uso de extratos de plantas
oriundas dos manguezais no combate a microorganismos resistentes a antibiéticos. Diferentes
tipos de extratos de folhas e cascas das espécies Avicennia marina, Avicennia officinalis,
Bruguiera sexangula, Exoecaria agallocha, Lumnitzera racemosa, e Rhizophora apiculata
foram testados contra Streptococcus aureus e Proteus sp. Os extratos de todas as plantas
revelaram efeitos antimicrobianos, entretanto, os extratos feitos com as plantas ainda frescas
apresentaram maior atividade antimicrobiana do que aqueles feitos com as plantas secas. Em
contrapartida, alguns pesquisadores optam por utilizar o extrato destas plantas secas a sombra
a fim de evitar a fot6lise e a degradacédo térmica (BHIMBA, 2010). Ao screening fitoquimico,
0 género Avicennia revela presenca de varios constituintes que podem apresentar diversas
propriedades farmacoldgicas, como alcaldides, esterdides, flavondides e triterpenos
(ABEYSINGHE, 2010; GHANI, 1998; VADLAPUDI, 2012), que contribuem para a agéo

medicamentosa desta planta.
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No estudo de Bhimba (2010), onde a atividade antibacteriana fora testada para as
espécies gram negativas Eschericia coli e Staphylococcus aureus, os extratos brutos de
Avicennia officialis ndo forneceram a resposta desejada, mas suas por¢des fracionadas
demonstraram acao de amplo espectro.

Alguns cientistas reportaram a acao de extratos das raizes de Avicennia marina contra
patdgenos em peixes. (ABU et al, 2005).

Avicennia schaueriana teve sua eficacia testada quanto ao combate a alguns fungos
patogénicos na agricultura, apresentando suave inibicdo do desenvolvimento de Sclerotium
rolfsii (DOMINGUES et al, 2011)

Em 2005, Jones et al estudaram o potencial citotoxico do extrato de Avicennia
germinans em linhagens de células cancerigenas humanas. Neste estudo, chegou-se a
conclusdo de que um metabdlito secundario obtido do extrato dissolvido em cloroférmio
apresentava citotoxicidade as células cancerigenas humanas KB, responsaveis pelo carcinoma
epidermoide oral.

Akter et al (2014), utilizando o extrato metandlico de folhas de Avicennia alba,
mostraram que essa planta apresenta potencial antitumoral pela citotoxicidade contra células
cancerigenas, porém nao demonstrou atividade citotoxica em células Vero. Behbahani et al.
(2013) concluiram que o extrato metandlico de A. marina ndo afetou a viabilidade das células
Vero, ndo demostrando efeito citotoxico em concentracdes iguais ou menores que 32 pg/mL.
De acordo com Bueno et. al (2014), os taninos influenciam na fisiologia das células da pele
através das suas propriedades farmacolégicas, aumentando a proliferacdo celular. Sendo assim,
seus resultados sugerem uma acgdo mitogénica do extrato de A. schaueriana por possivelmente
possuir este composto.

Em 2015, Igrejas Lopes et al avaliaram a citotoxicidade do extrato de Avicennia
schaueriana através do método colorimétrico de brometo, adotando metodologia que seguiu
as normas da International Standard Organization (ISO) 10993-5 (2009). O extrato de
Avicennia schaueriana fora testado as concentragdes de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL,
12,5 pg/mL e 6,25 pug/mL. Este estudo comprovou a auséncia de citotoxicidade do extrato de
A. schaueriana, uma vez que em todas as concentracOes testadas, houve capacidade de

proliferacéo de células Vero.
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Diferentes porcdes da Avicennia schaueriana podem apresentar atividades mais ou
menos antimicrobianas, conforme demonstrado por Dos Santos et al em 2010. Os extratos
brutos da casca, raizes e folhas foram aplicados segundo a técnica de dilui¢do seriada e testados
contra S. aureus e M. luteus, sendo aqueles das raizes os mais eficazes.

Sumithra et al em 2011 avaliaram a acéo antiinflamatoria do extrato metandlico de
Avicennia officinalis em diferentes concentracdes. A toxicidade fora testada segundo 0s
parametros OECD (Organization for Economic Co-operation and Development), onde
revelou-se que ndo haveria sinais de toxicidade em dosagens de até 4000mg/kg de peso
corporal.

Fardim e Marx Young (2015) estudaram a toxicidade antifngica contra Cladosporium
sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Colletotrichum lagenarium pelo extrato de
folhas e caule secos de Avicennia schaueriana coletada de diferentes regides da mata atlantica
do estado de S&@o Paulo, e constataram diferencas quanto aos compostos fendlicos. A
comparacao do perfil quimico entre A. schaueriana coletada das diferentes regiées mostrou
que existem divergéncias quantitativas de acordo com o perfil cromatografico, e qualitativas
guanto a identificacdo dos compostos que provavelmente se relacionam com a atividade

antifungica.

2.2 Reparo 06sseo alveolar

O tecido dsseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, composto por células e
por um material extracelular calcificado, denominado matriz 6ssea. A parte organica da matriz
¢ composta primordialmente de colageno tipo | e de proteinas ndo colagénicas (BMPs,
osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas e proteoglicanas). O componente mineral da matriz
extracelular € formado principalmente por cristais de fosfato de calcio, sob forma de
hidroxiapatita, alojada na matriz de colageno. As células que compdem o tecido 6sseo sdo 0s
osteqcitos, os osteoblastos e os osteoclastos. Os ostedcitos situam-se em cavidades no interior
da matriz; os osteoblastos sdo os sintetizadores da porcdo organica da matriz e estdo

distribuidos em sua periferia; e os osteoclastos, células gigantes, multinucleadas e moveis, sdo
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capazes de reabsorver tecido 6sseo e participam do processo de remodelacdo (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2013).

Ap0s qualquer lesdo do tecido 0sseo, a remodelacdo da-se num processo cujas etapas
principais sdo: 1) a resposta inflamatoria imediata, caracterizado pelo aporte de células
mesenquimais indiferenciadas, precursoras dos osteoblastos, 0s quais serdo responsaveis pela
producdo de matriz orgénica extracelular ou ostedide; 2) surgimento de osso neoformado a
partir da mineralizacdo da matriz; e 3) remodelacdo 6ssea com absorcéo do 0sso neoformado,
dando conformacéo a uma estrutura anatbmica que ofereca suporte adequado para a absor¢édo
das cargas mecanicas (CANHAO, 2005).

Semelhantemente as lesdes dsseas das demais regides corporais, apds uma exodontia, 0
organismo objetiva preencher o alvéolo dental por tecido 6sseo num fendmeno que terd a
mesma sequéncia de eventos presentes nas respostas reparativas, apresentando, contudo,
peculiaridades especificas a cavidade oral. Denomina-se reparo alveolar o conjunto de eventos
desencadeados apés a exodontia que tem como finalidade o preenchimento do alvéolo dental
por tecido 6sseo (KAWASAKI; SHIMIZU, 2000). Os estudos destes processos de reparo
tiveram inicio com os experimentos em cées por Euler, divulgados em 1923, e desde entdo
varias espécies foram empregadas para o entendimento das suas etapas.

Em roedores a regeneracdo 6ssea ocorre de maneira consideravelmente mais rapida que
em humanos, porém as etapas da cicatrizacdo alveolar descritas sdo compartilhadas.
(STEINER,2008). Independente da espécie animal com a qual se desenvolve o estudo do reparo
alveolar, a sequéncia de eventos se estabelece da seguinte forma: conforme sua proliferacéo, as
celulas endoteliais e fibroblastos provenientes dos restos do ligamento periodontal migram em
direcdo a porcdo central do alvéolo, onde ocorre reabsor¢do do coagulo sanguineo, o qual
preenchera o alvéolo imediatamente ap6s o procedimento cirargico da exodontia. Tal migracao
da origem ao o tecido de granulacdo. Os fibroblastos, uma vez diferenciados em osteoblastos,
passam a sintetizar matriz 6ssea, dando origem a um trabeculado 6sseo imaturo. Este tecido
entdo submete-se & mineralizacdo através da deposicdo calcica. (NICCOLI-FILHO, 1993,
OKAMOTO etal, 1993; LISBOA NETO et al, 1998; AUKHIL, 2000; MAGRO FILHO, 2003;
ARAUJO; LINDHE, 2005).

