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RESUMO

FERNANDEZ, Fernando Tadeu Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2016. Efeito do 6leo essencial do manjericao (Ocimum basilicum L.) na
polpa dentaria exposta e com vitalidade em camundongos. Orientadora: Andréa
Pacheco Batista Borges. Coorientadores: Fabricio Luciani Valente e Emily Correna
Carlo Reis.

A afeccdo endodéntica refere-se a pulpite ou necrose parcial ou total dos tecidos
pulpares. Dependendo da gravidade da lesao, ela pode ser reversivel, e nesse caso,
sdo utilizadas tratamentos que visam manter a integridade da polpa como protegéo
realizada direta ou indiretamente sobre a polpa. Com o objetivo de avaliar que
capacidade do d6leo essencial de Ocimum basilicum (Manjericdo), em reduzir as
resposta inflamatéria da polpa dentaria em camundongos sem afetar seu processo
de reparacdo, desenvolveu-se essa pesquisa. Para tal foi extraido 1 ml de Oleo
Essencial, por hidrodestilagdo. Em seguida foram avaliadas a sua composi¢ao
através da cromatografia (CG/MS) e sua citotoxicidade em culturas celulares HKE
923. Para avaliar sua acdo nos processos inflamatoérios pulpares in vivo, com
vitalidade pulpar presente, acessos ao canal pulpar foram realizados na face oclusal
dos primeiros dentes molares maxilares utilizando a caneta de alta rotagdo n°21 com
refrigeracado ar/agua intermitente. No terceiro e oitavo dia, apds o tratamento, os
animais sofreram eutanasia e seus dentes forram processados e avaliados
histologicamente. Os principais componentes encontrados no 6leo essencial de O.
basilicum foram os monoterpenos, Linalol (20,21%), 1-8 Cineol (18,03%), Canfora
(13,03%), e o fenilpropandide, Eugenol (11,84), que juntos, representaram 63,11%
da constituicdo quimica total. A no estudo in vitro a citotoxicidade foi elevada,
mesmo em diferentes concentragdes, levando a hipotese de que isso poderia afetar
a recuperagao pulpar levando-a a necrose. Mas o que ocorreu no estudo in vivo
mostrou que a intensidade da lesao foi menor quando foi utilizado o 6leo reduzindo a
intensidade e da extensado do processo inflamatério. Foram observadas alteragbes
do tecido mole, como hiperemia e a degeneragcdo odontoblastica em ambos os
grupos, entretanto, essas reagbes foram menores nos animais tratados com o6leo
essencial de O. basilicum. Concluiu-se que o tratamento com 6leo essencial € uma
opg¢ao nos tratamentos da polpa dentaria com vitalidade presente na medicina

veterinaria.



Abstract

FERNANDEZ, Fernando Tadeu Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July 2016. Basil essential oil effect (Ocimum basilicum L.) on the exposed
dental pulp and vitality in mice Advisor. Andrea Pacheco Batista Borges. Co-
Advisors: Fabricio Luciani Valente and Emily Correna Carlo Reis.

The endodontic disease refers to partial or total pulpitis or necrosis of the pulp tissue.
Depending on the severity of the injury, it can be reversible. In which case can be
used treatments designed to maintain the integrity protection performed as pulp
directly or indirectly on the pulp. This research was developed to assess the capacity
of Ocimum basilicum essential oil (Basil) in reducing the inflammatory response of
dental pulp in mice without affecting their repair process. Was extracted 1 ml
essential oil by hydrodistillation. Next the composition was evaluated by
chromatography (GC / MS) and its cytotoxicity in cell cultures HKE 923. To assess its
influence on inflammatory processes in vivo pulp, with pulp vitality present, access to
the pulp canal were performed on the occlusal surface of the first teeth maxillary
molars using the high-speed handpiece at 35 with cooling air / water flashes. In the
third and eighth day after treatment, the animals were euthanized and their teeth
lining processed and evaluated histologically. The main components found in
essential oil O. basilicum L. were monoterpenes, Linalool (20.21%), 1-8 Cineole
(18.03%), camphor (13.03%), and phenylpropanoid, eugenol (11.84), which together
represented 63.11% of the total chemical composition. Cytotoxicity was high even in
different concentrations, leading to the hypothesis that it could affect the pulp
recovery leading to necrosis. But what happened in the in vivo study showed that the
intensity of the injury was not increased when we used the oil and caused no
increase in the intensity and extent of the inflammatory process. Changes were
observed soft tissue, such as hyperemia and odontoblastic degeneration in both
groups, however, these reactions were lower in animals treated with essential oil of O.
basilicum. 1t was concluded that treatment with the essential oil is an option in the

treatment of dental pulp with vitality present in veterinary medicine.



1. INTRODUGCAO

Nas afeccbdes dentarias em que o dente € acometido por um traumatismo,
como a fratura coronal, € importante manter a vitalidade da polpa (ROSA e
MACEDO, 2003). Caso o tratamento ndo seja adequado, podera agravar o quadro
levando a formacdo de abscessos e necrose (TROPE, 2008) sendo necessaria a
realizacdo de pulpotomia total. A gravidade da pulpite e da necrose dos tecidos
determinam a gravidade da lesdo e, portanto se é reversivel ou ndo (DE DEUS,
1992; NIEMIEC, 2008).

Na medicina veterinaria a pulpite esta presente em processos isquémicos,
por avulsdo ou tromboembolismo e nas lesdes periodontais severas que podem
acometer a polpa caso ndo sejam tratadas. Isso se deve a existéncia de vias de
comunicagao entre a polpa e o periodonto como os canaliculos dentinarios, os
canais laterais e/ou acessorios e o forame apical (GORREL, 2010).

