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“Tudo tem o seu tempo determinado, e

h& tempo para todo o propdsito debaixo do céu;

Ha tempo de nascer e tempo de morrer;

tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se plantou;
tempo de matar e tempo de curar;

tempo de derribar, e tempo de edificar;

tempo de chorar e tempo de rir;

tempo de prantear e tempo de saltar;

tempo de espalhar e tempo de ajuntar pedras.
Tempo de abragar e tempo de afastar-se de abracar;
tempo de buscar, e tempo de perder;

tempo de guardar e tempo de deitar fora.

Tempo de rasgar e tempo de coser.

Tempo de estar calada e tempo de falar.

Tempo de amar e tempo de aborrecer.

Tempo de guerra e tempo de paz”.

Eclesiastes 3:1-8



RESUMO

Algumas plantas da etnofarmacologia da regido amazonica tém sido utilizadas
popularmente como antiinflamatorias e cicatrizantes, entre elas a Arrabidaea chica Verl.,
conhecida popularmente como crajiru, porém sdo pouco estudadas cientificamente. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a influéncia da Arrabidaea chica Verl. sobre o processo de
reparo alveolar apds exodontia, um modelo experimental de processo inflamatorio em ratos.
Foram estudados ao todo 60 ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), machos, com peso
entre 180 e 200 gramas, que foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 30 animais,
grupo 1, e grupo 2. O grupo 1 recebeu racdo e agua ad libitum, e o grupo 2 recebeu ragdo e
extrato aquoso de Arrabidaea chica Verl., preparado conforme o uso popular, ad libitum. No
sexto dia todos os animais foram submetidos a exodontia do incisivo superior direito e, entdo,
ambos foram distribuidos em quatro subgrupos e sacrificados em trés, sete, catorze e vinte e
um dias ap6s a exodontia. Depois dos ratos serem sacrificados, as maxilas foram removidas e
os alvéolos dentais fixados, descalcificados e processados para andlise histologica. Cortes
longitudinais semi-seriados de Sum de espessura foram corados com hematoxilina e eosina, e
por microscopia Optica as densidades volumétricas de tecido ésseo, coagulo sanguineo e
tecido de granulagdo contidos na area do alvéolo dental tiveram seus valores quantificados.
Com os dados obtidos verificou-se que: no terceiro dia apds a exodontia, os grupos 1 e 2
apresentaram seus alvéolos preenchidos por codgulo sanguineo, tecido dsseo e tecido de
granulacdo, sem diferenga estatisticamente significante; no sétimo dia apos a exodontia, no
grupo 2 foi observado um menor volume de tecido dsseo (p<0,05), ndo havendo diferenca
significante com relagdo aos demais parametros estudados, presenga de coagulo e tecido de
granulacdo; no décimo quarto dia apds a exodontia, os grupos ndo apresentaram diferenca
quanto a neoformagdo de tecido 0sseo, a presenca de tecido de granulacdo e a quantidade de
coagulo; no vigésimo primeiro dia apds a exodontia, os grupos nao diferiram quanto ao
conteudo do alvéolo dental, ambos apresentaram tecido Osseo neoformado e tecido de
granulagdo. Desta maneira, verificou-se que o extrato aquoso de Arrabidaea chica Verl.,
interferiu no processo de reparo alveolar no sétimo dia apds a exodontia, provocando um
atraso no processo de cicatrizacdo Ossea. Porém, nos outros trés periodos analisados a
Arrabidaea chica Verl. ndo interferiu no reparo 6sseo.

Palavras-chave: reparo alveolar, Arrabidaea chica Verl., exodontia.



ABSTRACT

Few plants of Amazon region etnopharmacology has been popularly used as anti-
inflammatory and cicatrisation, amongst them the Arrabidaea chica Verl., popularly known as
the crajiru, though being little scientifically studied. The objective of this study was to
evaluate the influence of Arrabidaea chica Verl. on the process of alveoli repair after tooth
extraction, an experimental model in inflammatory response in rats. Sixty rats (Rattus
norvegicus, Albinus, Wistar), male, weighting between 180 and 200 grams, that were divided
at random in two groups of 30 animals, group 1 and group 2, were studied on total. Group 1
was fed rat food and water ad libitum, and group 2 was fed rat food and Arrabidaea chica
Verl., aqueous extract, prepared accordingly to the popular use, ad libitum. On the sixth day
the animal went through the upper right incisors extraction and, then, both groups were
distributed in four subgroups and sacrificed in three, seven, fourteen and twenty one days
after tooth extraction. After the rats were sacrificed, the jaws were removed and the fixated
dental alveoli, decalcified and histologicallly processed. Semi-series longitudinal cuts of Sum
thick were tainted with hematoxilyn and eosin, and the volumetric density of bone tissue,
blood coagulum, and granulation tissue contained on the dental alveoli area had their values
quantified by optic microscopy. With the data obtained it was noticed that: on the third day
after tooth extraction, groups 1 and 2 presented their alveoli filled by blood clogs, bone tissue
and granulation tissue, without significant esthetic difference; on the seventh day after the
tooth extraction, on group 2, a smaller bone tissue volume was observed (p<0.05), not having
a significant difference in comparison with the other parameters studied, presence of
coagulation tissue; on the fourteenth day after tooth extraction, the groups did not demonstrate
any difference as for noeformation of bone tissue, to presence of granulation and blood clog
formation; on the twenty first day after tooth extraction, the groups did not differ as for dental
alveoli, both have shown neoformation of blood tissue and granulation tissue. This way, it
was confirmed that the Arrabidaea chica Verl., aqueous extract interfered on the alveoli repair
process on the seventh day after tooth extraction, causing a delay on bone cicatrisation.
Although, on the other three analyzed periods, the Arrabidaea chica Verl. did not interfere on
bone repair.

Key-Words: alveolus repair, Arrabidaea chica Verl., tooth extraction.
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1. INTRODUCAO

Exodontias sao procedimentos normalmente utilizados na clinica odontolégica. A
lesdo tecidual, produzida por um procedimento cirtrgico, resulta em uma resposta
inflamatoria que normalmente vai culminar em reparo e substituicdo de células mortas ou
danificadas por novas células e tecidos saudaveis.

A exodontia ¢ um procedimento cirurgico indicado, na maioria das vezes,
devido a infeccdo pulpar, doencas periodontais, impactagdo, como também em
tratamentos ortoddnticos e até reabilitadores. Porém, na maioria dos casos,
infelizmente ¢ indicado por ser o procedimento odontoldégico mais acessivel a
populacdo brasileira, podendo, dessa forma, ser realizado com facilidade em qualquer
posto de saude.

Muitos estudos ja foram realizados, sob os mais variados modelos, com o objetivo de
investigar fatores locais ou sistémicos que possam interferir no processo de reparo alveolar.

A cicatriza¢do de feridas de extracdo dental tem sido estudada em ratos, caes,
macacos, carneiros € em humanos, nos mais diversos modelos experimentais,
utilizando tecidos obtidos de necropsias ou de biopsias. As investigagcdes tém
demonstrado que o processo de reparo de uma ferida de exodontia é semelhante a
outros tipos de feridas, porém com algumas peculiaridades. Estas informagdes tém
contribuido no planejamento clinico global de tratamentos cirtrgicos, reabilitacdes
protéticas, tratamentos periodontais e ortodonticos.

Diversos farmacos estdo sendo analisados com o objetivo de favorecer a
neoformacgdo 6ssea na cicatrizacdo de feridas e de diminuir os sintomas de dor e

desconforto do paciente no pds-operatorio. A utilizacdo de plantas para este fim faz



parte da tradicdo de muitos povos, no entanto, poucas espécies tém sido estudadas.

A espécie Arrabidaea chica

16
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1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a influéncia do extrato aquoso de Arrabidae chica Verl. sobre o

processo de reorganizagdo do osso alveolar apds extragdo dentdria em ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar qualitativamente (por meio da histologia) o comportamento dos
tecidos neoformados, no processo de reparo alveolar apds extracao dentdria em ratos,
tratados com o extrato aquoso de Arrabidaea chica Verl.;

2. Estimar morfometricamente (por meio da histometria) o comportamento dos
tecidos neoformados, no processo de reparo alveolar apds extracao dentdria em ratos,
tratados com o extrato aquoso de Arrabidaea chica Verl.;

3. Comparar o comportamento dos tecidos neoformados, no processo de reparo
alveolar apds extragdo dentaria em ratos, nos dois grupos experimentais,

relacionando a viabilidade e confiabilidade dos resultados.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Exodontia e o processo de reparo alveolar

A exodontia, extragdo ou avulsdo dentaria é um procedimento realizado na
clinica odontologica devido infeccdo pulpar e periapical, doengas periodontais,
dentes inclusos e/ ou impactados, em caso de tratamento reabilitador ou ortodontico.
(SHAFER, 1987)

Estudo histologico, em adultos sadios, mostrou que o processo de cicatrizagdo
em humanos segue o mesmo padrdo descrito no cdo. Alvéolos dentarios foram
avaliados radiogréafica e histologicamente em intervalos pds-operatorios de 3 dias a
15 semanas. A primeira evidéncia histologica de formagdo 6ssea ocorreu 10 dias
apos a extracdo dental. (MANGOS, 1941)

Christopher (1942), em estudos histolégicos de alvéolo humano, encontrou
deposicdo mineral aos 15 dias apds a exodontia.