Carvalho e Okamoto (1987) consideraram quatro fases morfologicas fundamentais

durante a reparacdo alveolar de feridas ndo perturbadas pos-extracdo dentéria: Proliferacéo
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celular, desenvolvimento do tecido conjuntivo, maturagdo do tecido conjuntivo e
mineralizacdo ou diferenciacdo dssea. Tais fases ndo se ddo de maneira isolada, podendo haver
indicios destas quatro fases ocorrendo simultaneamente em torno de 7 dias ap6s a exodontia
em ratos. (OKAMOTO; RUSSO, 1973; CARVALHO et al., 1982; RODRIGUES;
CARVALHO, 1983)

Durante a proliferacdo celular, processo iniciado ap6s a exodontia, nota-se a
vasoconstriccdo no ligamento periodontal, favorecendo a formacdo de um coagulo ou
hematoma, composto por células intramedulares de do sangue periférico, o qual ocasionara
num tamponamento pela oclusdo de pequenos vasos ap6s o preenchimento do alvéolo por
sangue. Em seguida, a trombina e o fibrinogénio combinar-se-do, formando um coagulo de
fibrina. Tal coagulo permitira a migracédo do epitélio através da superficie do coagulo e sera
gradualmente invadido por fibroblastos originados por mitose dos fibroblastos preexistentes e
por diferenciacdo de células adjacentes, ambos presentes nos remanescentes do ligamento
periodontal. Simultaneamente, capilares novos serdo formados através da proliferacdo de
células endoteliais. (CARVALHO, OKAMOTO, 1987; GERSTENFELD et al., 2003). A
resposta inflamatdria, conjuntamente com o0 hematoma coagulado entre e
ao redor das extremidades do defeito ésseo formam um modelo para a formacéo do calo 6sseo,
um tecido fibroso reparador onde sera depositada a matriz 6ssea (GERSTENFELD et al.,
2003).

Na fase de desenvolvimento do tecido conjuntivo, nota-se uma grande quantidade de
capilares e de células, principalmente fibroblastos, os quais se encarregam da sintese de fibras
e substancia fundamental amorfa (CARVALHO; OKAMOTO, 1987). Alguns destes
fibroblastos serdo responsaveis pela reoganizacao do coagulo de fibrina. H4 um aumento da
permeabilidade dos vasos do ligamento periodontal provocado pela vasodilatacdo e ocorre a
fibrindlise pela plasmina durante a formacao de um tecido de granulacdo. Segue-se a formacéo
coordenada de uma rede vascular internamente ao alvéolo.

A maturacdo da-se pelo aumento do namero de fibras colagenas e pelo decréscimo da
guantidade de vasos e células no tecido conjuntivo intra-alveolar. (CARVALHO; OKAMOTO,
1987). Nas paredes alveolares e na regido de fundo de alvéolo, os osteoblastos, originarios de
células osteoprogenitoras, formam um tecido osteoide através da deposi¢cdo de matriz organica,

caracterizando a diferenciacdo GOssea ou mineralizacdo. Este tecido ostedide, também
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denominado de calo désseo, toma por completo o alvéolo num periodo de aproximadamente
quatro semanas, formando trabéculas 6sseas ao se mineralizar. A transi¢do dessa formacédo da
periferia para o centro do alvéolo fornece uma estrutura semi-rigida que confere resiténcia ao
avéolo (GERSTENFELD et al., 2006). O pico de formacao do calo dsseo é atingido geralmente
em 14 dias em modelos animais, conforme definido pela histomorfometria de tecido
mineralizado, mas também pela mensuracdo de marcadores de matriz extracelular, como o
colageno tipo I, osteocalcina,fosfatase alcalina e osteonectina (EINHORN, 1998).

O calo 6sseo nao representa a restauragdo completa das propriedades biomecanicas do
0sso normal. Para que tal normalizagdo seja alcancada, no periodo pds-operatdrio inicial, a
crista alveolar passa por reabsorcdo e, em sequéncia, apresenta indicios de mineralizacéo,
sendo a crista 6ssea vestibular a mais afetada pela osteoclase em comparacdo a lingual
(CARVALHO; OKAMOTO, 1987; GERSTENFELD et al, 2006). O processo de remodelacéo
é realizado por meio de um lento equilibrio entre a reabsorcdo do calo pelos osteoclastos, e
deposicao de osso lamelar pelos osteoblastos. Embora o processo tenha inicio em torno de trés
a quatro semanas em modelos animais e humanos, a remodelacdo pode levar anos para ser
completada e alcancar uma estrutura dssea totalmente regenerada. O processo pode ocorrer
mais rapidamente em animais e pacientes jovens (EINHORN, 1998; GERSTENFELD et al.,
2003). A proximidade do tergo cervical com a cavidade oral pode acarretar no atraso da
formacdo do tecido duro na regidio (CARDAROPOLI, ARAUJO, LINDHE, 2003). A
reabsorcédo da crista 6ssea alveolar residual é um processo crénico, progressivo, irreversivel e
cumulativo, podendo representar a causa para varios problemas estéticos e funcionais em
edéntulos (AL-OBAIDI, 2014).

2.3 Alveolite

A condicéo clinica da alveolite foi inicialmente descrita por Crawford em 1896, sendo
ainda a complicacdo mais freqliente ap0s extracdes dentarias. Dentre mais de uma dezena de
descricdes ja divulgadas, a realizada por BLUM em 2002 sumariza o quadro clinico em dor

poOs-operatdria referida internamente e no entorno do local da exodontia, a qual se intensifica
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severamente entre o primeiro e o terceiro dia pos-operatorio com total ou parcial desintegracdo
do codgulo sanguineo, com ou sem presenca de halitose. A mesma condi¢o refere-se a uma
variedade de termos, tais como alvéolo seco, osteite alveolar, osteite localizada, osteite
localizada alveolar, alveolite seca dolorosa, alveolite fibrinolitica, alvéolo séptico, alvéolo
necrotico e alveolalgia (ALEXANDER 2000, BLUM 2002, TORRES-LAGARES 2005).

Dentre os fatores etiolégicos destacam-se o insuficiente suprimento sanguineo, a
intensificacdo da atividade fibrinolitica no coagulo, a infec¢éo no decorrer ou apos a exodontia,
bem como o trauma ao 0sso alveolar durante o procedimento cirargico (BIRN, 1973). A
auséncia do coagulo sanguineo deixa exposto o 0sso alveolar, permitindo a entrada de
alimentos e liquidos, causando dor e retardando o recobrimento epitelial pela falta de suporte
(ZHANG et al, 1983). Por sua vez, devido a infeccdo, hd um retardo na neoformacéo dssea,
atrasando o processo de cicatrizacdo (LOPES CARDOSO, 2011).

A incidéncia da alveolite pode variar de 0,5 a 5% das extracdes dentarias (FIELD 1985,
MACGREGOR 1968, TURNER 1982), ocorrendo com maior prevaléncia nas extracOes de
molares inferiores, podendo chegar a 45% dos casos em extracOes de terceiros molares
inferiores (BLUM 2002, FAZAKERLEV, 1991). A alveolite pode afetar mulheres em uma
prevaléncia de até 5:1 em relacdo aos homens, possivelmente devido ao uso de contraceptivos
orais (BLUM, 2002). O estrogénio e outras drogas poderiam indiretamente ativar o sistema
fibrinolitico, promovendo uma lise prematura do colageno através do aumento dos fatores I,
VII, VIII, X e o plasmonogénio (TORRES-LARGARES, 2005). Estudos realizados por
Meechan et al (1988) comprovaram que o tabagismo reduz significativamente o preenchimento
por sangue nos alvéolos dentarios cirurgicamente expostos, havendo maior incidéncia de
alveolite em pessoas que fumam intensamente (20 cigarros por dia) devido a acédo
vasoconstrictora da nicotina absorvida pela mucosa.

Como medida preventiva, a realizacdo de enxaglies bucais com clorexidina a 0,12%
mostrou-se eficiente em reduzir a incidéncia dos casos em até 60% das extracdes de terceiros
molares (LARSEN, 1991)

As condutas de tratamento séo divergentes. Preocupados com o ndo agravamento do
quadro clinico, Lehtinen (1977) e Abrdo (1981) contra-indicam a curetagem e ressaltam o risco
de exacerbacéo do processo infecctioso decorrentes da instrumentacédo local. Em contrapartida,

Bresco-Salinas (2006) preconiza que, no evento de contaminacdo, faz-se obrigatdria a limpeza
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cirirgica da lesdo associada a prescricdo antibidtica. Ressalta-se que a via local de
administracdo de medicamentos é capaz de fornecer doses mais altas do que a via sistémica,
com menor influéncia sobre as concentragdes plasmaticas (BETTS 1995, ERICKSON 1960).
Desta forma, evitam-se os efeitos colaterais promovidos quando os farmacos séo utilizados por

periodos prolongados e os riscos de intera¢cdes medicamentosas.