O tratamento endoddntico tem por objetivo o restabelecimento estrutural do
canal dentario e seu sucesso depende da auséncia de bactérias no sistema de
canais radiculares e a nao utilizacdo de substancias com alto poder citotéxico que
poderiam desencadear ou manter uma inflamacdo nos tecidos perirradiculares
(SIQUEIRA et al., 2011).

As plantas sao fonte de novos compostos biologicamente ativos e com
propriedades que podem ser utilizadas em diversas terapias na medicina veterinaria.
O Odleo extraido delas, denominado 6leo essencial (OE), tem sua originem no
metabolismo secundario das plantas e possue uma composigao quimica complexa
(OLIVEIRA et al, 2006) proporcionando uma variedade de compostos
farmacologicamente ativos (CECHINEL FILHO, 1997).

Em humanos os O6leos essenciais ja sao utilizados no tratamento
endodéntico de maneira rotineira e o maior exemplo disso esta na utilizagao
intracanal do eugenol, extraido da espécie Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
L.M.Perry popularmente conhecido como cravo-da-india.

A utilizagado do eugenol, associado ao hidroxido de zinco, nas obturagdes em
caes foi estudada por Domingues-Falqueiro et al. (2007) que identificou sua
superioridade contra agentes microbianos no tecido pulpar necrosado, no tratamento

com eugenol e gutta-percha, em comparagao ao tratamento somente com hidroxido
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de calcio. Entretanto, o eugenol, componente majoritario do éleo essencial de S.
aromaticum, possui caracteristicas citotoxicas e, principalmente, genotdxicas
causando irritagdo dos tecidos periapicais, inflamagédo e necrose (STANKIEWICZ et
al., 2000).

A aplicagdo do OE de Ocimum basilicum L. durante a terapia endodéntica,
quando existe exposi¢cao da polpa com vitalidade presente, pode acarretar a melhora
da reparacéao pulpar, com menor acgao citotdxica, possibilitando uma melhor resposta
ao tratamento definitivo.

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi analisar a composigao quimica,
avaliar a citotoxicidade e a acido na resposta inflamatéria do OE de O. basilicum L.
no processo de reparacao da polpa dentaria exposta com presenca de vitalidade em
camundongos. Isso trara informagdes sobre a oportunidade de introduzir um novo
farmaco no tratamento endodéntico, incentivando uma nova possibilidade comercial

para a producéao de O. basilicum .



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Ocimum basilicum — Manjericao

O O. basilicum, pertencente a familia Lamiaceae, € uma erva anual que
cresce em varias regiées do mundo (SAJJADI, 2006). A espécie esta distribuida nas
regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas Central e do Sul, mas a
Africa é considerada o principal centro de diversidade deste género (PATON, 1992).
A espécie foi introduzida no Brasil durante a colonizagdo europeia seguindo a rota
de comercio de escravos (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 1998).

Por se tratar de uma planta que se desenvolve melhor em regides de climas
quentes e amenos (PEREIRA, 2011) e possuir rendimento razoavelmente alto na
producao do seu OE, mostra boa possibilidade de cultivo e o torna uma boa fonte de
renda para os agricultores, especialmente em paises em desenvolvimento
(RUNYORO et al., 2010). Seu OE possui propriedades assépticas, digestivas,
sedativas e analgésicas, sendo também utilizado na industria de cosméticos em
sabonetes, cremes e perfumes e na industria de alimentos para fornecer aroma e
sabor (GERMER, 1989).

O género Ocimum compreende em mais de 60 espécies, das quais o O.
basilicum possui elevado valor econémico. Um numero de diferentes quimiotipos de
manjericao (O. basilicum) foram identificados e sua classificacéo é feita de acordo
com a concentracdo de seus diferentes componentes quimicos com uso terapéutico
licomo nalol, 1,8- cineol, eugenol, canfora e também compostos téxicos como
chavicol, estragol e metil-eugenol (BASER e BUCHBAUER, 1989; SIMON et
al.,2015).

O linalol € um alcool monoterpénico, comumente encontrado como o maior
componente dos Oleos essenciais de varias espécies de plantas aromaticas,
algumas das quais sao frequentemente utilizadas na medicina tradicional possuindo
propriedades analgésica e anti-inflamatéria (ISMAIL, 2006). Outro componente é o
1,8-cineol, estudado por BASTOS (2009), onde se observou sua atividade
broncodilatadora e anti-inflamatéria na asma com capacidade miorrelaxante e anti-
inflamatdria nas vias aéreas, pela diminuigdo da eosinofilia/neutrofilia, das citocinas

pré-inflamatérias e da atividade da mieloperoxidase
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O. basilicum possui baixas concentragdes de eugenol quando
comparado ao do S. aromaticum, que possui 90% de eugenol em sua composigao,
e essa alta concentracédo o torna um elemento citotoxico (HO et al., 2006). Porém
esse componente apresenta ac¢do anti-inflamatéria, antibacteriana e antifungica.
Possui ainda agdo analgésica, pois promove bloqueio da condugdo nervosa de
modo reversivel ou ndo, dependendo da concentragao (HUME, 1986).

As folhas do O. basilicum sao popularmente utilizadas em afeccgbes de pele,
no controle dos niveis de agucar no sangue, sdo antiespasmoédicos e analgésicos,
diminuem a pressdo sanguinea, reduzem febre, além de ter agédo bactericida,
fungicida e anti-inflamatéria (MATOS, 2000).

