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1. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar histoléogica e imuno-
histoquimicamente a biocompatibilidade de uma pasta experimental composta
por hidroxido de calcio associado a Aloe vera em tecido subcutaneo de ratos.
45 animais foram divididos em trés grupos, de acordo com 0S materiais
testados (hidroxido de calcio P.A. com Aloevera, agua destilada ou clorexidina
2%) e diferentes tempos experimentais (07, 15 e 30 dias). Tubos de polietileno
com as pastas foram implantados no dorso dos animais. Nos tempos
experimentais determinados as pecas implantadas foram removidas e cortes
foram realizados para a andlise histolégica e imunohistoquimica. Grupo 7 dias:
O subgrupo controle apresentou exsudato rico em fibrina, com leve presenca
de células inflamatérias. O subgrupo da clorexidina apresentou leve infiltrado
inflamato6rio com neoformacédo vascular e fibroblastos. O subgrupo Aloe vera,
apresentou grande quantidade de fibras colagenase acentuada migracdo de
células polimorfonucleares para as proximidades dos vasos sanguineos. Grupo
15 dias: o0 subgrupo controle apresentou leve formacdo de tecido de
granulacdo e o subgrupo Aloe vera apresentou tecido conjuntivo com poucas
células inflamatérias e fibras coldgenas desorganizadas. O subgrupoclorexidina
apresentou moderado infiltrado inflamatério. Em 30 dias todos os subgrupos
apresentaram resultados semelhantes, tendo os subgrupos Aloe vera e
clorexidina mostrado rara presenca de nucleos corados com anticorpo contra
ki-67. Conclui-se que o Aloe vera apresentou propriedades anti-inflamatorias e

reparadoras que nos faz acreditar que 0 mesmo possa ser indicado.



A revisao de literatura foi realizada utilizando-seo portal de periddicos da
Capes. Os seguintes descritores foram pesquisados: CalciumHydroxide, Aloe,

BiocompatibleMaterials, DentistryeEndodontics.

1.1. Hidroéxido de Calcio
O hidréxido de calcio € atualmente utilizado em diversas formas, por
meio de diferentes aplicacbes e em varias modalidades de tratamentos
endododnticos. FormulacBes a base de Hidroxido de Calcio (Ca(OH),) séo
utilizadas para tratamento de perfuracdes , fraturas e reabsor¢des radiculares e
tem um papel significativo na traumatologia dentaria, por exemplo, apés

avulsdo dentaria e luxacdao.

O Ca(OH), é uma substancia de grande alcalinidade, com pH 12,5 que é
um meio desfavoravel para a maioria dos patdgenos endodonticamente
relevantes, e sua capacidade de ceder jons Ca*" aos tecidos confere uma acio

antimicrobiana e indutora de mineralizacdo a este material®.

Os veiculos inertes comumente utilizados em associacdo ao Ca(OH),
sdo biocompativeis, porém nao influenciam na capacidade antimicrobiana
deste; os mais comumente usados sdo a agua destilada, o soro fisioldgico,
anestésicos, glicerina, 6leo de oliva e propilenoglicol. Diferentemente dos
veiculos inertes, os veiculos ativos contribuem com efeitos adicionais. O
paramonoclorofenol, a clorexidina, a cresatina e o tricresol formalina constituem
alguns desses veiculos. Assim, a escolha do veiculo dependera do tipo de
tratamento e da velocidade de dissociacéo iénica preconizada® *.

Devido as suas propriedades antibacteriana, indutora de mineralizagéo,

biocompativel e antiinflamatéria, o hidroxido de calcio exerce atualmente um



papel de extrema importancia nos tratamentos endodénticos® por apresentar
caracteristicascomo: a) controle microbiano, b) dissolu¢do de restos organicos,
c) poder antiinflamatério, d) inibicdo de reabsorcées inflamatérias®.