2.4 Pasta base de cera de abelha contendo prépolis e iodoférmio (PBPI)

A droga mais amplamente disponivel no Brasil para o tratamento e prevencdo da
alveolite e defeitos Osseos da cavidade oral, substituinte ao medicamento anteriormente
preconizado (associacdo de lanolina, &cido acetil salicilico, balsamo do peru, eugendl,
lanolina), 0 medicamento composto por PBPI ainda carece de estudos cientificos isentos de
conflitos de interesse que determinem sua forma de atuagcdo ou mesmo que comprovem sua
eficacia. O composto de prépolis (10%) e iodoformio (5%), tendo como base a cera de abelha,
tem sido utilizado com finalidade de acelerar a cicatrizacdo alveolar apds a exodontia,
reduzindo o risco de alveolite e amenizando a dor p6s-operat6ria, bem como no tratamento
para a alveolite ja instalada. O propolis, um dos seus principios ativos, € uma conhecida
substancia sintetizada por abelhas a partir de produtos coletados de plantas. E um potente
agente antimicrobiano, fungicida, antioxidante e antiinflamatério. (KANO et al, 2008). Sabe-
se que tal produto contém aminoacidos, flavonoides, terpenos e derivados do acido cindmico
(SFORCIN, 2007) e é composto em geral por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera,
10% de Oleos aromaticos e essenciais, 5% pblem e 5% de substancias que podem variar de
acordo com o momento e local de coleta. Também chamado de trilodometano, o iodofémio
(CHI3) é um composto organico halégeno que apresenta-se na forma sélida com coloragéo
amarelo-cristalino, cujas propriedades antissépticas tem sido estudadas desde 1880. Os
beneficios de seu uso em ferimentos devem-se a sua capacidade protetora, tanto mecanica
quanto como na promoc¢ao da assepsia. (SINGH et al, 2012)

Em estudo experimental comparativo, Pereira et al em 2012 avaliaram a eficécia de

PBPI em comparacdo com o coagulo sanguineo e com uma associacdo de PBPI e a proteina
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morfogenética humana recombinante do tipo 2 (rhBMP-2) em defeitos 0sseos formados
experimentalmente. Apos estudo histomorformétrico, concluiu-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre o grupo tratado com PBPI isoladamente e 0 grupo onde manteve-
se 0 coagulo sanguineo (controle). O grupo tratado com rhBMP-2 também ndo demonstrou
resultados significativamente melhores no processo de reparo 6sseo em relacdo ao grupo
controle, entretanto seus resultados foram mais satisfatorios que aqueles demonstrados com a
utilizacdo apenas do PBPI. A diferenca estatistica deu-se nos grupos onde fora utilizada a
associacdo PBPI e rhBMP-2.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar histologicamente a acdo da Avicennia schaueriana em pasta a 5% no reparo

alveolar de molar superior de ratos com processo de alveolite induzida experimentalmente.

3.2 Especificos

* Analisar compostos presentes no extrato de Avicennia schaueriana através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (em inglés: HPLC)

» Auvaliar histologicamente a evolucdo do reparo 6sseo em alvéolos sépticos tratados com
pasta base de cera de abelha associada ao extrato de Avicennia schaueriana (PBAS) em
relacdo a alvéolos sépticos dos demais grupos estudados;

* Comparar histomorfometricamente o reparo 6sseo em alvéolos sépticos tratados com

PBAS em relacdo a alvéolos sépticos dos demais grupos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal

As folhas da espécie Avicennia schaueriana foram coletadas do mangue da llha de
Itamaracd, com autorizacdo da Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH) sob nimero
120/2014 (Anexo A), no dia 7 de maio de 2016, com indice pluviométrico médio de 7.4mm,
na regido de Vila Velha, no litoral norte do Estado de Pernambuco, Brasil, entre as coordenadas
07°48.716’ latitude sul e 34°51.347’ longitude oeste, aproximadamente as 9:00 da manhad. Uma
exsicata do material botanico foi depositada no acervo do Herbario Geraldo Mariz da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e identificada sob nimero 75.458 (Anexo B).

4.1.1. Obtencéo do extrato metanodlico de folhas de Avicennia schaueriana

Vinte e quatro horas ap6s a coleta, 0 material foi levado ao Instituto Nacional do
Semiarido (INSA, Campina Grande — PB) para processamento e obtencdo do HPLC. Apds
pesagem, 1kg de folhas frescas de A. schaueriana foram trituradas em pulverizador
Pulverisette.14 Classic Line Variable Speed Rotor Mill (Fritsch). O material pesado e triturado
foi extraido por infusdo com metanol sob pressao por 25 minutos. Procedeu-se a filtracdo para
remocao do residuo solido e a eliminagdo do metanol ocorreu por rotoevaporagao.

A extracdo em fluxo ocorreu em duplicata utilizando o extrator Dionex ASE 350
(Thermo Scientific), com até 9 células por ciclo, sendo cada célula com capacidade de 100ml.
Foram inseridas 30g de folhas trituradas adicionadas com 7,59 Diatomaceous earth , na
proporcao de 20 para 5, com a finalidade de evitar caminhos preferenciais. As células foram
aquecidas a temperatura de 40° C durante 5 minutos. O volume obtido de cada extracdo variou
de 130 a 190 ml.

A seguir realizou-se a rotoevaporacdo do solvente metanol em equipamento The
Genevac Rocket TM Evaporation System (Genvac) atraves do método Low BP a temperatura
de 40.3°C. A temperatura de refrigeracdo manteve-se em 3.8° C e a diferenca de temperatura

entre o liquido de refrigeracdo e vapores foi aproximadamente 1.93°C. Houve estabelecimento
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da rotacdo em 648 rpm a pressdo de 72 mbar. O processo de rotoevaporacdo durou
aproximadamente 1 hora e 40 minutos por ciclo, para certificacdo de eliminacg&o e todo residuo
metanolico. Os tubos de centrifugacéo tinham capacidade de até 400 ml sendo inseridos até 6

tubos por ciclo.

4.1.2 Meétodo de Cromatografia HPLC do extrato metandlico da Avicennia schaueriana

Pararealizagdo do HPLC adotou-se o método Gradiente Polar 27 minutos, onde no canal
A (fase movel) utilizou-se 4&gua com 0,3% &cido acético e no Canal B utilizou-se Acetonotrila.

De 0-10 minutos, o 1° gradiente ocupou 98-90% do canal A e de 10-27 minutos o 2°
gradiente o fluxo ocupou de 90%-15% do canal A. O fluxo estabelecido foi de 2,4 ml/min, com
temperatura da coluna determinada em 30°C e tempo total de 27 minutos. O volume da injecao
foi de 5 pl e o comprimento de onda foi variavel entre 256 a 365nm. Utilizou-se a Coluna C18
Zorbax SB-C18 Agilent Stable Bond Analytical 4.6x250mm 5 microns. As analises foram
feitas por meio do software OpenLap Control Panel Version A.01.05 (Agilent Technologies).

4.1.3 Confeccdo da pasta com extrato de Avicennia schaueriana

O extrato metanolico das folhas de A. schaueriana foi enviado a Farmacia de Manipulagdo
da UFPE, onde foi submetido a mistura com pasta base de cera de abelha em proporcao de

5:100 e envasado em seringas, obedecendo os parametros conforme disposto na tabela 1.

Tabela 1: Composicao da pasta contendo extrato metandlico bruto de A.schaueriana

Extrato metandlico de A. schaueriana 5%

Cera de abelha 2%
Oleo mineral 10%
Lanolina anidra  qgsp 509

Para o preparo da formulacéo, todos os componentes foram pesados e levados em béquer

para aquecimento até fusdo da cera de abelha e lanolina e incorporacdo do extrato. A
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formulacdo resultou em uma preparacdo semi-solida, inodora, opaca com coloracéo castanha
a marrom.

O pH foi aferido por imersdo direta do eletrodo previamente calibrado em solucdes
tampé&o pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25° C, onde o valor de pH obtido foi 6,45.

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada por método adaptado de Borghetti e
Knorst (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, aplicou-se 1 g da
amostra e sobre a mostra foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Ap6s um minuto
de espalhamento, o diametro foi aferido em posicdes opostas e calculado o diametro médio.
Subsequientemente, 0 mesmo procedimento foi repetido até um total de 5 placas. Os resultados
foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, de acordo com a

equacao abaixo e plotado um gréafico disposto na figura 1 com os dados obtidos:

Ei = d? x

LR

Onde, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?); d = diametro médio

(mm).
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4.2 Animais

Conforme aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
(Anexo C), foram utilizados 45 ratos Wistar (Ratus norvegicus albinus), machos, com idade
variando entre 70 e 90 dias e peso entre 280 e 330g, provenientes do Biotério do Departamento
de Nutricdo - UFPE, mantidos no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE) - UFPE
em gaiolas de polipropileno com iluminacéo claro/escuro de 12:12 horas, dieta solida e dgua
ad libitum.

Os animais foram divididos em 3 grupos de 15 animais cada:

Grupo CA — Controle do veiculo: animais submetidos a alveolite e tratados com pasta base de
cera de abelha (PBCA).

Grupo LEX — Controle padrdo: animais submetidos a alveolite e tratados com a droga
disponivel comercialmente, constituida de pasta base de cera de abelha em associacdo ao
prépolis a 10% e iodoférmio a 5%, doravante denomida PBPI;

Grupo AV — Experimental: animais submetidos a alveolite e tratados com pasta de cera de
abelha contendo extrato bruto de A. schaueriana a 5% (PBAS).