2.2. Estrutura Dentaria

Os dentes, por desempenharem diversas fungdes como fonacgao,
mastigacédo e armas de ataque e defesa, devem estar firmemente presos aos 0ssos
(Figura 1a). A estrutura em si consiste no esmalte, que é um tecido duro, inerte e
acelular produzido por células epiteliais e suportado pela dentina formada por tecido
conjuntivo duro, menos mineralizado mais elastico que o esmalte, o qual é produzido
e sustentado por um tecido conjutivo frouxo (Figura 1b). Os dentes estdo inseridos
ao osso pelo tecido conjuntivo de suporte do dente que proporciona flexibilidade
suficiente para resistir as forgas da mastigagdo. Possui ainda um conjunto
especializado de estruturas de suporte que consiste no osso alveolar, no ligamento

periodontal e no cemento, todos protegidos pela gengiva (NANCI, 2013).

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura dentaria do camundongo. (a)
Insercdo do primeiro molar (circulo) na maxila; (b) Corte longitudinal do
dente e suas estruturas.



A polpa dentaria (Figura 2) tem origem ectomesenquimal e possui células
especializadas na producido de dentina, os odontoblastos. Também estdo presentes
fibroblastos, mondcitos, macrofagos e linfocitos B e T, formando o restante de uma
populacdo variada de células do tecido pulpar, envolvidas na matriz extracelular.
Devido ao intimo relacionamento entre estas células e a dentina, podem-se
considerar estes dois tecidos (polpa e dentina) como uma unica entidade funcional,
algumas vezes chamado complexo dentino-pulpar (COHEN e BURNS, 2000).
Através do forame apical (Figura 2c) os vasos sanguineos, vasos linfaticos, feixes
nervosos, que possuem acesso a regiao pulpar (COHENCA et al., 2013).

A polpa tem como funcdo a producdo da dentina que a circunda, a nutricdo
da dentina avascular, sua protecao e por meio da inervagao, causa a sensibilizacao
dessa dentina quando lesada. Por fim, tem a funcido de reparacédo, uma vez que ela

€ capaz de produzir nova dentina quando necessario (NANCI, 2013).

Figura 2: Estrutura normal da polpa coronal, radicular e periapical do camundongo.
(a) Polpa Coronal, (b) Canal Radicular: dentina e (c) Regidao Periapical;
dentina (d); polpa dentaria (p); vasos sanguineos (circulo); camada
odontoblastica (quadrado); cemento (c); regido periapical (pa); 0sso
alveolar (ao).

2.3. Diagnéstico e Tratamento Endodontico

O processo de reparagao frente a agressées do complexo dentino-pulpar é
variado, sendo influenciado principalmente pela extensdo e pela duragdo do
estimulo agressor. As respostas pulpares nesse processo foram descritas por Nanci
(2013) sendo de duas formas, uma em resposta a agressodes prolongadas e de inicio
lento (caries) e a outra de agressao grave e de inicio rapido (fraturas).

As pulpites, porém, podem ser classificadas como, reversiveis quando

respondem favoravelmente a um tratamento preventivo e / ou conservador, ou



irreversiveis (aguda ou crénica), onde sob o ponto de vista clinico, ja se supée uma
resposta desfavoravel ao tratamento (DE DEUS, 1992).

De acordo com Cohenca et al. (2013) para que se tenha sucesso da terapia
endodéntica, onde exista vitalidade pulpar, € importante reconhecer as condi¢des
dentarias ideais para reverter a lesdo, visando a preservacao da polpa e a
prevencdo contra a periodontite apical Para isso € necessario, independente da
terapia, que a polpa responda aos testes de sensibilidade, ndo tenha sinais de
inflamacédo, ndo cause dor persistente ou espontdnea e ndo exija extensas
restauracgoes.

Essas condicbes determinam a terapia para protecado adequada da polpa
sendo classificadas como, protecdo direta ou capeamento pulpar direto, que
consiste em proteger a polpa de contaminantes ambientais utilizando substancias
biologicamente compativeis com a polpa e que auxiliem na cicatrizagao,
preservando a vitalidade pulpar. A protecdo indireta é utilizada nos casos de
remogao somente da dentina infectada e necrosada e a pulpotomia parcial ha
remocgao da polpa coronaria (NIEMIEC, 2005).

Porém, em casos nos quais o dente é acometido por um traumatismo, como
fratura coronal, nem sempre isto é possivel (ROSA e MACEDO, 2003) e se nao
houver um tratamento adequado, podera agravar o quadro levando a formacao de
abscessos e necrose (TROPE, 2008) sendo necessaria a realizagdo de pulpotomia
total com posterior restauragao.

As indicagbes e técnicas sobre os métodos de protegao dentinopulpar foram
pesquisadas por Freires e Cavalcanti (2011), e concluiram que os materiais
utilizados para esses procedimentos devem possuir como caracteristicas: atividade
antibacteriana, efeito remineralizante, previnam a microinfiltragado marginal, selem os
tubulos dentinarios, isolamento térmico, quimico e elétrico, sejam biologicamente
compativeis, estimulem a recuperagao do tecido pulpar e auxiliem na neoformacéao
de dentina.

Dos agentes anti-inflamatoérios utilizados como medicacado intracanal, os
esteroides ou glicocorticoides sao os mais estudados e utilizados, atuando sobre o
acido araquidénico e seus produtos (prostaglandinas e leucotrienos), na reducao da

vasodilatagao, da permeabilidade vascular e da hipersensibilizacdo do nociceptor,



inibindo ainda o edema, a dor e o efeito quimiotatico dos leucocitos (REGINATO et
al., 2004).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do 6leo essencial de Ocimum basilicum

Para a extracdo do OE foram coletados 500 gramas da parte aérea de O.
basilicum, cultivados pelo Grupo “Entre-Folhas” da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). O periodo da coleta foi entre 8:00 e 10:00 horas da manha.