Glickman et al. (1947) estudaram a cicatrizagdo alveolar na presenga de raizes
retidas e fragmentos dsseos, mostrando a interferéncia negativa sobre o processo de
reparo do alvéolo. Huebsch et al (1947) analisaram a cicatrizagdo normal do alvéolo
dental do rato Long-Evans e verificaram a presenca de formacdo 6ssea no fundo do
alvéolo no 5° dia; no 13° dia o alvéolo dental estava quase completamente
preenchido por osso. Imagem radiografica do osso neoformado foi observada a partir
do 16° dia apos a extracdo dentaria.

Estudos em macacos Rhesus avaliaram o processo de reparo do osso alveolar e
demonstraram que a cicatriza¢do ¢ semelhante em todos os mamiferos (SIMPSON,

1958; RADDEN, 1959).
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Amler et al. (1960) realizaram estudos histologicos ¢ histoquimicos em
bidpsias, obtidas de alvéolos dentais em humanos apds exodontia, e relataram que
aos 7 dias havia indicios de ossificacdo e que aos 38 dias pelo menos dois tergcos do
alvéolo dental apresentava trabéculas 6sseas.

Simpson (1969) e Leibovich & Ross (1975) relatam que aos 7 dias da
exodontia ocorre a proliferagdo celular, invasdo do coagulo por fibroblastos oriundos
de mitoses dos fibroblastos pré-existentes e de células mesenquimais indiferenciadas,
ambos presentes nos remanescentes do ligamento periodontal que se apresentavam
nas paredes alveolares. H4 desenvolvimento do tecido conjuntivo, os fibroblastos
sintetizam grandes quantidades de fibras e substancia fundamental amorfa.

A cicatrizacdo de uma ferida de extracdo ndo difere normalmente da
cicatrizacdo de outras feridas do corpo, porém, apresenta peculiariedades pela
prépria situacdo anatdmica existente apos a remog¢ao do dente (SHAFER, 1987). O
reparo da ferida de extragdo dental compreende um conjunto de reagdes teciduais que
se sucedem logo apods a exodontia, culminando no preenchimento total do alvéolo
dental por tecido 06sseo, e no restabelecimento completo dos tecidos gengivais.
(CARVALHO & OKAMOTO, 1987)

Shafer (1987) descreveu detalhadamente como acontece o processo de reparo
do alvéolo dental ap6s exodontia, em cinco periodos diferentes:

a) Reacdo Imediata Ap6s a Extracdo: o alvéolo dentario é preenchido por sangue,
as hemadcias sdo aprisionadas na rede de fibrina, e as extremidades dos vasos
sanguineos rompidos no ligamento periodontal sdo obliteradas. Se ocorrer
deslocamento do coagulo sanguineo, neste periodo, a cicatrizagdo pode ser bastante
retardada e extremamente dolorosa. Dentro da normalidade, nas primeiras 24 a 48

horas ap6s a exodontia, ocorre vasodilatagdo, ingurgitagdo dos vasos sanguineos nos
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restos do ligamento periodontal e mobilizacdo de leucocitos na area a volta do
coagulo. A superficie do coagulo sanguineo apresenta-se coberta por uma espessa
camada de fibrina. Infiltracdo leucocitaria ndo ¢ visivel e o coagulo mostra areas de
contragdo. O colapso da gengiva sobre o alvéolo dentario ajuda a manter o coagulo
na cavidade;

b) Ferida de Uma Semana: é observada a proliferagdo de fibroblastos, proeminentes
principalmente das células do tecido conjuntivo dos restos do ligamento periodontal,
com participagdo mais discreta de fibroblastos endosteais e paravasculares; os
fibroblastos comegam a proliferar para dentro e a volta de toda a periferia do
coagulo. O coagulo constitui o suporte para a migracdo das células envolvidas no
processo de cicatrizagdo. Ele vai sendo substituido gradualmente por tecido de
granulagdo. O epitélio na periferia da ferida mostra evidéncia de proliferagdo sob a
forma de atividade mitética moderada. A crista do osso alveolar, que forma a
margem ou colo do alvéolo, mostra inicio de atividade osteocldstica. A proliferacdo
das células endoteliais, assinalando o inicio do crescimento capilar, pode ser
observada na area do ligamento periodontal. O codgulo sanguineo sofre invasdo de
fibroblastos e pequenos capilares oriundos de restos do ligamento periodontal. Nesta
fase ndo ha evidéncia de formagdo significativa de ostedide. Sobre a superficie do
coagulo acumula-se uma camada espessa de leucocitos e a borda da ferida continua a
exibir proliferacdo epitelial.

c¢) Ferida de Duas Semanas: ocorre a invasdo de fibroblastos que crescem sobre a rede
de fibrina. Novos capilares penetram no interior do coagulo. Os restos do ligamento
periodontal sofrem degeneracdo gradual e ndo sdo mais reconheciveis. As paredes dos
alvéolos aparecem ligeiramente irregulares. Podem ser observadas trabéculas de

ostedide projetando-se da parede do alvéolo. O epitélio sobre a superficie da ferida
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permanece aberta nos alvéolos maiores, € nos menores a epitelizacdo pode estar
completa. A margem do alvéolo apresenta reabsor¢do osteoclastica proeminente. No
processo de reabsor¢do ou seqiiestro ¢ possivel observar fragmentos de osso necrético
que podem ter sido fraturados da orla do alvéolo durante a extracdo;

d) Ferida de Trés Semanas: a regido apresenta-se quase que completamente
substituida pelo tecido de granulagdo em maturagdo. A volta de toda a parede do
alvéolo, formam-se trabéculas muito jovens de ostedide ou osso ndo calcificado. Este
osso ¢ formado por osteoblastos derivados de células pluripotentes do ligamento
periodontal original, que adquirem func¢do osteogénica; o 0sso novo vai amadurecendo
progressivamente dando origem as trabéculas 6sseas. A parede cortical alveolar sofre

remodelac¢do, de modo que ndo consiste mais em uma camada densa. A crista do osso
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observado aceleragdo no processo cicatricial apds administragdo de tetraciclina
(HADDAD et al., 1965). Barroso et al. (1979), semelhantemente, ndo observaram
aceleracdo na cicatrizagdo apds administra¢do de tirocalcitonina. Bombonato (1998),
estudando ratos observou que o reparo alveolar em animais estressados ¢ mais lento ¢
que o diazepam ndo provoca atraso no processo de reparo alveolar.

Santos-Pinto et al. (1970) observaram aceleragdo no processo de cicatrizagao
de alvéolos com a administracdo de anabolizante (fenilpropionato nandrone).
Balducci-Roslindo et al. (1999), em analise histologica do processo de reparo em
feridas de extracdo dentaria em camundongos, verificaram um avango progressivo e
mais acentuado na neoformacdo oOssea do grupo tratado com formulagdes
homeopaticas dos complexos Symphtum officinale ¢ Calendula officinallis quando
comparado ao grupo controle.

Segundo Russo et al. (1969) o paratormdnio ocasionou leve retardo no
processo cicatricial. A administragdo de ciclofosfamida (FURUSE et al., 1974) e de
prednisolona (SANCHES et al., 1975) mostraram interferir prejudicialmente no
reparo 6sseo, apresentando reabsor¢des das corticais alveolares.

Brentegani et al. (1980) mostraram como o excesso de vitamina A, administrada
durante o processo de reparo alveolar, provoca retardo tanto na proliferacdo celular
como na formacdo da matriz orgédnica, além de atraso na mineralizagdo do osso. De
acordo com Rodriguez (1981) a difenil-hidantoina s6dica promoveu atraso na formacao
e na mineralizagdo das trabéculas 6sseas na fase final do reparo.

Yugoshi (2002), em experimento com diclofenaco de sédio, usando dois
grupos, um controle e um tratado, demonstrou que o mesmo promove um atraso no
reparo 6sseo de feridas de exodontia em ratos.

O estudo da reparagdo Ossea encontra-se a nivel da biologia biomolecular.
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Uma familia de proteinas reguladoras da formagdo d6ssea e cartilaginosa, as BMPs
(proteinas oOsseas morfogenéticas) sdo potentes estimuladores da osteoinducdo
quando implantadas em sitios extra-6sseos; as BMPs agem de modo similar ao
desenvolvimento 6sseo embrioldgico, possibilitando a reparacdo na osteogénese pos-
natal, principalmente em defeitos dsseos de tamanho médio (BESSHO et al., 1990;

GONCALVES et al., 1998; BRADDOCK, 2002).

2.3 Fitoterapia

A fitoterapia ¢ um método de se tratar enfermidades através do uso de plantas
medicinais. Durante mais de 6.000 anos, diversas civilizagcdes testaram varias
espécies e escolheram as melhores plantas medicinais para curar as doencas que as
afligiam, utilizando-as como o unico recurso de saude. Suas experiéncias diarias
eram as Unicas fontes de conhecimento que serviam para curar ou minimizar
sofrimentos (PAYO et al., 1996).

A revolucdo verde em termos de plantas medicinais, no final do século XX,
atingiu incrivel popularidade. As principais industrias farmacéuticas reconheceram
que certas plantas consideradas pela populagdo como "remédio", provavelmente eram
as melhores fontes de componentes para novos medicamentos ou talvez pudessem
servi-lhes de prototipo.