Cada grupo foi dividido em 3 subgrupos, de 5 animais cada, relacionando-se ao tempo
de tratamento dos mesmos: grupo 6) observados no 6° dia apds a constatacdo clinica da
alveolite; grupo 15) observados no 15° dia apds a constatacdo clinica da alveolite; e grupo 21)

observados no 21° dia ap6s a constatacéo clinica da alveolite.

4.3 Procedimento cirdrgico

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (10mg/kg de peso) +
xilazina (50 mg/Kg de peso), associados na mesma seringa e administrados por via
intramuscular. O nivel de anestesia foi determinado pela observacdo dos reflexos das
palpebras, movimentos respiratérios e estimulos cutaneos, sendo considerado anestesiado o

animal com a respiragéo regular e auséncia de reflexos a estimulos.
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Apo6s a obtencdo do efeito anestésico, a mesa operatoria foi coberta com campo
cirtrgico esterilizado e o animal imobilizado por meio de um equipamento especialmente
desenvolvido para este fim, em decubito dorsal para a exodontia do segundo molar superior
direito (Fig2).

4.4 Inducéo da alveolite

ApoGs a exodontia, o processo de alveolite foi induzido atraves da introdugdo de um
chumaco de algodao estéril embebido em adrenalina 1:1000 durante 15 minutos. Uma vez
obtida a isquemia, 0s animais permaneceram em observacao por mais 15 minutos com a
finalidade de comprovar a auséncia de formacéo de codgulo sanguineo no interior do alvéolo
(DE ARAUJO, 2009). N4o foram realizadas suturas.

Posteriormente a exodontia, os animais foram supervisionados diariamente para
constatacdo da alveolite através da presenca de odor fétido, edema local, hiperemia, formacéo
de abscesso e secre¢do purulenta (Fig3). Em todos os animais, diagnosticou-se o quadro clinico

da alveolite 48 horas apds o procedimento cirdrgico.

4.5 Tratamento dos animais e coleta dos espéecimes

Constatada a alveolite, os animais do grupo CA foram tratados com PBCA. Os animais
do grupo LEX com PBPI e os do grupo AV, com PBAS.

Com os animais anestesiados, as pastas colocadas em seringas foram levadas ao interior
do alvéolo através de uma agulha hipodérmica adaptada, com 20mm de comprimento e 0,8mm
de didmetro, com curvatura aproximada a do alvéolo dental. A agulha foi introduzida até o
fundo do alvéolo e removida a medida em que se pressionou 0 émbolo da seringa. O excesso
de material foi removido com o auxilio de gaze estéril.

No 6°, 15° e 21° dias de tratamento, apds a constatacdo da alveolite, os animais foram

novamente anestesiados pelo mesmo procedimento descrito anteriormente. A seguir, as
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maxilas removidas para processamento histolégico o qual foi realizado no laboratério de
histotécnica do Programa de Pés-graduacdo em Patologia —UFPE.

Para a coleta dos espécimes, a maxila direita foi separada da esquerda com uso de
lamina de bisturi n°® 11. A seguir, da mesma forma foi realizado um corte transversal ao palato,
tangencialmente a face distal do 3° molar, o que permitira a obtengdo completa do alvéolo a
ser estudado. (Fig4)

4.6 Processamento do material para microscopia de luz

Posteriormente a exérese, 0s especimes foram mantidos in toto em solucdo de formol a
10% tamponado durante 24 horas, lavados em &gua corrente e descalcificados em solucéo de
acido nitrico a 10% por 6 horas (DE CARVALHO DA SILVA, 2010). A seguir, foram
desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina histoldgica de modo a
se obter cortes nos alvéolos no sentido longitudinal. Cortes de aproximadamente 5um foram
corados com hematoxilina e eosina e pelo tricromico de Masson. As preparagfes foram
montadas em “entellan®”, submetidas a analise por microscopia de luz e escaneadas pelo
equipamento Pannoramic MIDI (3DHISTECH Ltd) no Programa de Pds Graduacdo em
Odontologia, UFPE. As imagens foram coletadas com auxilio do software Pannoramic Viewer
1.15.4 RTM (3DHISTECH Ltd.). Os percentuais de area alveolar ocupada por tecido 6sseo aos
6, 15 e 21 dias foram obtidos a partir da analise de imagens com programa GIMP (GNU Image
Manipulation Program 2.8.22) para todos 0s animais de todos 0s grupos.

Para a descricdo histologica, o alvéolo foi dividido em tercos apical, médio e cervical,
averiguando em cada um deles o estagio de cicatrizacdo segundo a formacdo de tecido
conjuntivo, neoformacdo vascular, presenca ou auséncia de exsudato inflamatério e processo

de ossificacgéo.

4.7 Andlise estatistica
Os dados histomorfométricos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 7.03. A

e

estatistica descritiva foi obtida através de mediana, valores minimo e maximo. O valor “p” foi
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encontrado realizando-se o teste t pareado para os dados paramétricos e do teste de Mann-
Whitney para os dados ndo paramétricos na comparagao entre dois grupos. Para comparacdo
entre 3 ou mais grupos distintos, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) a fim de analisar
os dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. A significancia

estatistica considerada foi de p<0.05%.

5. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo descritos no APENDICE expressos em
forma de artigo a ser submetido: “Avicennia schaueriana: Avaliacdo do processo de reparo

tecidual apds inducdo experimental da alveolite em ratos”
Revista: International Journal of Phytotherapy and Phytopharmacology

ISSN: 0944-7113

Fator de impacto: 3.526
Qualis capes (Odontologia): A2
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6. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que a Avicennia schaueriana possui propriedades estimulantes
ao crescimento 6sseo em todos os estagios da cicatrizagdo alveolar, e representa uma
alternativa de tratamento para os casos de alveolite, sendo tais propriedades mais

significativamente evidenciadas decorridos 21 dias da sua ministragdo em ratos.
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APENDICE

ARTIGO CIENTIFICO

Avicennia schaueriana: AVALIACAO DO PROCESSO DE
REPARO TECIDUAL APOS INDUCAO EXPERIMENTAL DA
ALVEOLITE EM RATOS

Silva, K.F.O.;, Evéncio, L.B. |, Vieira, J.R.C.;; Paz, S.T. ; Leal, L.B.; da
Silva,V. F.,

RESUMO

Contextualizacdo: A condicdo clinica da alveolite ¢ caracterizada por dor intensa relatada entre o
primeiro e o quarto dia pos-operatorio e é a complicacdo mais comum apos extragdes dentarias. A droga
atualmente mais disponivel para este tratamento consiste de uma pasta base de cera de abelha (PBCA)
em associacdo ao propolis a 10% e iodoformio a 5% (PBPI).

Proposta: Com intuito de ampliar a escassa gama de alternativas medicamentosas disponiveis para o
tratamento da alveolite atualmente, este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades estimulantes
da pasta base de cera de abelha contendo AS a 5% (PBAS) na regeneracdo tecidual alveolar.

Tipo de estudo: Experimental

Metodologia: 45 ratos foram submetidos a avulsdo dentaria do 2° molar superior, seguida de indugdo
experimental da alveolite com uso de vasoconstrictor. Os animais foram divididos em grupo padrao
(tratados com PBPI), grupo controle do veiculo (PBCA), e grupo experimental (PBAS) e eutanasiados
aos 6°, 15° e 21° dia apds a constatagdo da alveolite. As hemimaxilas do lado das extra¢des dentarias
foram fixadas e cortadas em laminas a serem submetidas a estudo comparativo histomorfométrico.
Resultados: Aos 6,15 e 21 dias ap6s constatagdo da alveolite, os subgrupos PBAS apresentaram maior
quantidade de osso neoformado que PBCA e PBPI em estigios correspondentes, entretanto, os
resultados foram estatisticamente significativos apenas em comparagdo ao grupo tratado com PBCA
aos 21 dias. Observou-se ainda que os grupos PBCA e PBPI ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em nenhum dos estagios.