O material fresco foi encaminhado ao Laboratério de Biodversidade da UFV
para extracdo do OE utilizando o processo de hidrodestilagdo por arraste de vapor
em um Clevenger, sendo este método ideal para extragdes em pequena escala.

Para realizar essa extracdo, o material fresco foi parcialmente triturado e
posteriormente foram adicionados 500 ml de agua destilada. Essa mistura foi
transferida para um baldo de fundo chato e colocada sobre uma manta aquecedora.

O conteudo do baldo ao entrar em ebulicdo faz com que o 6leo presente na
planta evapore juntamente com os vapores de agua. As substancias volateis sédo
conduzidas ao condensador e posteriormente ao tubo de resfriamento. Devido a sua
baixa densidade, o d6leo essencial fica concentrado sobre a camada de agua,
podendo ser facilmente separados.

Apds a extracao, o OE obtido foi estocado em tubos de vidro ambar, selados,

em temperatura de cerca de 4 °C.
3.2. Analise quimica do OE

A analise quimica e a analise qualitativa do 6leo essencial foi realizada no
Departamento de Quimica da UFV empregando a técnica de cromatografia gasosa
em um equipamento Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010, equipado com uma coluna
capilar Supelco Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) e acoplado a um detector
seletivo de massa, operando com energia de ionizagdo de 70 eV. Utilizou-se hélio
como gas de arraste, com a velocidade de 1,8 mL min' e com a temperatura do

injetor de 230°C. O programa de aquecimento foi iniciado a 40°C durante 2 minutos,
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seguido de um aumento gradual a 240°C a uma velocidade de 3°C por minuto. Esta
temperatura foi entdo mantida durante 10 minutos (LAGE et al., 2015).

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacdo dos seus
espectros de massa com os espectros de massa disponiveis no banco de dados do
equipamento (biblioteca Willey e Nist) e pelo indice aritmético de retencgéo relativo
(IA) a série de alcanos Co-C2 (ADAMS, 2007). A porcentagem relativa desses
constituintes foi realizada pela integragdo da area dos cromatogramas de ions totais
a partir da cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas conforme
Rosado et al. (2011).

3.3. Citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas células de linhagem
eucariotica, HEK 293 (ATCC/CRL-1573) de rim embrionario humano. Estas células
foram cultivadas em meio DMEM (Gibco-Invitrogen), com suplementacédo de 10% de
soro bovino fetal inativado (v/v) (Gibco-Invitrogen) em estufa umida a 37 °C com 5%
de CO 2. Estas células foram plaqueadas em placas de 96 pocos com 1x10° células
viaveis por pogo em 100 uL de meio e 2,5% de soro bovino fetal (v/v). As placas
permaneceram incubadas por aproximadamente 12 horas, para total aderéncia das
células.

As amostras de OE foram ressuspensas em dimetilsulfoxido - DMSO
(Merck® ) na concentragao de 0,1 g/mL e diluidas em meio de cultura completo
(3,5%, 7%, 15%, 30%, 60% e 100% de OE) e em seguida, adicionadas a cultura de
celular.

Posteriormente, foram acrescentados 100 uL de extrato puro por pogo ou
das dilui¢des, 1,75 (3,5%), 3,5 (7%), 7,5 (15%), 15 (30%), 30 (60%) e 50 mg/ml
(100%) em quadriplicata, utilizando como controle meio solu¢ao 1% de Tween 20.

As placas permaneceram incubadas por 24 horas e entdo o sobrenadante foi
retirado, para iniciar o ensaio de proliferacdo celular acrescentando 100 uL de
solugao estéril brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoélio - MTT
(Amresco®), na concentracado de 0,5 mg/mL, por poco. A placa foi entdo incubada
por 4 horas em estufa umida, para total incorporacdo do corante pelas células

viaveis em seguida o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e posteriormente
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acrescentado 100 uL de isopropanol contendo HCI 0,1 mol/L e posteriormente a
placa foi agitada por 10 minutos para total solubilizacdo do corante. A absorbancia
referente a cada pocgo da placa foi determinada por espectrofotdbmetro em 540 nm no
leitor de microplaca Biotrak Il (Amersham Bioscience).

Para analisar o resultado da citotoxicidade foi utilizado o teste de
comparagao multipla entre o grupo controle e as diferentes concentra¢cdes do OE
sendo avaliados utilizando-se o one-way analysis of variance (ANOVA), e os pos-
testes utilizando Boferroni e Tukey com nivel de significancia 5%. Ultilizou-se o
software GraphPad Prism® 5.00, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA.

3.4. Grupos Experimentais

Para o estudo, foram utilizados 12 camundongos da espécie Swiss, com 8
semanas, fémeas, com peso variando entre 25— 30 g adquiridos no Biotério do
Departamento de Medicina Veterinaria (DVT). Durante o decorrer do experimento,
os animais foram alojados com 4 animais em cada gaiola e alimentados com ragao
balanceada e agua “ad libitum” até completarem os periodos experimentais. O
estado geral dos animais foi avaliado diariamente. Foram seguidas rigorosamente as
Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do
DVT/UFV, sendo a Médica Veterinaria responsavel a professora Andréa Pacheco
Batista Borges (CRMV-MG 2772). O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso
de Animais da UFV sob o processo n° 34/2015.