Estes compostos de origem natural desempenham papéis importantes na
medicina moderna. Vale ressaltar que fornecem medicamentos extremamente uteis,
cuja producdo e comercializacdo na forma sintética ¢ dificil sendo impossivel, como
por exemplo: alcaldides do 6pio produzido pela papoula, os glicosideos cardiotonicos

da digitalis, antibidticos, etc.
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De fontes naturais também sao retirados compostos basicos que podem ser
ligeiramente modificados para tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos. Por fim,
podemos observar a utilidade das substancias extraidas das plantas como modelo
para medicamentos sintéticos, que tenham atividade fisiolégica semelhante a do
original. Apesar de muitos medicamentos naturais apresentarem atividade pequena ou
nula, nada impede que possam ser modificados por métodos quimicos e bioldgicos
para produzir drogas mais potentes (ROBBERS et al, 1997).

A utilizagdo das plantas medicinais em medicamentos industrializados ou
fitoterapicos ja ¢ uma realidade, ndo sé pela industria farmacéutica como pelo poder
publico, com o nimero crescente de Farmacias Vivas ou Farmacias Verdes em varias
cidades brasileiras. (MONTANARI JR., L., 2002)

A grande tendéncia por uso de fitoterapicos, industrializados ou n3o, vem
crescendo segundo os dados da organizagdo Mundial de Saude. Cerca de 80% da
populagdo dos paises em desenvolvimento se trata com técnicas de medicina popular
e desse total, 85% usa extratos de plantas. (MONTANARI JR., L., 2002)

O uso de plantas como medicamentos faz parte da tradicdo da maioria dos
povos, e por isto as pessoas imaginam que todos os medicamentos naturais possam
ser utilizados sem contra-indicacdo. No entanto, estas também sdo substancias
quimicas de formula e mecanismo de ag¢do bem definidos e, como tal, podem
provocar sérios efeitos colaterais. (BORRAS, 2003; CAPASSO et al., 2000)

A mistura aleatoéria de plantas pode ser desastrosa devido a grande quantidade
de principios ativos que podem ser sinérgicos ou antagdnicos. Promove-se assim,
tanto a potencializacdo do efeito terapéutico do medicamento como a inibi¢do da
dose efetiva. (CAPASSO et al., 2000)

A possibilidade de interagdes, com adicdo ou diminuicdo dos efeitos



25

encontrados, comprovam a necessidade da pesquisa e do estudo dessas plantas de
conhecimento popular. O conhecimento cientifico de seus principios ativos e
eficacia, associado a uma correta prescrigdo médica, trariam importantes beneficios a
populacdo. (PAYO etal., 1996)

A Flora Amazdnica ¢ considerada a maior reserva de plantas medicinais do
mundo, e, na atualidade, somente um pequeno numero destas plantas foi
cientificamente estudado do ponto de vista quimico, farmacolégico ou agronémico. O
conhecimento sobre as espécies botdnicas da Amazodnia € pequeno e difuso, as
informagdes sdo aleatdrias e ndo padronizadas, tanto no meio cientifico como no
popular (DA MATTA, 1918; Lé COINTE 1934; CORREA, 1984; CAMPELO, 1990;

COSTA, 1990; FUNDACAO LBA, 1990; SIMOES et al., 1991).

2.3.1 A Espécie Arrabidaea chica Verlt.

A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verl., da familia bignoniaceae é
conhecida popularmente como crajiru, carajuru, pariri, cipé cruz, calajouru, karajura,
krawiru, entre outros nomes. Encontrada em toda a Amazonia, caracteriza-se por ser uma
trepadeira de ramos cilindricos e glabros enquanto jovens, depois tetragonos, lenticelado-
verrucosos e estriados; folhas pecioladas, compostas de dois ou trés foliolos com um cirro
intermédio simples e terminal; foliolos peciolados, oblongos, oblongo-lanceolados ou
ovado-lanceolados, raramente ovais e quase sempre curto-agudo-acuminados, obtusos na
base, glabros nas duas paginas, coriaceos, reticulados-venosos, discolores ou concolores;
calice densamente pulverulento; flores campanulado-infundibiliformes, réseas ou
violadceas ou purpureo-brancacentas com face branca, aveludadas, dispostas em panicula

terminal piramidal, frouxa, até 22 cm de comprimento; fruto capsular linear, alongado,
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agudo dos dois lados e com uma nervura média saliente nas valvas, glabra, castanho-
ferruginento; sementes ovoéides. (L¢ COINTE, 1934; CORREA, 1984; GRENAND et al.,
1987; LOCK, 1988; FUNDACAO LBA, 1990)

A espécie ndo floresce na regido da cidade de Manaus, sua multiplicagdo ¢
conseguida através de estacas de ramos, entre lenhosos e herbaceos, com cerca de 20
cm de comprimento. (BRASIL, 2000)

A planta foi classificada taxonomicamente, segundo Cronquist (1988), da
forma a seguir:

Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Scrophulariales
Familia: Biognoniaceae
Género: Arrabideae
Espécie: Arrabidaea chica

Behrens (2002), classificou a variedade AC-2, encontrada na EMBRAPA-Am.
A espécie apresenta sinonimias botanicas registradas de Adenocalymma
portoricensis A. Stahl, Arrabidaea acutifolia A. DC., Arrabidaea cuprea (Cham.)
Bornm., Arrabidaea larensis Pittier, Arrabidaea rosea DC., Bignonia chica Humb. &
Bonpl., Bignonia cuprea Cham., Bignonia erubescens S. Moore, Bignonia triphylla
Willd. Ex DC., Lundia chica (Humb. & Bonpl.) Seem., Temnocydia carajura Mart. Ex
DC., Vasconcellia acutifolia C. Mart. Ex DC. (BEHRENS, 2002; PLANTAMED, 2007).
Segundo Pio-Correa (1984), a espécie apresenta 3 variedades: Acutifolia, que

na literatura ¢ descrita com as seguintes sinonimias: A. acutifolia DC., A. rosea DC.,
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Temnocydia carajuru M., Vasconcellia acutifolia M. de folhas maiores (até 15 cm de
comprimento), com corola menor (até 2cm); Angustifolia, de porte menor, folhas
lanceoladas ¢ menores (até 5cm de comprimento); cuprea (Bignonia cuprea Cham.),
de folhas menores, estreitas, curto-obtuso-acuminadas, com reticulado cor de cobre;
Thyrsoidea (B. chica HBK., B. thyrsoidea DC.), de folhas maiores, agudissimas (até
10 cm de comprimento e 6 cm de largura), panicula maior e corola de 3cm .

Recentemente, foi proposta por Behrens (2002) uma nova classificagcdao para
as variedades cultivadas na EMBRAPA-AM conforme critérios morfologicos,
macro e microscopicos. Macroscopicamente, as variedades apresentam os seguintes
aspectos morfoldgicos:

AC1 - de folhas compostas, pecioladas (4cm a 6¢cm), opostas, com dois a trés
foliolos peciolulados, de limbo lanceolado ou oval-lanceolado, de 2cm de largura e
8cm a 9cm de comprimento. Foram também observados foliolos menores com lcm
de largura e menos de S5cm de comprimento. A base ¢ arredondada e simétrica, o
apice acuminado ¢ a margem inteira. Apresenta nervacdo penado-reticulada pouco
aparente, com uma nervura principal mediana da qual partem as secundarias em
angulo agudo, que proximo as margens unem-se umas as outras formando arcos, de
coloragdo esverdeada.

AC2 - de folhas compostas, as vezes longamente pecioladas (4cm a 9cm),
opostas, com dois a trés foliolos peciolulados, de limbo oval-oblongo, de 3cm a S5cm
de largura e 9cm a 15cm de comprimento, a base ¢ arredondada, simétrica ou ndo,
apice acuminado e margem inteira, com nervagao semelhante a anterior.

AC3 - de folhas compostas, as vezes longamente e pecioladas (4cm a 11cm),
opostas, com dois a trés foliolos peciolulados, de limbo oval-acuminado, de 4cm a

6cm de largura e 10cm a l4cm de comprimento, base obtusa e simétrica, apice
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acuminado e margem inteira, com nervacao semelhante as demais.

A variedade AC-2 foi escolhida para os trabalhos de pesquisa por apresentar
cromatograficamente os mesmos componentes fitoquimicos da variedade AC-1,
rapido crescimento e por ser mais resistente as pragas. A variedade AC-3 difere tanto
na estrutura vegetal como na quimica quando comparada com as demais.

A analise morfoanatomica das laminas contendo cortes em secg¢do transversal,
mostrou existir um padrdo morfoloégico diversificado para as folhas das trés
variedades estudadas de Arrabidaea. chica Verl.. Estas diferengas morfologicas
podem contribuir para uma analise taxondmica mais precisa de Arrabidaea chica
Verl. ¢ demonstram que um exame microscopico dos cortes transversais de suas
folhas contribui para a sua identificagdo (BEHRENS,2002; COSTA et al., 2001).

Quando manipuladas por decocto, as folhas liberam um corante vermelho-
escuro ou vermelho-tijolo, muito utilizado pelos indios da regido para pintura dos
corpos ¢ utensilios. Em sua composi¢cdo apresenta saponinas, quininos, flavonas,
taninos, pigmentos flavonodicos e indicios de alcaldides (KALIL FILHO et al., 2000),
assim como acido anisico, bixina, cianocobalamina, cumarinas, ferro assimilavel,
flavonoides, genipina, pseudoindicanas, quinonas ¢ triterpenos. (BEHRENS, 2002)

Uma variedade de substincias contribui para as varias coloragdes das espécies
vegetais, dentre as quais estdo os flavonoides. Os flavonoides podem ser divididos em
dois grupos: as antocianidinas, responsaveis pela coloragdo rosa, vermelha, laranja, azul e
violeta da maioria das espécies vegetais e os flavonois que produzem a coloragao amarela.
(ALKEMA & SEAGER, 1982; TIMBERLAKE, BRIDLE, 1975 BROUILLARD, 1988)

Em estudos sobre a ac¢do antitumoral, o extrato bruto de A. chica Verl.
apresentou atividade de reparo no DNA que manteve-se até fracdes semi purificadas.