Conclusao: Concluiu-se que PBAS pode representar uma alternativa para o tratamento da alveolite
como estimulante da regeneragdo Ossea alveolar em todos os estagios da cicatrizagdo, sendo suas
propriedades mais evidentes apos decorridos 21 dias da sua aplicacao.
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Introducao

A alveolite ¢ uma das principais complicagdes clinicas decorrentes da extragao dentaria,
havendo relatos de até 45% dos casos de exodontia de terceiros molares inferiores,
apresentando manifestagdes dolorosas dificilmente controladas pelo uso de analgésicos
(JENSEN 1978). O tratamento atualmente mais utilizado é a irrigacdo intra-alveolar com
solucdo salina, seguida do uso da medicacao atualmente disponivel, constituida de pasta base
de cera de abelha (PBCA) em associacdo ao propolis a 10% e iodoférmio a 5% (PBPI).
Ressalta-se a importancia da medicacéo local, uma vez que esta fornece maiores concentragdes
do farmaco diretamente a regido onde sua acdo é esperada, diminuindo efeitos colaterais
provocados pelo aumento dos niveis séricos. (VEZEAU, 2000; CARDOSO et al, 2010)

Avicennia schaueriana é uma planta de mangue encontrada no estado de Pernambuco,
cujas propriedades biologicas sdo promissoras no auxilio ao tratamento do quadro clinico da
alveolite. Esta flora ¢ fonte de esteroides, triterpenos, saponinas, flavonoéides, alcaldides, e
taninos (BHIMBA et al, 2010), e por isso sdo importante alternativa natural ao uso de
antibioticos. Ao screening fitoquimico, o género Avicennia revela presenga de varios
constituintes que podem apresentar diversas propriedades farmacologicas, como alcaldides,
esteroides, flavonoides e triterpenos (ABEYSINGHE, 2010; GHANI, 1998; VADLAPUDI,
2012), que contribuem para a a¢cdo medicamentosa desta planta. Itigowa et al (2011) atribuiu
aos derivados naftoquinona presentes no género Avicennia ao seu potencial antitumoral.
Diferentes porgdes da Avicennia schaueriana podem apresentar atividades mais ou menos
antimicrobianas, conforme demonstrado por Dos Santos et al em 2010. Os extratos brutos da
casca, raizes e folhas foram aplicados segundo a técnica de dilui¢do seriada e testados contra
Streptococcus aureus € Micrococcus luteus, sendo aqueles das raizes os mais eficazes.

Em 2015, Igrejas Lopes et al avaliaram a citotoxicidade do extrato de Avicennia
schaueriana através do método colorimétrico de brometo, adotando metodologia que seguiu as
normas da International Standard Organization (1SO) 10993-5 (2009). O extrato de Avicennia
schaueriana fora testado as concentra¢des de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL e
6,25 ng/mL. Este estudo comprovou a auséncia de citotoxicidade do extrato de 4. schaueriana,
uma vez que em todas as concentracoes testadas, houve capacidade de proliferagcdo de células
Vero.

Fardim e Marx Young (2015) estudaram a toxicidade antifingica contra Cladosporium
sphaerospermum, Cladosporium cladosporioides e Colletotrichum lagenarium pelo extrato de
folhas e caule secos de Avicennia schaueriana coletada de diferentes regides da mata atlantica
do estado de Sao Paulo, e constataram diferengas quanto aos compostos fenolicos. A
comparacao do perfil quimico entre 4. schaueriana coletada das diferentes regides mostrou
que existem divergéncias quantitativas de acordo com o perfil cromatografico, e qualitativas
quanto a identificagdo dos compostos que provavelmente se relacionam com a atividade
antifingica.

Este estudo tem como objetivo avaliar histologicamente a acdo da Avicennia
schaueriana em pasta a 5% no reparo alveolar de molar superior de ratos com processo de
alveolite induzida experimentalmente.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

As folhas da espécie Avicennia schaueriana foram coletadas do mangue da Ilha de
Itamaracd, com autorizacdo da Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH) sob niimero
120/2014, no més de Maio de 2016, na regido de Vila Velha, no litoral norte do Estado de
Pernambuco, Brasil, entre as coordenadas 07°48.716’ latitude sul e 34°51.347’ longitude oeste.
Uma exsicata do material botanico foi depositada no acervo do Herbario Geraldo Mariz da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e identificada sob nimero 75.458.

O extrato metanolico obteve-se por infusdo a partir de 1kg de folhas frescas de Avicennia
schaueriana. O material pesado e triturado foi extraido com metanol sob pressdo por 25
minutos. Procedeu-se a filtracdo para remocao do residuo sélido e a eliminacdo do metanol
ocorreu por rotoevaporacdo. Uma vez pesados 1kg de folhas frescas de A. Schaueriana, as
mesmas foram trituradas em pulverizador Pulverisette.14 Classic Line Variable Speed Rotor
Mill (Fritsch). A extracdo em fluxo ocorreu em duplicata utilizando o extrator Dionex ASE
350 (Thermo Scientific), com até 9 células por ciclo, tendo cada célula capacidade de 100ml.
Foram inseridas 30g de folhas trituradas adicionadas a 7,5g Diatomaceous earth, na propor¢ao
de 20 para 5, com a finalidade de evitar caminhos preferenciais. As células foram aquecidas a
temperatura de 40° C durante 5 minutos. O volume obtido de cada extracdo variou de 130 a
190 ml.

A seguir realizou-se a rotoevaporagdo do solvente metanol em equipamento The
Genevac Rocket TM Evaporation System (Genvac) através do método Low BP a temperatura
de 40.3°C. A temperatura de refrigeragdo manteve-se em 3.8° C e a diferenca de temperatura
entre o liquido de refrigeracao e vapores foi aproximadamente 1.93°C. Houve estabelecimento
da rotacdo em 648 rpm a pressdo de 72 mbar. O processo de rotoevaporacdo durou
aproximadamente 1 hora e 40 minutos por ciclo, para certificagdao de eliminagao e todo residuo
metanolico. Os tubos de centrifugacdo tinham capacidade de até 400 ml sendo inseridos até 6
tubos por ciclo.

Para realizagdo do HPLC estabeleceu-se adotou-se o método Gradiente Polar 27
minutos, onde no canal A (fase modvel) utilizou-se d4gua com 0,3% &cido acético e no Canal B
utilizou-se Acetonotrila. De 0-10 minutos, o 1° gradiente ocupou 98-90% do canal A e de 10-
27 minutos o 2° gradiente o fluxo ocupou de 90%-15% do canal A. O fluxo estabelecido foi de
2,4 ml/min, com temperatura da coluna determinada em 30°C e tempo total de 27 minutos. O
volume da injecdo foi de 5 pul e o comprimento de onda foi variavel entre 256 a 365nm.
Utilizou-se a Coluna C18 Zorbax SB-C18 Agilent Stable Bond Analytical 4.6x250mm 5
microns. As analises foram feitas por meio do software OpenLap Control Panel Version
A.01.05 (Agilent Technologies).

O extrato metanolico das folhas de A. schaueriana foi enviado a Farmdcia de
Manipulacdo da UFPE, onde foi submetido a mistura com pasta base de cera de abelha em
proporcao de 5:100 e envasado em seringas, obedecendo os parametros conforme disposto na
tabela 1.
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Tabela 1: Composicao da pasta contendo extrato metanolico bruto de 4.schaueriana

Extrato metanolico de A. schaueriana 5%
Cera de abelha 2%
Oleo mineral 10%
Lanolina anidra ~ qsp 50¢g

Para o preparo da formulagao, todos os componentes foram pesados e levados em béquer
para aquecimento até fusdo da cera de abelha e lanolina e incorporagdo do extrato. A
formulagdo resultou em uma preparagdo semi-solida, inodora, opaca com coloracao castanha a
marrom. O pH foi aferido por imersao direta do eletrodo previamente calibrado em solucdes
tampao pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25° C, onde o valor de pH obtido foi 6,45. A
determinagdo da espalhabilidade foi realizada por método adaptado de Borghetti ¢ Knorst
(2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, aplicou-se 1 g da amostra e
sobre a mostra foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Ap6és um minuto de
espalhamento, o didmetro foi aferido em posigdes opostas e calculado o didmetro médio.
Subseqiientemente, 0 mesmo procedimento foi repetido até um total de 5 placas. Os resultados
foram expressos em espalhabilidade da amostra em fun¢ao do peso aplicado, de acordo com a
equacao abaixo e plotado um gréafico na figura 1 com os dados obtidos:

TT
Ei= d?x—
! 4

Onde, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?); d = didmetro médio (mm).

Fig.1 — espalhabilidade X peso acumulado das placas
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Animais

Foram utilizados 45 ratos Wistar (Ratus norvegicus albinus), machos, com idade
variando entre 70 e 90 dias e peso entre 280 e 330g, provenientes do Biotério do Departamento
de Nutricdo - UFPE, mantidos no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental - UFPE em
gaiolas de polipropileno com iluminagao claro/escuro de 12:12 horas, dieta solida e dgua ad
libitum. Os animais foram divididos em 3 grupos de 15 animais cada:

Grupo CA — Controle do veiculo: animais submetidos a alveolite e tratados com pasta base de
cera de abelha (PBCA).

Grupo LEX — Controle padrdo: animais submetidos a alveolite e tratados com a droga
disponivel comercialmente, constituida de pasta base de cera de abelha em associacdo ao
propolis a 10% e iodoformio a 5%, doravante denomida PBPI;

Grupo AV — Experimental: animais submetidos a alveolite e tratados com pasta de cera de
abelha contendo extrato bruto de 4. schaueriana a 5% (PBAS).

Cada grupo foi dividido em subgrupos 3, de 5 animais cada, relacionando-se ao tempo
de tratamento dos mesmos: grupo 6) observados no 6° dia apos a constatagdo clinica da
alveolite; grupo 15) observados no 15° dia apos a constatagdo clinica da alveolite; e grupo 21)
observados no 21° dia ap6s a constatagao clinica da alveolite.