Para o experimento foram utilizados dois dentes de cada animal, os
primeiros pré-molares maxilares, tanto do lado direito quanto do lado esquerdo,
totalizando 24 dentes. Esses dentes foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos
de 12 dentes cada. O grupo tratado recebeu OE de O. basilicum e em seguida o

hidroxido de calcio e o grupo controle foi tratado apenas com hidréxido de calcio.
3.5. Procedimento Anestésico e Cirurgico
Os animais foram pré-anestesiados com a administracao intraperitonial de

diazepam (5 mg/Kg) e para indugcdo e manutengao anestésica xilazina (15 mg/kg) e

ketamina ( 150 mg/kg) pela mesma via.



Os animais foram posicionados em decubito dorsal (Figura 3A), em seguida
os molares foram expostos (Figura 3B) para realizagcdo da antissepsia oral, feita com
a administracao topica com clorexidina.

Posteriormente foi realizado o acesso até a polpa dentaria, através da face
oclusal do dente (Figura 3C), utilizando uma broca cbnica N° 21 (SS White®),
acoplada a caneta (contra angulo), de alta rotagdo Kavo, modelo Magno 604 C

Borden, com refrigeragao ar/agua intermitentemente.

Figura 3: Posicionamento do animal, exposi¢cdo dos dentes e acesso a polpa. (a)
Animal anestesiado e em decubito dorsal preparado para iniciar o
procedimento, (b) Exposicdo dos primeiros molares (seta) e (c) Abertura
da coroa dentaria para inicio do tratamento (setas).

No grupo tratado, depois de realizado o acesso até a polpa, foi feita a
aplicacao de uma gota do OE de O. basilicum com o auxilio de uma seringa de 1 ml
e um cateter n° 24. Decorrido um minuto foi introduzido o hidréxido de calcio
diretamente sobre o OE e para selar, de modo a evitar as microinfiltracbes marginais,
foi utilizado ionédmero de vidro promovendo o isolamento a polpa tratada a fatores
externos. No grupo controle somente foi realizado o capeamento direto com

hidroxido de calcio e em seguida aplicado o ionémero de vidro (Figura 4).

Tratado ; i i ;
AN
o : QD OE de Ocimum basilicum L.

i |::> Ca(OH),
5

Controle i N i(

Ca(OH),

Figura 4. Representacdo esquematica dos dentes utilizados e do procedimento
realizado nos grupos tratado e controle
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3.6. Coleta e Processamento dos dentes

Apos 3 dias do tratamento dois dentes (tratado e controle) de cada animal, de
um grupo de 6 animais, foram coletados juntamente com o tecido periodontal
circundante. O mesmo foi feito com mais 6 animais apés 8 dias.

Para tal, os animais foram pré-anestesiados com diazepam (5 mg/Kg) e
posteriormente foram administradas a xilazina (15 mg/kg) e a ketamina (150 mg/kg),
todos administrados por via intraperitoneal. Em seguida, os animais sofreram
eutanasia por deslocamento cervical e suas maxilas foram removidas. Com o bisturi,
foi realizada uma pequena pressao sobre a linha média do palato duro, separando-o
nos antimeros direito e esquerdo sendo, posteriormente, colocados separadamente

em frascos contendo formol 10% durante 5 dias (Figura 5).

I
|
I

Figura 5: Representacdo esquematica da coleta do material utilizado para a analise
histolégica do grupo tratado e controle.

Apds esse tempo, as pecas, foram lavadas por 24 horas em agua corrente e
desmineralizadas com auxilio da solucdo de acido formico a 5% e citrato de sddio,
com troca da solugéo a cada 2 dias por 10 dias.

As pecas foram novamente lavadas em agua corrente por 24 horas,
neutralizadas em solugéo de sulfato de sédio a 5% por 24 horas, lavadas novamente
em agua corrente por mais 24 horas e imersas em alcool 70%. Em seguida foram
desidratadas em alcoois de concentragéo crescente (alcool 80%, alcool 90%, alcool
absoluto), diafanizadas em alcool-xilol, xilol e incluidas em parafina para confeccao
dos blocos e realizagao dos cortes em micrétomo rotatério LEIKA RM 22245®.

Foram, entao, realizados cortes seriados longitudinais com 6 uym de espessura
e posteriormente corados pela hematoxilina/eosina para ter uma visao geral da
morfologia celular pulpar. Aos 8 dias de pds-operatorio esse procedimento foi todo

repetido em 6 animais de cada grupo.

11



A analise qualitativa dos parémetros histologicos foi realizada com o
emprego de microscopio oOptico comum, onde cada um dos grupos foi descrito
utilizando uma modificagdo dos critérios estabelecidos por Hasheminia et al. (2010)
Esmeraldo et al. (2013). Foram utilizados parametros para avaliagdo do processo
inflamatadrio (intensidade e extensao da inflamagao) e para alteragbes do tecido mole
(alteragbes da camada odontoblastica da resposta vascular) na polpa dentaria.

O estagio do processo inflamatério foi classificado como de (1) fase aguda,
quando houve a presenca de mais de 80% de células polimorfonucleares, (2) fase
mista ou de transi¢cdo, quando a quantidade de células polimorfonucleares e células
mononucleares estavam proximas, ou (3) crénica, onde mais de 80% das células
eram mononucleares. A intensidade da inflamacgao foi determinada pela quantidade
de células préximas ao local da lesdo, no aumento 400x, e foi determinada como (1)
discreta, com até 30 células inflamatdrias, (2) moderada, com a presenca de 30 a 60
células inflamatdrias, ou (3) intensa, com mais de 60 células inflamatdrias.

A extensdo foi avaliada de acordo com a presencga de células e do alcance
dos eventos inflamatérios na polpa dentaria sendo, (1) discreta, com maior presenca
de células inflamatérias proximas a regido do material de capeamento, (2)
moderada, onde existe mais de um terco do tecido pulpar com presenca de infiltrado
inflamatério e (3) extensa, com presencga de infiltrado inflamatério difundido por toda
polpa dentaria e completa destruicdo da organizagédo histolégica normal do tecido
pulpar.