(PAULETTI & BOLZONI, 2003)
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Aos flavonoides sao atribuidas propriedades anticarcinogénicas, antiinflamatorias,
antialérgicas, antiulcerogénicas, antivirais, entre outras. Os flanonoides sao
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e constituem uma classe de
polifendis, presentes em certa abundancia entre os metabodlitos secundarios de vegetais.
(SIMOES et al., 2003; PLANTAMED, 2007)

As antocianinas, pigmentos da classe dos flavonoides, correspondem a um dos
grupos mais importantes de pigmentos vegetais hidrossoluveis, ao lado das betainas e
carotenos. Sao compostos derivados das antocianidinas, cuja estrutura genérica ¢
representada pelo cation flavilico e possuem grande interesse farmacoldgico devido
suas atividades antiedematogénicas e antiinflamatorias. Sdo responsaveis pelas cores
azul, violeta, laranja, vermelho e rosa de flores e frutos, que dependem da influéncia
de diversos fatores, como a presenga de outros pigmentos, a presenga de quelatos
com cations metdlicos e o pH do fluido da célula vegetal, fazendo com que sejam
utilizados como indicadores naturais de pH; s@o soliveis em agua ¢ se ligam a
agucares. Importantes economicamente, a sua quimica tem sido largamente
desenvolvida pela sua estabilidade e presenca em varias aplicagdes de importancia
industrial. (TERCI & ROSSI, 2002)

Pigmentos flavonoidicos s3o responsaveis pela propriedade tintorial da
Arrabidaea chica Verl.: a carajurina, que é o pigmento principal ¢ a carajurona
(GOTTLIEB, MORS, 1980; OLIVEIRA, D. et al., 1995). Takemura et al. (1995)
isolaram o flavondide denominado carajuruflavona na variedade cuprea. A cor
vermelha do extrato de Arrabidaea chica Verl. é creditada a 3-desoxiantocianidina -
carajurina (6,7—dihidroxi-5,4- dimetoxi—flaviliuo).

A coloracdo vermelha adquirida pelas folhas apds a coleta se deve a formagdo

de 3-desoxiantocianidinas, que em Bignoniaceas foram encontradas apenas em



30

Arrabidaea chica Verl. (SCOGIN, 1980)

Nas folhas de Arrabidaea chica Verl. foram identificadas as flavonas acacetina
(Figura 1-1) (ZORN et al., 2001); as tevetiaflavona (Figura 1-2) (TAKEMURA, 1993); a
luteolina (Figura 1-3); a carajuflavona (Figura 1-4) (TAKEMURA et al., 1995); a 3-
desoxiantocianidinas carajurona (Figura 1-5) (ZORN et al., 2001); a carajurina (Figura
1-6) (ZORN et al., 2001); o 6,7,3”,4’-tetraidroxi-5-metoxiflavilio (Figura 1-7); 0 6,7,3’-
triiddroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (Figura 1-8) (ZORN et al., 2001) e o acido oleanodlico

(ZORN et al., 2001).
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FIGURA 1 — Constituintes quimicos da Arrabidaea chica Verl. isolados e identificados.
Fonte: ZORN et al., 2001.

A Arrabidaea chica Verl. ou crajiru é utilizado na Amazdénia como corante e
tintura para algoddo, tendo sido exportado em pequena escala no inicio do século,
como corante vermelho americano, proveniente da maceragdo das folhas, seguida de
ebulicdo. (MELL, 1922)

A utilizagdo popular desta planta ¢ feita através de decocto. Utiliza-se para

inflamagdes uterinas e vaginais, anti-anémico, anti-hemorrdgico e cicatrizante.
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Algumas tribos amazodnicas preparam uma infusdo das folhas e usam contra
conjuntivite aguda; quando preparada em forma de pasta, fazem um cataplasma que
¢ usado contra picadas de insetos. Nenhum trabalho conclusivo sobre estas agdes
terapéuticas foi encontrado, embora haja referéncia de estudos feitos pelo
Laboratério ZIDREP, de Buffalo, NY, USA, onde se refere a andlise da quantidade
de ferro assimilavel, a qual seria maior do que a encontrada nos produtos ferrosos
comerciais. (MAIA et al., 1994, ALBUQUERQUE, 1988; ENRICONI, BORRAS,
1996)

No laboratorio do Curso de Farmécia da Faculdade de Ciéncias da Saude
(UFAM) foram realizados testes farmacologicos com extrato aquoso da planta. Foi
demonstrado que a DL50 em camundongos, ultrapassa 2g/Kg i.p. e 6g/Kg v.o. Testes
de toxicidade cronica indicaram que a infusdo ¢ bem tolerada pelos animais. Os ratos
estudados ndo apresentaram nenhum sinal anormal, ou alteragdes histopatologicas
nos orgaos examinados ao fim de 90 dias de tratamento continuo. Efeito residual,
também nao foi observado quando outro grupo foi examinado no trigésimo dia, apds
3 meses de uso diario. (CHU, BORRAS, 1997; OLIVEIRA et al., 1996)

O tempo de cicatrizagdo de ferida aberta em animais que receberam infuso de
Arrabidaea chica v.o., foi menor que o controle. Uma logdo a base de Arrabidaea
chica Verl. demonstrou ter propriedades cicatrizantes acelerando significativamente
o tempo de cicatrizacdo de ferida aberta, ferida suturada e ndo-suturada, e
queimadura (BORRAS et al., 1996).

Testes em ratos Wistar mostraram uma diminui¢do no tempo de cicatrizagdo
de feridas abertas ou suturadas ¢ queimaduras com a utilizagdo de Arrabidaea chica
Verl. em forma de logdo. O extrato aquoso também apresentou agdo antiinflamatoria,

tanto em edema de pata como no teste de pleuresia em camundongos. (MAIA et al.,
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1994; ANDRADE et al., 1997)

O extrato aquoso de folhas secas desta espécie apresenta atividade
imunofarmacolégica, in vitro, testada no modelo de pleurisia induzida por zimosan e na
ativacdo in vivo de linfocitos em camundongos. O extrato foi capaz de inibir a produgdo de
oxido nitrico por macrofagos estimulados in vitro. Da mesma forma, foi eficaz em inibir a
liberagao de IFN-y (81,34%) por esplendcitos estimulados in vitro com Concanavalina A. A
administracdo i.v. do extrato causou um aumento da expressio do CD69, marcador de
ativacdo celular, porém ndo alterou a propor¢do de linfocitos CD4/CD8. Estes resultados
confirmam a atividade antiinflamatoria, descrita no uso popular, e sugerem uma atividade
imunorreguladora para esta espécie. (SAMPAIO et al., 1998)

Estudo em coelhos utilizando flavonodides demonstrou reducao estatisticamente
significante do nivel de colesterol e de triacilglicer6is no sangue (LOPES et al., 2002).

Uma formulagdo farmacéutica de um gel a base de carboximetilcelulose associada
ao extrato de A. chica Verl. mostrou atividade cicatrizante equivalente ao Iodopovidona e
ao Duoderm® em feridas provocadas na pele de ratos (Wistar) (PAES, 2004).

Testes edematogénicos e andlise histopatoléogica em pele de camundongos
(Swiss Webster), inoculados com veneno dos répteis Bothrops atrox e Crotalus
durissus ruruima, demonstraram atividade antiinflamatéria do extrato aquoso de A.
chica Verl., quando administrado por via subcutanea (dose de 10,6 g/kg peso) e pela

via intraperitoneal (dose de 2,5g/kg de peso). (OLIVEIRA, 2004)



3 METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Realizou-se um estudo do tipo prospectivo, experimental com delineamento do
tipo farmacoldgico pré-clinico para verificagdo da atividade antiinflamatoria do
extrato aquoso de A. chica verl. sobre o processo de reparo em feridas de exodontia

em ratos Wistar (Rattus novergicus, var. albinus).

3.2 Universo de Estudo

Foram estudados 60 ratos machos albinos (Rattus norvegicus, variedade
Wistar), provenientes do Biotério da Universidade Federal do Amazonas -UFAM,

com 3 meses de idade e peso corporal variando de 180g a 200g.

3.3 Coleta da Espécie Vegetal

A espécie botanica Arrabidaea chica verl., variedade AC-2, foi coletada na
plantagdo experimental e controlada da Empresa Brasileira de  Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA - AM, rodovia AM-010, 23 Km , municipio de Manaus-
Am. A mesma possui uma exsicata depositada no Herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia - INPA sob o nimero 214.794. Uma area de plantio da espécie
Arrabidaea chica verl., variedade AC-2, de onde foi coletada a espécie vegetal

utilizada na presente pesquisa esta demonstrada na Figura 2.
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Figura 2 - Plantacdo de Arrabidaea chica verl., variedade AC-2.
Fonte: Embrapa-Am

3.4 Preparacdo do Material Vegetal

Para a pesquisa foram colhidos galhos inteiros de plantas adultas, no horario
de 9h da manha. As folhas selecionadas apresentaram-se verdes e integras (Figura 3).
As folhas foram secas, em estufa a 60°C, até a perda total da umidade e mudanga de
cor (de verde para vermelho-tijolo). A armazenagem das folhas secas foi feita em

sacos de 20g de papel craft.