Procedimento cirirgico e coleta de material

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (10mg/kg de peso) +
xilazina (50 mg/Kg de peso), associados na mesma seringa € administrados por via
intramuscular. O nivel de anestesia foi determinado pela observacao dos reflexos das
palpebras, movimentos respiratorios e estimulos cutaneos, sendo considerado anestesiados os
animal com a respiracdo regular e auséncia de reflexos a estimulos.

Apobs a obtencdo do efeito anestésico, a mesa operatoria foi coberta com campo
cirtrgico esterilizado e o animal imobilizado por meio de um equipamento especialmente
desenvolvido para este fim, em dectbito dorsal para a extragdo do segundo molar superior
direito (Fig2). Apos a avulsdo dentaria, o processo de alveolite foi obtido através da introdugdo
de um chumaco de algodao estéril embebido em adrenalina 1:1000 durante 15 minutos. Uma
vez obtida a isquemia, 0s animais permaneceram em observacao por mais 15 minutos com a
finalidade de comprovar a auséncia de formacao de codgulo sanguineo no interior do alvéolo
(DE ARAUIJO, 2009) Nio foram realizadas suturas.

Posteriormente ao procedimento cirurgico da exérese dentdria, os animais foram
supervisionados diariamente para constata¢do da alveolite através da presenca de odor fétido,
edema local, hiperemia, formagéao de abscesso e secre¢édo purulenta. (Fig3)

Constatada a alveolite, os animais do grupo CA foram tratados com PBCA. Os animais
do grupo LEX com PBPI e os do grupo AV, com PBAS.
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Com os animais anestesiados, as pastas colocadas em seringas foram levadas ao interior
do alvéolo através de uma agulha hipodérmica adaptada, com 20mm de comprimento e 0,8mm
de diametro, com curvatura aproximada a do alvéolo dental. A agulha foi introduzida até o
fundo do alvéolo e removida a medida em que se pressionou 0 émbolo da seringa. O excesso
de material foi removido com o auxilio de gaze estéril.

No 6°, 15° e 21° dias de tratamento, ap0s a constatacdo da alveolite os animais foram
novamente anestesiados pelo mesmo procedimento descrito anteriormente. A seguir, as
maxilas removidas para processamento histolégico o qual foi realizado no laboratorio de
histotécnica do Programa de Pos-graduacdo em Patologia —~UFPE.

Para a coleta dos espécimes, a maxila direita foi separada da esquerda com uso de
lamina de bisturi n® 11. A seguir, da mesma forma foi realizado um corte transversal ao palato,
tangencialmente a face distal do 3° molar, o que permitira a obtencdo completa do alvéolo a ser
estudado. (Fig4)

Posteriormente a exérese, 0s espécimes foram mantidos in toto em solucéo de formol a
10% tamponado durante 24 horas, lavados em agua corrente e descalcificados em solucédo de
acido nitrico a 10% por 6 horas (DE CARVALHO DA SILVA, 2010). A seguir, foram
desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina histolégica de modo a
se obter cortes nos alvéolos no sentido longitudinal. Cortes de aproximadamente 5um foram
corados com hematoxilina e eosina e pelo tricromico de Masson. As preparacfes foram
montadas em “entellan®”, submetidas a analise por microscopia de luz, e selecionadas para
serem escaneadas pelo equipamento Pannoramic MIDI (3DHISTECH Ltd) no Progama de Pds
Graduacdo em Odontologia, UFPE. As imagens foram coletadas com auxilio do software
Pannoramic Viewer 1.15.4 RTM (3DHISTECH Ltd.). Os percentuais de area alveolar ocupada
por tecido 6sseo aos 6, 15 e 21 dias foram obtidos a partir da analise de imagens com programa
GIMP (GNU Image Manipulation Program 2.8.22) para todos os animais de todos 0s grupos.
Para a descri¢do histolégica, o alvéolo foi dividido em tercos apical, médio e cervical,
averiguando em cada um deles o estagio de cicatrizacdo segundo a formacdo de tecido
conjuntivo, neoformacao vascular, presenca ou auséncia de exsudato inflamatério e processo
de ossificacéo

Os dados histomorfomeétricos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 7.03. A
estatistica descritiva foi obtida através de mediana, valores minimo e méximo. O valor “p” foi
encontrado realizando-se o teste t pareado para os dados paramétricos e do teste de Mann-
Whitney para os dados ndo paramétricos na comparacgdo entre dois grupos. Para comparacéo
entre 3 ou mais grupos distintos, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) a fim de analisar
os dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. A significancia

estatistica considerada foi de p<0.05%.
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Fig2 — Posigdo de contengdo do animal anestesiado

Fig3 — Seta vermelha indica alvéolo com sinais de deficiente Fig4 — Hemimaxila obtida para processamento histologico.
aporte sanguineo e areas necroticas,apresentando secre¢do
purulenta, caracterizando a alveolite.
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Resultados

HPLC

Quando submetido ao exame por HPLC, o extrato metandlico das folhas de Avicennia
schaueriana coletadas para a presente pesquisa foi altamente sugestivo da presenca do acido
elagico (pico de retencdo de 700966289 V, tempo de retengdo de aproximadamente 20
segundos) e, em menores expressdes, acido cafeico (pico de retengdo: 302245826 V, tempo de
retencdo: aprox. 30 segundos) e rutina (pico de retencdo: 302245826 V; tempo de retencao:
aprox. 10 segundos). (Fig.5)
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Fig.5 — Gréfico obtido a partir da HPLC demonstrando tempo de retencdo/pico de retengdo para substancias com maior
probabilidade de presenca no extrado metandlico de AS.

Aspectos histomorfologicos

No que se refere aos achados histologicos, os alvéolos do subgrupo CA06 (integrantes
do grupo controle positivo, tratados com PBCA, eutanasiados aos 6 dias), apresentam em sua
regido apical trabéculas 6sseas maduras e confluentes. No terco médio, o trabeculado 6sseo
intercala-se ao tecido 6sseo cortical remanescente das paredes alveolares, os quais apresentam
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sinais de remodelagdo. Ha forte presenca de tecido conjuntivo osteogénico, o qual se estende e
se mescla no tergo cervical as abundantes células inflamatoérias, onde a atividade osteoclastica
ocorre com maior intensidade. Nesta regido, observamos também diversas areas circulares
pronunciadas contendo secre¢do purulenta, bem como remanescentes de coagulos sanguineos.
Vasos capilares se dispdem em maior quantidade nos ter¢os médio e apical. (Fig6-A)

No subgrupo LEXO06 (integrantes do grupo controle padrao, tratados com PBPI, 6 dias),
os remanescentes do coagulo sanguineo apresentam-se mais difusos. Notam-se vesiculas
purulentas em menor quantidade e tamanho. O trabeculado 6sseo estende-se profusamente do
terco apical ao terco médio. Sao identificados pequenos capilares sanguineos principalmente
nos tercos médio e apical. Células inflamatorias apresentam-se em maior concentragao no tergo
cervical, porém em menor intensidade comparado a mesma regido nos alvéolos do subgrupo
CA06. (Fig.6-B)

O subgrupo AV06 (tratados com PBAS, eutanasiados aos 6 dias) vesiculas contendo
secre¢do purulenta encontram-se dispostas mais profusamente no ter¢o cervical, onde ha
intensa atividade osteoclastica nos remanescente das paredes alveolares corticais. (Fig.6-C) O
terco cervical apresenta a maior concentragdo de células inflamatorias em comparagdo as
demais regidoes do alvéolo. No terco médio, semelhantemente aos demais subgrupos nesta
mesma fase, ha indicios de neoformacao 6ssea ativa. Pequenos capilares sanguineos sao vistos
principalmente nos ter¢os médio e apical.