A avaliacdo do tecido mole foi determinada avaliando a integridade da
camada de células odontoblasticas podendo apresentar (1) moderada
desorganizagao, proliferacdo e hiperatividade, (2) completa desorganizagdo do
tecido pulpar com auséncia de proliferagdo, ou (3) necrose pulpar. Ja a resposta
vascular foi avaliada de acordo com o numero de vasos hiperémicos presentes por
toda extensdo da polpa dentaria sendo classificada como (1) discreta, com a
presencga de vasodilatacdo de 1 a 3 vasos, (2) moderada presencga de vasodilatagcéao
de 4 a 6 vasos, (3) grave, presenca de vasodilatacdo de 7 ou mais vasos, e por fim

(4) lesao vascular.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método utilizado para a extracdo do OE mostrou-se adequado o suficiente
para realizar o experimento. Para tanto 500 g parte aérea de manjericao,
envolvendo flores e folhas, proporcionando a obtengédo de 1 ml do OE ( 0,2% de
rendimento), de aspecto espesso, translucido, apresentando aroma doce/picante e
coloracdo verde-amarelada. Foi entdo realizada a analise quimica, avaliada a
citotoxicidade e a avaliacdo de sua acdo no processo inflamatério in vivo. Foram
identificados 27 componentes no OE de O. basilicum e a porcentagem de cada um

estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1: Constitutintes quimicos, classificacdo e suas respectivas
porcentagens de concentragdo no OE de O. basilicum realizadas analise por
GC/MS.

Grupo metabdlico Composto % Area
Fenilpropandides Eugenol 11.84
Monoterpenos Linalol 20.21

1,8-Cineol 18.03
Canfora 13.03
a-Terpineol 3.75
B —Pineno 1.81
Fenchona 1.25
Terpineno-4-ol 1.05
a-Pineno 0.95
Canfeno 0.85
B —Mirceno 0.83
Sabineno 0.79
2-Careno 0.56
Terpineol-a 0.39
Terpineno-y 0.27
Hidrato de trans-Sabineno 0.24
Borneol 0.15
Sesquiterpenos Germacreno D 6.09
a-Cadinol 5.60
B —Elemeno 2.27
a trans-Bergamoneto 212
Cariofileno- 2.10
Guaieno cis-p 1.85
Naftaleno 1.37
a -Humuleno 0.99
Cubenol 0.87
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Desses componentes, os constituintes majoritarios foram linalol (20,21%), 1-
8 cineol (18,03%), céanfora (13,03%) e eugenol (11,84%), que juntos, representam
63,11% de toda composigéao.

A acado anti-inflamatdria do linalol descrita por Silva et al., (2015) ocorre
devido ao mecanismo inibidor da producdo de leucotrienos. Sua propriedade
antinociceptiva e anti-hiperalgica também foi citada por Peana et al., (2004) que
descreve sua ac¢ao no bloqueiode receptores das células nervosas.

Ja o 1-8 cineol, conhecido também como eucaliptol, também tem acao anti-
inflamatdria relatada por Santos e Rao (2000), pois ele inibe a formacédo de
prostaglandinas e citocinas pelos mondcitos. O mesmo foi observado por Daniel et
al., (2009) em relagao ao eugenol.

Os compostos minoritarios do OE, entre 1% e 10% totalizaram 29,26% dos
componentes presentes no OE. O restante, cada um com menos de 1%, foram
considerados como tragos, representando 7,63% da concentragao total do dleo.

Quanto a andlise citotdéxica o grafico 1 mostra a comparagdo do potencial
citotoxico das diferentes concentragdes do OE de O. basilicum com o grupo controle

sendo os resultados obtidos através da analise de viabilidade celular.

Y
o
]

w
s

N
o
1

Viabilidade celular (%)
=

Concentragao do OE de O. basilicum (%)

Grafico 1: Resultado da viabilidade celular em diferentes concentragées do OE de O.

basilicum.

Os resultados mostram que a diferenca foi significativa entre os grupos,

independente de sua concentragao, e o grupo controle (p < 0,05). O OE reduziu a
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viabilidade celular, em comparagéo ao grupo controle, essa caracteristica foi descrita
por Ho et al., (2006).

Mesmo apresentando concentra¢gdes mais baixas de eugenol do que o S.
aromaticum (ISMAIL, 2006), nesse experimento o OE mostrou-se citotdoxico em
todas as concentragbes no estudo in vitro. De acordo com Bader (2006) Isso se
deve a presenga de alguns compostos presentes nas plantas, como os terpenos e
polifenois, que em seu estudo causar causaram hemdlise dos eritrocitos.

Esse efeito citotoxico pode estar relacionado a danos a membrana celular
ou alteragcdes em sua permeabilidade (HADNAGY et al., 2003). Essa agado também
foi citada por Cavalcanti et al. (2011) em relagdo a atividade antimicrobiana, onde a
interagdo desse produto natural e de seus fitoconstituintes com as membranas
celulares levaria a alteracdo da da permeabilidade celular, ao desequilibrio
hidroeletrolitico e a lise de membrana, o que explicaria a resposta celular da polpa
frente a agcao do OE de O.basilicum.

A resposta inflamatéria foi avaliada pela histologia e os resultados estdo
expressos no Quadro 2 que mostra as medianas dos escores de cada caracteristica

da resposta inflamatéria em cada grupo estudado.

Quadro 2: Mediana dos critérios histolégicos para avaliagdo da resposta inflamatéria

nos diferentes grupos analisados.