Figura 3 — Galho de Arrabidaea chica verl., variedade AC-2.
Fonte: Embrapa-Am
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3.5 Preparo do extrato aquoso de Arrabidaea chica Verl.

Para o preparo do infuso de A. chica Verl., foram pesadas 20g de folhas. A
seguir, foram transferidas para um béquer e adicionou-se 2.000ml de agua pura
previamente aquecida a fervura. O béquer foi vedado até o completo resfriamento. Em
seguida, o infuso foi filtrado com o auxilio de um funil e filtro de papel e oferecido aos

animais ad libitum. O infuso foi preparado diariamente durante todo o experimento.

Tratamento dos Animais

Os 60 animais foram mantidos em gaiolas de prolipropileno (40x32x17cm) em
temperatura controlada (22°C a 25°C), recebendo Ragdo Especial para Roedores
Purina® ¢ iluminacdo claro/escuro com ciclo de 12 horas. Os ratos foram
vermifugados sete (07) dias antes do inicio do experimento com Cystamex®, diluido
na proporc¢do de 10ml para 1L de agua pura e colocado no bebedouro ad libitum por
24h.

Os animais foram divididos aleatoriamente por sorteio em dois grupos, de 30 cada, o
Grupo Controle (Grupo I) e o Grupo Tratado (Grupo II). Cada grupo foi disposto em

seis gaiolas com cinco animais cada e receberam os seguintes tratamentos:

Grupo | (Controle):

Os 30 animais receberam racdo e agua no bebedouro ad libitum. Cada gaiola
consumiu em média 94ml de dgua/dia, ou seja, cada rato consumiu em média 18,8mL
de dgua por dia. Subgrupos foram sacrificados nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias

apos a cirurgia.

Grupo Il (Tratado):
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Os 30 animais receberam rac¢do e solucdo aquosa do extrato de Arrabidaea
chica Verl. 1% (300ml) no bebedouro ad libitum cinco dias antes da cirurgia até o
dia da coleta do material (necropsia). O tnico liquido que os animais desse grupo
ingeriram do inicio ao final do experimento foi a solucdo aquosa do extrato da
Arrabidaea chica Verl. 1%. Cada gaiola consumiu em média 96ml da solugdo por
dia, ou seja, cada rato consumiu em média 19,2 mL por dia.

No sexto dia os animais foram submetidos a exodontia do incisivo superior

direito e subgrupos foram sacrificados nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia.

3.7 Exodontia do incisivo superior direito

Os 60 animais foram sedados por inalagcdo com éter sulfurico (Figura 4).
Decorridos 5 minutos, foram pesados numa balanga digital e anestesiados com Hidrato
de Cloral a 10%, administrado por via intraperitoneal na dose de 0,5 ml/100g de peso
corporal (Figura 5). Depois do periodo de 10 a 15 min foi realizada a sindesmotomia e
em seguida a avulsdo do dente sob condi¢des apropriadas de assepsia (Figuras 7, 8 ¢
9). O sindesmdétomo e o foérceps foram concebidos especialmente para esse fim
(OKAMOTO & RUSSO, 1973) (Figura 6). A hemostasia inicial da ferida foi obtida
por meio de leve pressdo, por alguns segundos, utilizando-se pelotas de algodao
(Figura 10). Os tecidos moles superficiais das feridas alveolares foram suturados com
fio mononylon 4-0 agulhado Paralon® (Figura 11).

Os animais receberam 0,2 ml de injecdo intramuscular de Pentabidtico
Veterinario® em dose unica.

Nesta fase, apds a anestesia intraperitoneal morreram dois animais do grupo |

(controle) e o referido grupo ficou com 28 animais.
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Figura 4 - Sedagdo com éter sulfurico
por inalagdo.

Figura 6 — Instrumental utilizado:
sindesmdtomo, forceps, porta-
agulha, tesoura e pinga.

Figura 8 - Exodontia
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Figura 5 — Anestesia intraperitonial
com hidrato, com Hidrato
de Cloral a 10%.

Figura 7 - Sindesmotomia

Figura 9 - Dente extraido
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Figura 10 — Hemostasia Figura 11 — Sutura dos tecidos moles.

Figura 12 — Injegdo do Pentabidtico Veterinario® .

3.6.1 Dieta Pos-cirurgica

Procedimento Pds-cirurgico

Grupo |

Os animais receberam somente agua no bebedouro ad libitum por 24h. No
segundo e terceiro dia passaram a receber, além da agua ad libitum, a ragdo moida ¢
peneirada. Do quarto dia em diante, os animais continuaram recebendo a agua ad

libitum ¢ ragdo em graos.

Grupo |1

Os animais receberam somente o infuso de Arrabidaea chica Verl. no
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bebedouro ad libitum por 24h. No segundo ¢ terceiro dia passaram a receber, além do
infuso de Arrabidaea chica Verl. no bebebouro ad libitum, a ragdo moida ¢ peneirada.
Do quarto dia em diante, os animais continuaram com o infuso de Arrabidaea chica

Verl. no bebedouro ad libitum e voltaram a receber ragdo em graos.

3.7 Sacrificio dos Animais e Coleta do Material

Decorridos os periodos de 3, 7, 14 e 21 dias, apds o ato operatorio, sub-grupos
dos animais de cada grupo foram selecionados por sorteio e sacrificados com dose letal
(3ml) de anestésico (Hidrato de Cloral a 10%) e em seguida decaptados. As cabegas
foram dissecadas e as mandibulas removidas através de seccdo nas articulagdes

témporo-mandibulares, realizadas com o auxilio de uma tesoura para 0sso.

3.8 Procedimentos Histopatoldgicos

O material coletado dos animais foi armazenado, na solugdo de formol
tamponado a 10%, e submetido a rotina do Laboratério de Patologia da Faculdade de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

3.8.1 Clivagem

Apds 24h na solugdo de formol tamponado a 10% as pecas foram lavadas em
agua corrente ¢ colocas em uma solucdo, por 24h, de citrato de sédio a 20% e acido
formico a 30% (MORSE, 1945). Decorrido este periodo, a maxila direita foi
separada da esquerda, utilizando-se uma lamina de bisturi n° 22, através de uma

incisdo ao nivel do plano sagital mediano, acompanhando a sutura intermaxilar
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(Figura 13 e 14). A peca obtida, contendo o alvéolo dental direito, recebeu um corte

tangenciando a face distal do ultimo molar (Figura 15 ¢ 16).

Figura —13 Secgdo da maxila Figura — 14 Maxila seccionada

Figura 15 - Corte distal Figura 16 - Peca com a maxila direita
contendo o alvéolo

3.8.2 Descalcificacao

As pecas passaram mais 4 dias numa solugao de citrato de s6dio a 20% e acido
formico a 30%, sendo trocadas por uma nova solucdo idéntica a cada 48h (MORSE,
1945). Em seguida, as pecas foram lavadas em agua corrente por 24h, desidratas,
diafanizadas e incluidas em parafina. As pec¢as foram emblocadas em parafina no

sentido longitudinal. Os blocos foram cortados com Sum de espessura e corados com
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hematoxilina e eosina (Apéndice A). Foram obtidos 28 cortes de cada bloco de

parafina, num total de 1624 cortes de todos os animais estudados.

3.9 Anélise Histoldgica e Histométrica dos Alvéolos

Os 1624 cortes histolégicos, sendo 28 cortes de cada animal, foram analisados
previamente numa lupa e selecionado o melhor corte de cada peca, tendo como pré-
requisito para a escolha, o corte que apresentasse maior didmetro da lesdo. Desta forma,
tornando-se a area mais representativa.

Para facilitar a descrigdo dos resultados, o alvéolo dental foi dividido em trés
tergos: apical, médio e cervical, considerados a partir do fundus alveolar em diregado a

margem gengival livre (Figura 17).

Figura 17 — Alvéolo dental. F- fundus; MO — mucosa oral.
Tergos alveolares: C-cervical; M-médio;
A-apical. Aumento de 10X. Hematoxicilina e eosina.

No interior do alvéolo dental foram analisados os tecidos 6sseo, de granulacdo
e codgulo sanguineo:
Tecido 0sse0: compreendeu todas as estruturas relativas a este tecido como,

ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos € matriz 0ssea;
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Tecido de granulacdo: abrangeu tecido conjuntivo frouxo, remanescentes do
ligamento periodontal, vasos neoformados e células do exsudato.

Coéagulo sanguineo: constituiu o plasma, hemacias ¢ fibrina.

Os 58 cortes selecionados, um por animal, foram examinados ao microscopio Optico
de luz binocular com objetiva de 10x e 20x. Cada alvéolo foi analisado com a objetiva de
10x e uma descri¢do qualitativa dos tercos apical, médio e cervical foram registradas.

Com a objetiva de 20x, foram selecionados aleatoriamente, e capturadas por
meio de uma camera digital acoplada ao microscopio Optico, nove campos por
alvéolo dental (trés campos no terco apical, trés no ter¢o médio e trés no tergo
cervical). Realizou-se a contagem de pontos em cada campo com uma grade
idealizada por Merz (1968). Grade esta constituida de uma folha de acetato contendo
um quadrado com 125 pontos eqiiidistantes que cobriam toda a area observada.