O terco apical do subgrupo CA15 (CA, eutanasiados aos 15 dias) apresenta intensa
atividade osteoblastica e aposi¢ao 6ssea, com maior presenca de células inflamatdrias em seu
rebordo intercalando-se a matriz 6ssea neoformada. O terco médio apresenta coloragdo mais
intensa indicando a presenga de colageno e de tecido de granulagdo, o que sugere a progressao
da osteogénese. Os vasos sanguineos apresentam-se em maior calibre e quantidade em relagao
ao estagio anterior. Ainda no terco médio, os remanescentes Osseos corticais das paredes
alveolares sofrem intensa osteoclase. Na por¢ao cervical do alvéolo denota-se intensa atividade
inflamatoéria, onde o remanescente do septo interradicular apresenta tanto areas celulares como
acelulares, havendo maior recobrimento epitelial apicalmente em relagdo a sua porcao acelular.
(Fig.7-A)

Nos alvéolos tratados do subgrupo LEX15 (PBPI, 15 dias), os tercos apical, médio e
cervical estdo bem delimitados, havendo indicios de aposicdo dssea ativa no ter¢o apical,
neoformacado 6ssea e deposi¢cdo de colageno primordialmente no terco médio. O terco cervical
apresenta intensa atividade inflamatoria. Os remanescentes do septo interradicular e dos
rebordos alveolares sofrem intensa osteoclase, apresentando tanto areas celulares como
acelulares. Nota-se maior epitelizagdo do alvéolo apicalmente as porgdes acelulares dos
remanescentes do septo interradicular. Vasos sanguineos de diversos calibres sdo encontrados
principalmente no ter¢o médio. (Fig 7-B)

No subgrupo AV15 (PBAS, 15 dias), o terg¢o apical € caracterizado por trabeculados
6sseo maduro e neoformado, apresentando células inflamatorias em suas margens, as quais sao
confluentes com 4reas de aposi¢cdo colagenosa. No ter¢o médio, a coloracdo indicativa de
coldgeno ¢ mais intensa em relagdo ao do subgrupo correspondente no estagio anterior, AV06.
Sdo observados capilares sanguineos de diversos calibres além de regides inflamatdrias
circunscrevendo corpos estranhos. O ter¢o cervical apresenta intensa osteoclase dos
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remanescentes corticais das paredes alveolares e células inflamatorias difundidas por todo o
terco cervical. (Fig7-C)

O terco apical dos alvéolos tratados no subgrupo CA21 (PBCA, 21 dias) apresenta-se
alongado, infiltrando-se e mesclando-se ao ter¢o médio. No terco médio, nota-se a presenga de
vasos sanguineos de diversos calibres, e a coloracdo indicativa da presenca de colageno
apresenta-se mais vibrante em comparagdo ao subgrupos correspondentes nos demais periodos
de eutanasia. Em algums cortes de laminas deste subgrupo, o ter¢o cervical apresentou a maior
epitelizagdo em comparagdo com demais subgrupos tratados neste mesmo estagio (21 dias),
porém nao houve completa epitelizacdo em nenhum dos alvéolos investigados (Fig 8-A). Os
osteoblastos estdo presentes por todo o alvéolo, evidenciando-se mais significativamente no
terco cervical em comparagao com o observado nos estagios anteriores. Alguns alvéolos ainda
apresentaram fragmentos de osso necrotico (acelular), abaixo dos quais a reepitelizagao
ocorreu de forma mais intensa, porém ainda incompleta. Observamos areas de circunscri¢ao
inflamatoria contendo alguns corpos estranhos. Este grupo apresentou niveis mais variados de
cicatrizagdo, havendo menor previsibilidade do estagio de regeneragao tecidual.

No subgrupo LEX21 (PBPI, 21 dias) foram observadas areas circulares inflamatdrias
delimitando corpos estranhos. A neoformagdo vascular ¢ mais pronunciada no ter¢o médio,
porém existem vasos de pequeno calibre por toda a extensdo do alvéolo. O osso neoformado
tem mais indicios de amadurecimento no tergo apical, porém ha sinais aposi¢ao dssea por todo
o alvéolo. O terco médio apresenta indicios de formagdo de trabeculado 6sseo, com maior
condensacdo do coldgeno. Existem fragmentos remanescentes da cortical 6ssea das paredes
alveolares e do septo interradicular, as quais apresentam areas celulares e acelulares, ambas
sofrendo osteoclase. A porcao cervical ¢ ainda rica em células inflamatorias, localizadas em
toda a superficie alveolar, bem como nas superficies de tecidos 6sseos corticais remanescentes.
(Fig 8-B)

No subgrupo AV21 (PBAS, 21 dias) o ter¢o apical demonstra trabeculado 6ésseo bem
mesclado ao terco médio, onde entdo a drea indicativa da presenca de colageno sobrepde-se a
das células inflamatorias. O osso neoformado apresenta-se mais compacto € condensado na
regido cervical em comparacdao aos estdgios previamente analisados. A epitelizagdo ainda ¢
incompleta. Observamos dareas de inflamacdo circunscrevendo corpos estranhos, o que
possivelmente motiva o atraso na completa cicatriza¢do do alvéolo. Existem vasos de diversos
calibres em proporgdes semelhantes no terco médio e no tergo apical, distribuindo-se estes em
menor quantidade no ter¢o cervical. Comparativamente aos outros estdgios € aos outros grupos
em estagio semelhante, nota-se maior presen¢a e condensagao de tecido dsseo. (Fig 8-C)
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Fig. 06- Fotomicrografias de secgdo frontal de alvéolo de 2°molar superior de ratos dos subgrupos CA06 (A); Lex06(B) e
AVO06 (C). CS — coagulo sanguineo; O - trabeculado dsseo; TC - tecido conjuntivo; SIR- remanescente do septo
interradicular; SP - secregdo purulenta. Coloragdo: Tricromico de Masson.
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Fig. 07- Fotomicrografias de sec¢ao frontal de alvéolo de 2°molar superior de ratos dos subgrupos CA15 (A); Lex15(B)e
AV15 (C). CE — Corpo estranho; ON — Osso neoformado; PAS — Porgao acelular do remanescente do septo interradicular;
PCS — Porgéo celular do remanescente do septo interradicular; TE- Tecido epitelial;; RC — Remanescente de coagulo
sanqguineo. Coloragao: Tricromico de Masson
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Fig. 08- Fotomicrografias de sec¢@o frontal de alvéolo de 2°molar superior de ratos dos subgrupos CA21 (A); Lex21(B)e
AV21 (C). CE — Corpo estranho; ON — Osso neoformado; TE — Tecido Epitelial; TO — trabeculado 6sseo;
RC - remanescente do coagulo sanguineo; VS — vaso sanguineo.
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Resultados estatisticos

Ao se analisar as substancias separadamente, de acordo com a época pos cirurgica de
eutandsia de seus subgrupos, as 3 substincias utilizadas apresentaram diferengas estatisticas
entre seus subgrupos, o que denota que todas apresentaram aumento progressivo da area 6ssea
em relagdo a area total do alvéolo.

Tabela 2: Resultados do teste ANOVA para o area de tecido 6sseo em diferentes estagios de cicatrizagido

CA LEX AV
F 12.15 5.571 33.34
P 0.0013 0.0194 <0.0001
R quadrado 0.6694 0.4815 0.8475

No periodo de 6 dias, o percentual médio da area ocupada por tecido 6sseo em toda
extensdo do alvéolo foi maior no subgrupo AV06 (33,86%) do que nos subgrupos CA06
(31,06%) e LEX06 (33,03%), porém nao houve significancia estatistica (AV06 = 33,86 +
2,721, CA06 =31,06 £ 1,222 ¢ LEX06 = 33,03 &+ 2,241).

Aos 15 dias, o percentual de area alveolar ocupada por osso foi maior no subgrupo
AV15, com valor médio de 48,71%, em comparacdo com as médias dos subgrupos LEX15
(39,11%) e CA15 (43,23%), entretanto, ndo houve significancia estatistica entre os subgrupos
(AV =48,71 £2.607; LEX=39.11+£3.523; CA = 43,23+ 1,603)

Nos testes realizados para os subgrupos referentes aos 21 dias, foram obtidas
significancias estatisticas tanto quando utilizados o Teste t ndo-pareado quanto o teste Mann-
Whitney entre AV21 (61,01 £ 1,558) e CA21 (48,75+4,92), porém esta significancia ndo se
repetiu quando comparamos AV21 ao LEX21(51,38 + 5,446), nem quando comparados
LEX21 a CA2I.

Grafico 1 — Comparativo inter-subgrupo do crescimento do percentual de tecido 6sseo no alvéolo.
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Discussao

Tao importante quanto conhecer a acdo da espécie boténica e sua aplicabilidade
medicinal, a contribuicdo cientifica deste estudo é dependente do conhecimento dos
componentes fitoquimicos presentes em Avicennia schaueriana que justifiquem suas
propriedades. Para tanto, houve predilecdo a elaboracdo do extrato metandlico a fim de
favorecer a andalise por HPLC, sendo o extrato final completamente rotoevaporado antes da
confeccdo do farmaco. Considera-se a possibilidade de resultados ainda mais expressivos na
cicatrizacdo alveolar caso o0 extrato de AS seja confeccionado com solvente mais
biocompativel.

Ao considerar o dinamismo e o fluxo salivar da cavidade oral, optou-se pela elaboracéo
de um medicamento cuja apresentacao tivesse consisténcia a qual favorecesse tanto a fluidez
necessaria para insercdo e maior contato as paredes alveolares, e que também conferisse
estabilidade do farmaco no seu local de deposicdo. Para tanto, optou-se pela elaboracdo de uma
pasta.