3 dias 8 dias
Variavel mensurada Tratado Controle Tratado Controle
Fase inflamatdria 2 3 3 3
Intensidade 2 2 2 3
Extensao 2 2 2 3
Hiperemia 2 3 2 3
Alteracéo da camada odontoblastica 1 2 2 2

Quanto ao tipo de inflamagédo, observou-se que o grupo tratado aos 3 dias
apresentou caracteristicas celulares envolvidas tanto no processo inflamatério agudo
quanto no cronico, sendo caracterizado como um processo inflamatério misto
(Tabela 2).

Um grande numero de células inflamatdrias estava presente na regido da

lesdo, mas ndo se estendeu com a mesma intensidade para a regido pulpar coronal
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devido a presenga de fragmentos de tecido duro decorrentes do procedimento
realizado com a broca, debris celulares e proliferacéo fibroblastica. A necrose parcial
foi notada em apenas um dente, localizada entre a polpa coronal e o inicio da por¢ao
radicular (Figura 6a).

Comparando com os achados de Cordeiro et al. (1985), utilizando somente o
capeamento com hidréxido de calcio, as irregularidades teciduais, as vacuolizagbes
na polpa coronaria € a presenga de uma area de necrose proxima a area da lesao,
com presenga de infiltrado inflamatério e acentuada proliferagao fibroblastica, séo
uma tentativa de isolar a area de exposicao

De qualquer maneira, a presencga de células inflamatérias na polpa coronal
proxima a lesédo foi maior. Essa presenca reduzia a medida que se aproximava da
regiao apical sendo a extensao da reacao inflamatéria moderada e acompanhada de
congestao vascular. A desorganizagdo do tecido pulpar apresentou caracteristicas
moderadas, com poucos odontoblastos, vasos hiperémicos, a severas, com
presenca de debris celulares e matriz fibrosa (Figura 6b). A ruptura vascular com
extravasamento de eritrécitos e a auséncia da camada de odontoblastos também
estavam presentes. A regido periapical foi ndo apresentou alteragdes (Figura 6c).

No grupo controle, aos 3 dias notou-se a prevaléncia de processo
inflamatério crénico. A intensidade e a extensado das células inflamatérias seguiram
caracteristicas semelhantes ao grupo tratado aos 3 dias, com presenga mais
acentuada de células inflamatérias na polpa coronal (Figura 6d), e reduzindo
gradativamente a medida que se aproxima da regido apical, mas mesmo
assimapresntou moderada desorganizagdo da camada odontoblastica e apresentou
um processo inflamatério crénico na regido da polpa radicular (Figura 6e).

A regido periapical apresentou moderado desarranjo celular e discreta
presenca de células inflamatérias (Figura 6f). Nao foi encontrada necrose em
nenhum dos dentes avaliados nesse grupo, mas houve completa desorganizagao da
camada odontoblastica e intensa vasodilatagao.

Franga (2006) avaliando histologicamente a resposta do tecido pulpar de
ratos utilizando diferentes materiais de protegcao pulpar, apés pulpotomia parcial,
relatou que a pasta a base de hidroxido de calcio aos 15 dias causou reagao
inflamatoéria semelhante ao encontrado nesse grupo, do tipo moderada a intensa,

aumento da atividade fagocitaria, com presenca de necrose superficial abaixo do
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material. Com relagado a degeneragao odontoblastica, 12 espécimes estudados por
ele somente 3 apresentaram organizagdo, 6 casos estavam em processo de

organizagao e o restante apresentou auséncia de odontoblastos.

Grupo tratado Grupo controle

Polpa
coronal

! iCdum

Polpa
radicular

Polpa
apical e
regiao
periapical

S

Figura 6. Fotomicrografia comparativa dos primeiros molares maxilares do grupo
tratado e controle apds 3 dias. Grupo tratado (a) Polpa coronal: alteragao
tecidual e vascular Presenca de fragmentos de tecido duro, debris
celulares e fibrose; Polpa discretamente desorganizada, com pouca
quantidade de células inflamatérias e integridade odontoblastica; (b)
Polpa radicular: desorganizagao tecidual e vasos hiperémicos, Congestéao
vascular, células desorganizadas; (c) Polpa apical: moderada reagao
inflamatdria na regido; (c) Regido Periapical: sem alteragdes. Grupo
controle (d) Polpa coronal: elevada desorganizagéo celular e altercdo da
camada de odontoblastos; (e) Polpa radicular: Intenso processo
inflamatério por extensao radicular; (f) Vasodilatagdo e hemorragia,
poucas células inflamatérias e leve desorganizacao tecidual na regiao
periapical. (aumento 100x) H&E
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O grupo tratado, aos 8 dias a reacgao inflamatéria foi predominantemente
crébnica com intensidade variavel, mas a extensdo obedeceu aos mesmos padroes
do grupos de 3 dias, com maior incidéncia na polpa coronal (Figura 7a), mas
apresentou reducdo gradativa em dire¢cdo a polpa apical, e em apenas um dente a
inflamacéao se estendeu até a regido periapical.

Também se observou a presenca de fragmentos de tecido duro, debris
celulares e fibrose na polpa coronal, além de uma intensa resposta inflamatoria
préxima ao local da lesdo moderada degeneragéo da camada odontoblastica.

A polpa radicular, com excecdo de um unico dente necrosado, a
desorganizagao celular e da camada odontoblastica foi um pouco mais intensa, com
presenca de vasos congestos e/ou hiperémicos (Figura 7b).

A regiao apical foi acometida de forma discreta quanto a desorganizagao e
degeneragdo celular, assim como também foi discreta a presenga de células
inflamatorias (Figura 7c¢).