De acordo com Howard & Reed (1998), os pontos foram computados e as
densidades volumétricas de tecido 6sseo, coagulo sanguineo e tecido de granulagdo
foram estimadas nos cortes selecionados dos ratos nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias
apos a exodontia. A area de estudo foi projetada numa tela de computador de 127,
onde estava a imagem capturada dos tercos, apical, médio e cervical num aumento de
200X. Foram contados 375 pontos por ter¢o analisado, o que correspondeu a 3
campos microscopios com 125 pontos na grade. Somando-se um total de 1.125

pontos analisados por alvéolo.

3.10 Analise Estatistica

Com os dados obtidos, das laminas dos alvéolos dentais, calculou-se as
médias, mediana, desvio-padrdo, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil para o

Grupos I (controle) e Grupo II (tratado). O nivel de significancia utilizado nos testes
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foi de 5%. Na andlise da comparacdo das médias entre os grupos I e II utilizou-se o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (SIEGEL, 1975).

O software utilizado na andlise foi o programa Epi-Info 3.3 for Windows.



4 RESULTADOS

Foram analisadas as laminas histologicas contendo os alvéolos dentais de ratos, dos

grupos controle ¢ tratado com Arrabidaea chica Verl., aos 3, 7, 14 e 21 dias pds-exodontia.

4.1 Analise Histoldgica

4.1.1 Periodo de 3 dias apds a exodontia

Neste periodo foi constatado a presenga marcante de coagulo sanguineo na cavidade
alveolar tanto do grupo controle quanto do grupo tratado com Arrabidaea chica Verl. O
ligamento periodontal remanescente apareceu permeando o coagulo, sendo mais evidente no
grupo controle. Nao houve indicio de tecido de granulagdo ou tecido 6sseo regenerado em

ambos os grupos (Figura 18 ¢ 19).

4.1.2 Periodo de 7 dias apos a exodontia

A analise histologica das laminas contendo os alvéolos dentais do grupo controle e
tratado mostraram, ao longo dos trés tercos alveolares (apical, médio e cervical), a
presenca de tecido de granulagao neoformado, rico em fibroblastos e um pequeno nimero
de linfocitos em toda a extensao alveolar; o codagulo sanguineo apresentou-se permeando

os trés tergos alveolares.

O inicio da neoformagao Ossea foi observado em ambos os grupos. Verificou-se,
porém, maior quantidade de osso novo no grupo controle.

O tecido de granulagao foi o que apresentou maior quantidade nos alvéolos dentais
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dos grupos controle e tratado nesta fase, seguido do tecido 6sseo e do coagulo sanguineo

(Figura 20 e 21).

4.1.3 Periodo de 14 dias ap6s a exodontia

Os alvéolos dentais dos animais do grupo controle apresentaram tecido dsseo
neoformado, em quantidade levemente maior, quando comparado com os tecidos de
granulagdo e coagulo sanguineo no mesmo grupo. O segundo tecido mais encontrado, no
alvéolo dental do grupo controle, foi o tecido de granulacdo, seguido do coagulo sanguineo. O
terco cervical foi o que mais apresentou tecido de granulagdo, seguido do tergo apical e em
seguida o terco médio. Em todos os tergos alveolares era visivel a presenca de coagulo
sanguineo remanescente, mas o ter¢o que mais apresentou coagulo nesta fase foi o tergo
apical, seguido do terco cervical e depois do ter¢go médio.

O alvéolo dental dos animais do grupo tratado com Arrabidaea chica Verl. apresentou
maior quantidade de tecido 6sseo, seguido de tecido de granulagdo e codgulo sanguineo muito
semelhante ao grupo controle. O terco médio, assim como no grupo controle, apresentou
maior quantidade de tecido 6sseo, seguido do terco apical e do terco cervical. O coagulo foi
mais abundante no ter¢o apical. O tecido de granulacdo apresentou-se levemente em maior
quantidade no tergo cervical.

Nos trés tercos dos alvéolos dentais dos animais do grupo tratado verificou-se uma
quantidade levemente maior de tecido 6sseo do que nos animais do grupo controle,
principalmente no tergo apical. Uma maior quantidade de coagulo foi observada ao longo dos
tercos alveolares dos animais do grupo controle, dando a impressao de que a cicatrizagao

nesta fase foi mais precoce nos animais tratados (Figura 22 e 23).
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4.1.4 Periodo de 21 dias apos a Exodontia

Os alvéolos dentais dos animais do grupo controle e do grupo tratado estavam
quase totalmente ocupados por tecido O6sseo (trabéculas organizadas e muitos
osteoblastos).A analise histologica puramente observacional e descritiva sugere que o
processo de reparo Osseo foi mais precoce nos animais tratados, porém ndo foi
realizado tratamento estatistico para esta andlise.

Nos dois grupos estudados ndo foi encontrado codgulo sanguineo organizado

(Figura 24 e 25).
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Figura 18 — Corte histoloégico do alvéolo dental de ratos do grupo
controle aos 3 dias apds a exodontia . A — ter¢o apical; M — tergo médio;
C —tergo cervical. Coloragao hematoxilina-eosina, aumento de 200X.
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Figura 19 — Corte histologico do alvéolo dental de ratos do grupo
tratado com Arrabidaea chica verl. aos 3 dias apés a
exodontia . A — tergo apical; M — tergo médio; C —
terco cervical. Coloragdo hematoxilina - eosina,
aumento de 200X.
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Figura 20 — Corte histoldgico do alvéolo dental de rato do grupo
controle aos 7 dias apos a exodontia . A — ter¢o apical;
M — ter¢co médio; C — tergo cervical. Coloragao
hematoxilina-eosina, aumento de 200X.
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Figura 21 — Corte histologico do alvéolo dental de rato do grupo

tratado com Arrabidaea chica verl. aos 7 dias apos a

exodontia

. A — terco apical; M — ter¢o médio; C —

hematoxilina-eosina,

a0

Colorag

cervical.
aumento de 200X.

terco
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Figura 22 - Corte histologico do alvéolo dental de rato do grupo controle
aos 14 dias apos a exodontia. A — tergo apical; M — terco
médio; C — terco cervical. Coloragdo hematoxilina-eosina,
aumento de 200X.
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Figura 23 - Corte histologico do alvéolo dental de rato do grupo tratado aos
14 dias apos a exodontia. A — terco apical, M — terco médio; C — terco
cervical. Coloragdo hematoxilina-eosina, aumento de 200X.
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Figura 24 - Corte histologico do alvéolo dental de rato do grupo
controle aos 21 dias ap6s a exodontia . A — terco apical,
M - ter¢co médio; C — terco cervical. Coloragdo
hematoxilina-eosina, aumento de 200X.
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Figura 25- Corte histologico do alvéolo dental de rato do grupo
tratado com Arrabidaea chica verl. aos 21 dias apés a
exodontia . A — ter¢o apical; M — terco médio; C —
terco  cervical. Coloracdo  hematoxilina-eosina,
aumento de 200X.
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4.2 Analise Histométrica

4.2.1 Tecido Osseo

A Tabela 1 e os graficos 1, 4, 7 ¢ 10 apresentam os valores dos volumes percentuais, a
média, a mediana e o desvio padrio, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil de tecido 6sseo
nos ter¢os apical, médio e cervical de alvéolos dentais de ratos dos grupos controle e tratado
com Arrabidaea chica Verl. aos 3, 7, 14 e 21 dias apos exodontia do incisivo central direito.

Ao analisar os dados observou-se:

Em ambos os grupos:

Crescimento progressivo do volume de tecido dsseo reparacional do 3° ao 21° dia nos
trés tergos alveolares.

Aos 3, 14 e 21 dias ndo foi observada diferenga estatisticamente significante nos
confrontos efetuados.

Aos 7 dias pos-exodontia o ter¢o médio dos alvéolos dentais, do grupo tratado com
Arrabidaea chica Verl. apresentou valores percentuais de tecido 6sseo diminuido em relagdo

ao grupo controle (p<0,05).

4.2.2 Coéagulo Sanguineo

Analisando-se a Tabela 2 e os graficos 2, 5, 8 e 11, onde estdo expressos os valores
percentuais, a média, a mediana e o desvio padrdo, primeiro (25%) e terceiro (75%)
quartil de coagulo sanguineo nos tercos apical, médio e cervical de alvéolos dentais de
ratos dos grupos controle e tratado com Arrabidaea chica verl., verificou-se :

Em ambos os grupos:
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Diminuigdo progressiva do volume de codgulo sanguineo nos alvéolos dentais

do 3° para o 21° dia.

Um maior volume de codgulo sanguineo ocorrendo no ter¢o apical no 3° dia

pos-exodontia.

Aos 14 dias pos-exodontia ndo foi observado coagulo organizado no tergo
cervical dos alvéolos, e aos 21 dias nao foi observado presenga de coagulo organizado
em nenhum dos tercos alveolares.

Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos.

4.2.3 Tecido de Granulacgédo

A Tabela 3 e os Graficos 3, 6, 9 e 12 mostram os volumes percentuais, a média,
a mediana e o desvio padrio, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil de tecido de
granulagdo nos tercos apical, médio e cervical dos alvéolos dentais de ratos dos grupos

controle e tratado com Arrabidaea chica Verl. aos 3, 7, 14 ¢ 21 dias pds-exodontia.



Em relagcdo ao tecido de granulagdo nao foram encontradas
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diferengas de

volume, estatisticamente significantes, entre os grupos controle e tratado.