No presente estudo, todos os animais utilizados para analise histoldgica tiveram o
diagndstico de alveolite 48 horas ap6s 0 procedimento cirdrgico, sendo este quadro patoldgico
constatado clinicamente através da presenca de edema, hiperemia, formacdo de abscesso, e
secrecdo purulenta. Tais parametros para diagnostico da alveolite estiveram de acordo com 0s
achados bibliograficos. (HOWE,1990, MARZOLA,1994, ALEXANDER, 2000; BLUM,
2002; NEVILLE, 2004; TORRES-LAGARES, 2005). O retardo no reparo tecidual alveolar
uma vez estabelecido este quadro ja fora descrito por Lopes Cardoso et al (2011)

Apesar das divergéncias de periodos de eutanasia para estudo do reparo tecidual
alveolar encontrados na literatura, levou-se em consideracdo a qualidade descritiva, a
amostragem citada e a quantidade de estudos referindo-se aos 6°, 15° e 21° dias ap0ds a
constatacdo da alveolite e, portanto, tais periodos foram adotados para os procedimentos de
eutanasia nesta pesquisa. (YUGOSHI et al, 2002; RODRIGUES, 2011)

Ao 6° dia ap6s a constatacdo da alveolite, os 3 subgrupos estudados neste trabalho
tiveram caracteristicas histoldgicas condizentes com o que se encontra na literatura, com
exposicdo 0ssea e auséncia de tecido de revestimento (MADA et al 2017, NICCOLI-FILHO et
al 1993). Em concordancia com o descrito por Kim et al em 2012, houve um decréscimo
gradual quantitativo e em intensidade do tecido inflamatdrio entre todos os subgrupos de 6 e
15 dias, além de maior evidenciacdo da proliferacdo vascular aos 15 dias. Os resultados
comparativos entre 0s grupos tratados com PBCA e PBPI em todos os estagios de cicatrizacao
sugerem que a droga atualmente disponivel no comércio local (PBPI) tenha suas propriedades
osteo-estimulantes atribuidas a presenca da cera de abelha

Através dos intervalos de eutanasia utilizados neste estudo, foram notados os estagios
histologicos descritos por Weinmann & Sicher (1955) e Smith (1974). Em concordancia com
os achados de Steiner (2008) as etapas de regeneracdo 0ssea encontradas neste estudo em
roedores ocorreram de maneira significativamente mais rapida que em humanos, porém com
caracteristicas compartilhadas.
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Carvalho e Okamoto (1987) consideraram quatro fases morfoldgicas fundamentais
durante a reparacdo alveolar de feridas ndo perturbadas pos-extracdo dentéria: Proliferacdo
celular, desenvolvimento do tecido conjuntivo, maturagéo do tecido conjuntivo e mineralizagdo
ou diferenciacdo 0Ossea, as quais foram replicados no presente trabalho. Contrapondo-se a
demais estudos em roedores (HUEBSCH, 1952; CARVALHO et al, 1994; POI et al,1998;
ELSUBEIHI, 2004), o presente trabalho ndo apresentou cicatrizagdo alveolar completa aos 21
dias pos cirurgicos. Tal achado deve-se provavelmente as diferentes densidades alveolares da
cavidade oral em roedores, havendo maior velocidade reparativa na regido de incisivo superior
do que em regido de molares, eleita para o presente estudo. Estudos mais recentes de
cicatrizacdo alveolar em ratos mostram uma tendéncia a considerar a cicatrizagdo por
completada somente apds transcorridos 28 dias do procedimento cirdrgico (SILVA et al, 2007;
RODRIGUES et al 2011; MADA et al, 2017; YAMAMOTO et al, 2017).

A partir do 15° dia pos cirargico, o presente trabalho relata a presenca de corpos
estranhos nos alvéolos analisados. Acredita-se que estas estruturas possam motivar o retardo
na cicatrizacdo, impedido o recobrimento total dos alvéolos por epitélio nos tergos cervicais.
O atraso na cicatrizacdo do terco cervical presente neste estudo correlaciona-se ao citado por
Cardaropoli et al em 2003, cuja pesquisa concluiu que a proximidade do terco cervical com a
cavidade oral € a causa do atraso na cicatrizacdo devido & acdo bacteriana e & maior propensao
a traumas.

A alteracdo mais evidente ao se comparar as diferentes modalidades de tratamento neste
estudo foi a maior promocdo do crescimento 6sseo evidenciado em todos os estagios de
cicatrizacdo pela Avicennia schaueriana em pasta. Tal propriedade pode ser atribuida aos
composto nela presentes, conforme sugeridos nos resultados de HPLC, sendo o mais
pronunciado o acido elagico. Em estudos anteriores, este composto fenolico teve suas
propriedades  antibacterianas, antivirais, antiaterogénicas, = antimutagenénicas e
anticancerigenas comprovadas e detalhadas (WANG 2004). Os efeitos antiiflamatorios
promovidos pelo acido elagico foram descritos ap06s estudo in vivo realizado por Pryiadarsini
et al em 2002.

Os resultados cromatograficos sugerem também a presenca de acido cafeico, um
flavondide natural cujas propriedades tem sido descritas como anti-inflamatérias (CHEN et al.,
2001), antioxidantes (MICHALUART et al., 1999; OZGUNER et al., 2005), antiviral,
imunomoduladora e anticarcinogénica (FESEN et al., 1993).

Conclusao

O presente estudo sugere que a Avicennia schaueriana possui propriedades
estimulantes ao crescimento 6sseo em todos os estdgios da cicatrizacdo alveolar, e pode
representar uma alternativa de tratamento para os casos de alveolite, sendo tais propriedades
mais significativamente evidenciadas decorridos 21 dias da sua ministra¢do em ratos.
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ANEXO A
AUTORIZACAO DE COLETA

- Agéncia
- Estadual de
. Meio Ambiente  coremooe e

CA DRFB N° 120/2014 24 de outubro de 2014.

Ao Senhor

JEYMESSON RAPHAEL CARDOSO VIEIRA

Prezado Senﬁor,

—- Cumprimentando Vessa Senhoria, nos reportamos ac Processo CPRH .. -—
n? -013520/2044, referente ao requerimento para realizagio de
atividades de pesquisa na APA de Santa Cruz e na APA Estuarina de
Santa Cruz, sendo o local de coleta as margens do Canal de Santa Cruz

e Rio Paripe, préximo a Vila Velha, Ilha de Itamaracd - PE. -

Apés analise da documentagdo apresentada vimos informar gue o
projeto “Tecnologia Morfolégica Aplicada a Inovagac Terapéutica:- Uma
Perspectiva de Ihvestigacéo de Prddutos,Naturaiq da Regiao de Mangue”
foi aprovado, ‘estando autorizada a realizagdo da citada pesquisa. No
entanto, em caso de realizagdo de atividades em &reas particulares,
estas somente poderdo ocorrer mediante a anuéncia do proprietarioc das
terras. Salientamos ainda, que esta autorizagido permite as ativiqades
de campo e coleta de material para estudo, entretanto, o acesso ao

patriménio genético deverd ser autorizado pelos 6rgaos competentes.

Informamos que a Unidade'de Conservacao APA de Santa Cruz possui
sede e administracéo‘ local, desta forma, caso haja necessidade de
apoio para a realizagdo das atividades de campo, faz-se neécssario

contato prévio com a equipe de gestdo da Unidade.

Atenciosamente,

Diretoria de Recursos Florestais e Biodiversidade
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ANEXO B

REGISTRO HERBARIO

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas
 Departamento de Botinica

Herbirio UFP — Geraldo Mariz

N®: UFP 75.458

Fam.: Avicenniaceae

Sp.: Avicenia schaueriana

Nome vulgar: mangue-preto

Col.: Jeymesson Raphael Cardoso Vieira ( n°
coleta- 01) 03/10/2011.

Det.: Marlene Barbosa 07/0V/2012

Proc.: PE. Itamaraca (Coletada no mangue da
Regido de Vila Velha)

Obs.:.
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ANEXO C
PARECER DO COMITE DE ETICA (CEUA)

Universidade Federal de Pernambuco
Cestro de Biociéncias

1\N

Recife, 13 de maio da 2018,
Oficio n® 38/18

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Para: Prof.* Liriane Baratella Evencioa (e s trpe
Departamento de Histologia e Embriologia

Centro de Biociencias

Universidade Federal de Pernambuca

Processo 23076.007275/2018-581

Os membros da Comissda de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa inttulads, “Avaliacio do extrato de Avicennia Schaueriana no
tratamento da alveolite induzida em ratos™.

Concluimos que os procedimentos desoritos para a utilizagao experimental dos
animais encontram-se de acotdo com as normas sugendas pelo Coiégio Brasileiro
para Expenmentagido Anmal e com as nomas intemacionais estabelecidas peio
National Insttute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como cencs ¢ avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11,794 de 08 de outubro ce 2008, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emtmos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados

!Ongem dos anmmais. Bioténo Jose Paulino tanciosamante

'Departamento de Nutngdo: ratos heterogénicos ‘ ¥ § ' /{

|Linhagem: Wistar, Sexo. machos. ldade 2-3. ;/‘ . /4 ) / (] 3

| Peso: 250-320g. Numero tctal de anmais previsto | ‘ s [./. / i&;/

L No protocoio” 72 anima's : L’ggm‘w ¥,
g’m.y:nn

T SAME LXCISM