No grupo controle apos 8 dias a reagao inflamatdria foi crénica de elevada
intensidade e extensdo. Dois dentes apresentaram processo inflamatorio mais
acentuado, da polpa coronal com presencga de lesbes vasculares e desorganizagao
celular mais intensas (Figura 7d) que se prolongaram até a por¢ao medial da polpa
radicular.

Juntamente com a extensa acdo da atividade inflamatdria observou-se
severa perda da camada odontoblastica e lesGes vasculares até a regiao apical
(Figura 7e) com moderada desorganizagao celular, hiperemia e alteragbes da
camada odontoblastica na regido periapical (Figura 7f). A necrose parcial esteve
presente em metade das amostras.

Essa caracteristica também foi relatada por Cordeiro et al. (1985) que
descreveu que a acao do hidréxido de calcio na polpa dentaria em ratos induz a
hiperemia vascular, congestdo de hemacias, residuos necroticos, fragmentos de
dentina e concentragbes neutrofilicas definidas como microabcessos e acentuada

degeneracao da camada odontoblastica.
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Grupo tratado Grupo controle
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Figura 7: Fotomicrografia dos primeiros molares maxilares do grupo tratado e
controle apos 8 dias. Grupo tratado (a) Polpa coronal: intensa reacao
inflamatdria, com debris celulares, hiperemia, lesdo vascular e camada
de odontoblastos com moderada alteragdo; (b) Polpa radicular:
hiperemia acentuada e alteracdo moderada da camada odontoblastica;
(c) Polpa apical e regidao periapical: moderada desorganizacao celular e
poucas células inflamatérias; Grupo controle (d) Polpa coronal:
hiperemia,moderada alteracdo da camada odontoblastica (e) Polpa
radicular: processo inflamatério crénico, presenca acentuada de células
mononucledas, auséncia da camada odontoblastica e elevada lesao
vascular. (f) Polpa apical e regiao radicular: intensa reagao inflamatoria e
alteracdo da camada odontoblastica, desorganizacao tecidual e lesao
vascular. (aumento 100x) H&E

Diferente do que foi demonstrada na avaliagao citotéxica in vitro, a agéo do
OE, comparada a resposta na analise in vivo nédo foi a mesma. Essa condi¢gao pode
estar relacionada a diferenca entre as analises, pois enquanto no estudo in vitro

exigiu um procedimento onde houvesse diluicdo do OE, com quebra da tensao
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superficial, o que pode té-la tornado uma solucao citotoxica do que a apresentada
com o OE puro.

A acao irritante do hidroxido de calcio também foi alterada devido a maior
viscosidade do OE ja que de acordo com Mohammadi e Dummer (2011) essa
caracteristica proporciona uma menor dissociacdo i6nica do hidréxido de calcio.
Nesse contexto, nota-se que aos 3 dias, os dentes tratados mostraram uma
evolucdo mais lenta das etapas do processo inflamatério, definido como processo
inflamatdrio misto.

Sarreta et al., (2004) definiu como processo inflamatério ndo agudo e nao
crénico, onde o quadro inflamatério encontra-se na fase de transicao, isto é, entre o
fim processo inflamatorio agudo e o inicio da resposta inflamatéria crénica.

Ja no grupo controle aos 3 dias o processo crénico estava evidente sendo o
mesmo evidenciado apds esse periodo, aos 8 dias, tanto o grupo tratado quanto o
controle  que apresentaram inflamagao cronica, mas em maior intensidade e
extensao.

Portanto para esse estudo podemos assumir que o OE permitiu que a
evolugdo do processo inflamatério pulpar no grupo tratado, aos 3 dias,ocorresse de
forma mais gradual do que no grupo controle.

Em relagdo a extensao e a intensidade do processo inflamatério o grupo que
apresentou pior resposta foi no grupo controle aos 8 dias. Esse mesmo grupo ainda
apresentou severa lesdo vascular e acentuada perda da camada odontoblastica.

Ja o restante dos grupos apresentou intensidade e extensdo moderadas,
mas em relagcdo a hiperemia e a integridade da camada odontoblastica os dentes
tratados, com 3 e 8 dias, apresentaram discreta melhora quando comparados ao
grupo controle no mesmo periodo.

O OE também promoveu aumento de presenga de fibras colagenas, nos
grupos tratados. Esse evento foi citado por Valente (2006) em seu trabalho sobre a
avaliacao das propriedades téxicas, anti-inflamatorias e cicatrizantes do extrato de S.
aromaticum e o caracterizou como uma antecipacao dos eventos inflamatorios e
cicatriciais.

Esse estudo possibilitou analisar o efeito do OE de O. basilicum aplicado

diretamente sobre a polpa dentaria com presenca de vitalidade, e mostrou ser
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capaz de modular os efeitos inflamatérios promovendo uma maior integridade

vascular e da camada odontoblastica pulpar.
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5. CONCLUSAO

A evolucdo do processo inflamatério do tecido pulpar, observada nesse
estudo, mostrou que no tratamento utilizando o OE de Ocimum basilicum a transi¢cao
do processo agudo para o crénico ocorreu de forma mais gradual do que mostrou o
tratamento com hidroxido de calcio.

Capaz de modular os eventos inflamatérios promovendo uma maior
integridade vascular pulpar e da camada odontoblastica.

A aplicagdo diretamente do OE sobre a polpa dentaria mostrou baixa
citotoxicidade e ainda reduziu o efeito irritante do hidréxido de calcio.

Isso torna o OE de O. basilicum uma opgéo como adjuvante nos tratamentos

da polpa dentéaria com vitalidade presente na medicina veterinaria.
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