Tecidos Osseos

periodo Apical Médio Cervical
Controle Tratado p-valor Controle Tratado p-valor Controle Tratado p-valor

3 dias 0,285 0,118 -
Média 15,1 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0
Desvio- 39,9 0,0 9,9 0,0 0,0 0,0
padrao
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
75% 0,0 0,0 9,3 0,0 0,0 0,0
7 dias 0,534 0,021 0,173
Média 23,6 20,5 52,1 16,7 0,0 14,9
Desvio- 23,7 35,0 21,8 28,4 0,0 27,8
padrao
Mediana 22,8 0,0 50,3 0,0 0,0 0,0
25% 0,0 0,0 40,7 0,0 0,0 0,0
75% 36,7 68,3 64,3 20,0 0,0 32,7
14 dias 0,203 0,418 0,247
Média 50,2 71,9 81,6 76,3 53,0 31,1
Desvio- 21,2 29,4 37,7 21,3 78,1 35,1
padrao
- Mediana 48,3 66,7 94,3 77,7 59,7 71,0
25% 35,33 39,3 57,5 54,3 31,5 53,3
75% 71,5 106,3 110,7 94,3 75,8 112,0
21 dias 0,345 0,345 0,674
Média 49,9 66,2 80,4 73,5 48,7 52,0
Desvio- 24.8 32,1 36,5 27,7 423 33,5
padrao
Mediana 50,7 59,2 89,5 60,5 39,8 42,3
25% 28,5 36,8 70,8 53,0 9,2 38,8
75% 64,2 94,5 105,8 1.05,7 90,2 69,2

Tabela 1 - Distribuigdo segundo a média e mediana do tecido 6sseo avaliado no tergo Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado.
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Periodo Apical Meédio Cervical
Controle Tratado  p-valor Controle Tratado p-valor Controle Tratado p-valor

3 dias 0,814 0,907 0,770
Média 103,5 118,9 68,7 77,9 81,9 82,3
Desvio-padrio 459 8,9 46,5 47,5 57,6 45,4

Mediana 121,0 121,7 67,3 91,7 119,7 90,3

25% 110,0 117,0 30,0 27,3 3,3 54,0

75% 125,0 125,0 125,0 120,7 125,0 125,0

7 dias 0,277 0,169 0,659
Média 26,2 36,3 19,3 41,9 23,9 23,7
Desvio-padrao 49,0 33,7 41,3 43,5 46,2 30,2

Mediana 7,2 43,7 2,8 36,3 4,2 6,7

25% 0,0 33 0,0 3,7 0,0 0,0

75% 18,0 50,0 7,0 62,7 18,3 43,7

14 dias 0,656 0,171 -
Média 52 11,5 3,7 0,0 0,0 0,0
Desvio-padrao 9,9 19,8 9,1 0,0 0,0 0,0

Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

25% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

75% 8,0 36,7 26,0 0,0 0,0 0,0

21 dias - - -
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Desvio-padrio 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

75% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 2 - Distribui¢do segundo a média e mediana do codgulo sanguineo avaliados no ter¢o Apical, Médio e

Cervical nos grupos controle e tratado.



Tecidos de granulacao

Periodo Apical Médio Cervical

Controle Tratado p-valor Controle Tratado p-valor Controle Tratado p-valor

3 dias 0,581 0,906 0,378
Média 5.4 4,0 44,9 42,8 34,5 35,1
Desvio-padrio 8,2 9,2 35,3 49,2 58,9 41,1

Mediana 0,0 0,0 48,3 20,5 0,0 31,0

25% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

75% 15,0 2,7 72,7 97,7 116,3 48,8

7 dias 0,721 0,352 0,346
Média 75,2 67,8 53,1 65,2 101,1 85,4
Desvio-padrao 39,6 474 30,5 33,6 46,2 34,4

Mediana 89,7 80,3 58,0 71,0 120,8 79,3

25% 65,7 27,0 40,0 47,3 106,7 533

75% 95,3 121,3 78,0 90,7 125,0 1183

14 dias 0,064 0,298 0,247
Média 69,7 41,6 39,7 48,7 72,0 46,9
Desvio-padrdo 28,7 18,5 33,2 21,3 31,1 35,1

Mediana 76,7 44,3 30,7 47,3 65,3 54,0

25% 45,5 18,7 14,3 30,7 49,2 13,0

75% 89,7 58,3 54,5 70,7 93,5 71,7

21 dias 0,345 0,345 0,674
Média 75,1 58,8 44,5 51,5 76,3 73,0
Desvio-padrdo 24,8 32,1 36,5 27,7 42,3 33,5

Mediana 74,3 65,8 35,2 64,5 85,2 82,7

25% 60,8 30,5 19,2 19,3 34,8 55,8

75% 96,5 88,2 54,2 72,0 115,8 86,2

Tabela 3 - Distribui¢@o segundo a média e mediana do tecido de granulago avaliado no tergo Apical,
Meédio e Cervical nos grupos controle e tratado.
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Gréfico 1 - Distribuigéo segundo o tecido 6sseo avaliado nos terco apical, médio e cervical nos grupos
controle e tratado em trés dias.
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Gréfico 2 - Distribui¢do segundo o coagulo sanguineo avaliado nos tergo apical, médio e cervical nos
grupos controle e tratado em trés dias.
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Grafico 3 - Distribui¢ao segundo o tecido de granulacéo avaliado nos terc¢o apical, médio e cervical
nos grupos controle e tratado em trés dias.
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Gréfico 4 - Distribuigdo segundo o tecido 6sseo avaliado nos ter¢o apical, médio e cervical nos grupos
controle e tratado em sete dias .
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Gréfico 5. Distribuigdo segundo o coagulo sanguineo avaliado nos ter¢o apical, médio e cervical nos
grupos controle e tratado em Sete dias.
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Grafico 6 - Distribui¢do segundo o tecido de granula¢do avaliado nos terco Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado em sete dias.
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Grafico 7 - Distribuicdo segundo o tecido 0sseo avaliado nos ter¢o Apical, Médio e Cervical nos
grupos controle e tratado em quatorze dias.

T
i
L ]
4{. -
-
3{. E =
-.n L
L ]
8
8 207
L ]
10 1 P
i = 2 - = e =
qruga £ antraka ratada cant mia t@Etada cantrae tratada

Coaguln Sanguinea Apical Codgulb Sanguineo Médin  Codgulo Sanguinea Cervical

Gréfico 8 - Distribui¢do segundo o coagulo sanguineo avaliado nos tergo Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado em quatorze dias.
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Grafico 9 - Distribuig¢do segundo o tecido de granulacdo avaliado nos ter¢co Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado em quatorze dias .
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Gréfico 10 - Distribui¢do segundo o tecido dsseo avaliado nos tergo Apical, Médio e Cervical nos
grupos controle e tratado em vinte e um dias.
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Grafico 11 - Distribui¢do segundo o codgulo sanguineo avaliado nos tergo Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado em vinte e um dias.
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Grafico 12. Distribui¢do segundo o tecido de granulagdo avaliado nos tergo Apical, Médio e Cervical
nos grupos controle e tratado em vinte e um dias.



DISCUSSAO

Reparo alveolar ¢ o conjunto de reacdes teciduais que ocorrem
progressivamente no interior do alvéolo, desde a exodontia até a completa
remodelagdo 6ssea (CARVALHO & OKAMOTO, 1987). O desejavel é que este
processo de reparo alveolar seja de curta duracdo, e sem reagcdo exsudativa excessiva
que retardaria o processo cicatricial dando maior conforto ao paciente submetido a
exodontia. No presente estudo utilizou-se a espécie Arrabidaea chica verl. por ter
demonstrado acdo antiinflamatoria e cicatrizante em diversos experimentos.

O extrato aquoso de A. chica Verl. foi obtido pela técnica de infusdo e
administrada aos animais ad libitum, em substitui¢do a agua, por ser a forma mais
utilizada tradicionalmente na regido amazonica.

Sdo descritas, neste trabalho, alteragdes morfoldgicas em quatro periodos na
evolucdo do processo de reparo alveolar apds a exodontia, a saber: 03 (trés), 07
(sete), 14 (catorze) e 21 (vinte e um) dias.

No primeiro periodo, apds trés dias da exodontia, periodo também denominado
de estagio exsudativo, tanto os animais do Grupo 1 quanto os animais tratados com
A. chica Verl. (Grupo 2) tiveram seus alvéolos preenchidos por coagulo sanguineo ¢

alguns remanescentes do ligamento periodontal. Semelhantemente, Sanches et al.
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(1975) e Yugoshi (2002) estudando a influéncia da prednisolona e do diclofenaco de
s6dio, respectivamente, no processo de reparo alveolar encontraram os mesmos
resultados. Neste periodo, o comportamento dos alvéolos dentais foi o mesmo em
diversos trabalhos descritos na literatura. (OKAMOTO & RUSSO, 1973; BARRETO
et al., 1982; BRENTEGANI et al., 1980; CARVALHO et al. 1982; SHAFER, 1987)
No segundo periodo, apds sete dias da exodontia, denominado também de estagio

proliferativo, observamos a presen¢a de tecido de granulagdo
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1980; RODRIGUEZ, 1981; YUGOSHLI, 2002).

No terceiro periodo apos quatorze dias da exodontia, chamado de estagio de
proliferacdo e maturacdo do tecido conjuntivo, foi possivel observar nos animais do
Grupo 1 e Grupo 2 a formacdo progressiva de tecido dsseo e a diminuigdo de tecido
de granulacdo e coagulo sanguineo. A neoformacdo o6ssea no Grupo 2, quando
analisada qualitativamente, demonstrou maior maturacdo que no Grupo 1. Esse
resultado sugere que nesta fase a A. chica Verl. acelerou o processo de maturagao
O0ssea, pois na analise qualitativa dos tecidos neoformados observou-se maior
maturacdo do tecido conjuntivo intertrabecular, ou seja, tecido conjuntivo com maior
deposito de fibras coldgenas e fibroblastos, a despeito da andlise quantitativa de
volume de tecido ndo ter mostrado valores estatisticamente significante.

As caracteristicas descritas anteriormente para o Grupo 1, quanto ao volume
dos tecidos analisados, também foram observadas em diversos estudos. (OKAMOTO
& RUSSO, 1973; SANCHES et al., 1975; BARRETO et al., 1982; BRENTEGANI et
al., 1980; CARVALHO et al. 1982; SHAFER, 1987; YUGOSHI, 1999; MAGRO-
ERNICA et al., 2003)

O quarto periodo, apo6s vinte e um dias da exodontia, designado como estagio
de diferenciacdo e ossificacdo, caracterizou-se por apresentar tecido Osseo em
praticamente todo o alvéolo dental, algum tecido de granulacdo e auséncia de
coagulo sanguineo, tanto no Grupo 1 quanto no Grupo 2. Esta condi¢do do alvéolo
também foi observada por diversos autores. (OKAMOTO & RUSSO, 1973;
SANCHES et al., 1975; BARRETO et al., 1982; BRENTEGANI et al., 1980;
CARVALHO et al. 1983; SHAFER, 1987; BOMBONATO, 1998; YUGOSHI, 2002;
MAGRO-ERNICA et al., 2003)

Contrariamente, Santos-Pinto et al. (1970), observaram aceleragdo no processo
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de reparo alveolar em animais tratados com anabolizante (fenilpropionato nandrone).

Barroso et al. (1979) atestou que a tirocalcitonina ndo interfere no processo de
reparo 0sseo.

Verificamos a necessidade de novos estudos que busquem avaliar outros
parametros, para melhor caracterizar o processo de reparo alveolar nas exodontias
com o uso da Arrabidaea chica verl.

Os animais do Grupo Controle desse experimento, nos quatro periodos
analisados (trés, sete, catorze e vinte e um dias apds a exodontia), apresentaram
caracteristicas histologicas semelhantes aquelas anteriormente descritas na literatura.
(OKAMOTO & RUSSO, 1973; SANCHES et al., 1975; BRENTEGANI et al., 1980;

BARRETO et al., 1982; SHAFER, 1987; BESSHO et al., 1990; YUGOSHI, 2002)
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CONCLUSAO

Dos parametros analisados, podemos concluir que:

1. Os animais tratados com Arrabidaea chica Verl. apresentaram menor volume de
tecido 6sseo aos 7 dias apds a exodontia no ter¢o médio.

2. Neste modelo experimental ndo podemos afirmar que a Arrabidaea chica Verl.

interfira no processo de reparo alveolar.
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APENDICE A

1 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

Os procedimentos constaram de fixagdo em formalina (para preservar os
tecidos de autolise, permitindo que as caracteristicas dos mesmos permanecessem
sem variagcdes no tratamento subseqiiente), processamento tecidual constituido por
desidratagdo, clareamento e infiltracdo (que através de etapas seqiienciadas,
removeu-se a agua livre dos tecidos, substituindo-a por material que solidificasse
permitindo a realiza¢do da microtomia), emblocamento em parafina (que circundou o
tecido com uma substancia firme para facilitar o corte de delgadas fatias do mesmo),
microtomia (corte do tecido ja emblocado em parafina em delgadas fatias) e
realizacdo de coloragdes histologicas (para a andalise geral das caracteristicas

microscopicas dos fragmentos biopsiados).

Essas fases, indispensaveis ao processamento histolégico de qualquer
fragmento tecidual, estdo descritas de acordo com Prophet (1994a), Prophet (1994b),

Mills (1994), Hall (1994), Achstetter (1994), conforme detalhado a seguir.

1.1 Fixacdo em formalina

Apos a retirada da maxila direita, a mesma foi colocada em solu¢do fixadora
padrdo constituida por formalina a 10% tamponada (PROPHET, 1994a). Nessa
solucdo, o espécime permaneceu por periodo de 24 horas. Concluida a fixacdo, a
peca foi clivada ao meio, com uma ladmina de bisturi na linha média, sendo os

fragmentos assim obtidos destinados ao processamento tecidual.
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1.2 Processamento Tecidual

De acordo com Prophet (1994b), o processamento tecidual abrangeu a
realizagdo de trés etapas: desidratacdo em solugdes alcoolicas com aumento
progressivo na concentracdo das mesmas, clareamento com xilol, e infiltragdo de
parafina. Esse processamento pode ser manual ou automatizado, geralmente, com
duragdo de 12 a 16 horas.

Consistiram de:

a) para a desidratacdo, o(s) fragmento(s) de tecido foram colocados em uma
solucdo de etanol a 80%, por 1 hora, seguido por trés submersdes em etanol
absoluto, com duracdo de 1 a 2 horas cada;

b) para o clareamento, o(s) fragmento(s) foram submersos em xilol, por trés
vezes, com dura¢do de 1 hora cada;

c) para a infiltracdo, o(s) fragmento(s) foram submersos em parafina liquida (sob
aquecimento controlado em torno de 56°C, por trés vezes, com duracdo de 2

horas cada, estando prontos para o emblocamento.

1.3 Emblocamento em parafina

De acordo com Mills (1994) e Hall (1994), os fragmentos foram colocados
individualmente, em espacos de aproximadamente lcm x lcm, delimitados por
moldes de metédlicos ou plasticos, posicionado-os ao fundo e com a face medial
voltada para baixo.

Verteu-se parafina aquecida (geralmente, com ponto de fusdo em torno de

56°C), até que os fragmentos estivessem submersos. Transferiu-se o molde para uma
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placa resfriada, na qual permaneceu até que a parafina solidificasse

(aproximadamente 30 minutos). O bloco foi retirado do molde, estando apto para a

etapa de microtomia.

1.4 Microtomia

De acordo com Achstetter (1994), os blocos foram ajustados ao micrétomo,
aparelho utilizado para realizar delgados cortes para microscopia oOtica. Para os cortes
de rotina, a selecdo da espessura foi de 5 um. Cada corte foi colocado em banho-maria
a 58°C, onde flutuaram sobre agua, a partir da qual foram colocados sobre lamina de
vidro para microscopia (“pescaria”). Em cada lamina foram colocados quatro ou mais
cortes, lado-a-lado, e sem sobreposi¢do. Apds essa etapa, a lamina foi posicionada
verticalmente para retirada do excesso de agua, seguida por pernoite em estufa a

temperatura de 37 a 40°C, para desparafinizagdo e posterior coloragdo.

1.5 Coloracgdes Histolbgicas

A coloragdo padrdo utilizada para a andlise dos aspectos morfoldgicos gerais

foi a Hematoxilina-Eosina de Carazzi (BEHMER et al, 1976) descrita a seguir.

1.5.1 Hematoxilina-Eosina de Carazzi

Para a preparagdo dos reagentes foram necessarios:

a) hematoxilina de Carazzi:
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Alumen de Potassio 25 ¢
Agua destilada 400 mL
Hematoxilina 0,5¢g
Iodato de Potéassio 0,1g
Glicerina Pura 100 mL

Dissolveu-se o alimen de potidssio em 350 ml de 4gua destilada em
aquecimento. Apos a dissolucdo total e com a solucdo ainda quente, adicionou-se a
hematoxilina e deixou-se resfriar a temperatura ambiente. Em outro frasco,
dissolveu-se o iodato de potassio em 50 ml de 4gua destilada. Com a solucdo
contendo hematoxilina j4 resfriada, adicionou-se a solucdo do iodato de potdssio e a
glicerina. Homogeneizou-se e filtrou-se. Aguardou-se um periodo minimo de 10

minutos antes que viesse a ser utilizada;

b) eosina:
Eosina 2g
Dicromato de Potassio lg
Solugdio Aquosa Saturada de Acido Picrico 20 mL
Alcool Absoluto 20 mL
Agua destilada 160 mL

Dissolveu-se a eosina no alcool e o dicromato de potassio em agua destilada.
Misturaram-se as duas solugdes e acrescentou-se a solugdo de acido picrico,

homogeneizando-as.
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Para a coloragdo dos cortes histoldgicos, inicialmente foi realizada a desparafinizacao
dos mesmos. Em seguida, as laminas com os cortes foram posicionadas em um suporte
metalico e submetidas a imersdes rapidas em concentragdes decrescentes de alcool (absoluto,
80% e 70%), até a dgua destilada. Apos esta hidratacdo, os cortes foram cobertos pela solugdo
de hematoxilina de Carazzi por 10 minutos, sendo lavados em agua corrente. Cobriram-se 0s
cortes com solucdo de eosina e deixou-se por 1 minuto, com realiza¢do de nova lavagem em
agua corrente. Os cortes foram, entdo, submetidos a desidratagdo em quatro solugdes com
concentragdes crescentes de alcool (70%, 80%, 100% e 100%), seguida de clareamento em

xilol e montagem lamina-laminula com Entellan®.
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