Para comprovar tais propriedades, diversos estudos foram realizados.
Em dentes permanentes com apice aberto,ha o estudo de Soares et al.’, no
qual relataram um caso clinico sobre a apicificagdo induzida pelo hidroxido de
calcio. O paciente em questdo possuia 10 anos de idade, tinha queixas de dor
intensa e edema na regido da face, compativel com um abscesso dento
alveolar agudo. O dente 11 exibiu, radiograficamente, formacao radicular
incompleta, mostrada por uma radiolucéncia apical. Primeiramente o abcesso
foi drenado e sanado. O tratamento de apicificacdo teve inicio na segunda
sessdo apoés 7 dias, utilizando-se preparo quimico-mecéanico, com limas K-File
e irrigacdo com solucdo de hipoclorito de sodio 2,5%. Uma pasta a base de
hidréxido de célcio foi inserida no canal radicular e renovada diversas vezes em
mais de 8 meses, até que o exame radiogréfico revelou a total formacédo
radicular. O canal radicular foi obturado pela compactacdo termomecéanica da
guta-percha e cimento. Apds 3 da finalizagdo do tratamento, constatou-se a
normalidade dos tecidos e auséncia de sintomatologia.

Ainda com relacdo a dentes permanentes imaturos, foi feito um estudo
que comparou o0s resultados clinicos do tratamento de apicigénese em 40
incisivos com apicificagdo incompleta utilizando-se hidréxido de célcio ou
agregado trioxido mineral (MTA) e concluiu-se que apesar de 0s incisivos com
apices abertos tratados com MTA formarem a barreira apical de tecido duro
mais rapidamente, o alongamento e crescimento da raiz mostrou-se mais

satisfatorio nos dentes tratados com Ca(OH), 2.



Com relacdo & capacidade antimicrobiana, Mohammadi’em 2012
elaborou uma revisao sobre o assunto, e dentre suas conclusdes afirmou que o
hidréxido de célcio exerce efeitos antibacterianos no sistema de canais
radiculares, enquanto um pH elevado é mantido; observou que canais
radiculares tratados com Ca(OH), possuiam menos bactérias do que aqueles
tratados com paramonoclorofenol canforado ou monoclorofenol canforado
ecomentou que para o hidroxido de célcio ser eficaz na prevencdo do
crescimento de microorganismos, h4 a necessidade do contato direto para
atingir o efeito antibacteriano ideal®.

Pattama et al.®estudaram a eficacia do Ca(OH), no tratamento de
revascularizacdo. O objetivo doestudo foi investigar a capacidade de fixacéo
das células papilares apicais (APCs) humanas viaveis, utilizando-se para a
andlise a técnica de imunofluorescéncia, o ensaio de Alamar Azul, e a
digitalizacdo por microscopia eletrénica. APCs foram cultivadas em superficies
de dentina radicular tratadas com a pasta 3Mix-MP ou com Ca(OH), em
diferentes concentracdes. Apdés as andlises os autores concluiram que um
maior niumero de células ligadas foi observado nos grupos cuja superficie foi
tratada com Ca(OH),.

A eficacia do Ca(OH), quando utilizado sozinho, porém, vem sendo
questionada. Kim & Kim'! fizeram uma revisdo de literatura sobre o efeito
antimicrobiano de tal substdncia como medicacdo intracanal por meio de
estudos in vitro e concluiram que as pesquisas mostraram resultados variados
e conflitantes. Embora alguns tenham confirmado o efeito antimicrobiano do
Ca(OH),, outros questionaram sua eficacia. A primeira parte da revisédo

relaciona oefeito antimicrobiano do Ca(OH), comos ions hidroxila liberados em



meio aquoso, 0 que afetamembranas citoplasmaticas, proteinas e o DNA de
microrganismos, porém ele émenos eficaz contra espécies especificas, tais
como E. faecalis ouC. albicans. A adicao de veiculos ou outros agentes podem
contribuir para o efeito antimicrobiano do Ca(OH)..

Isso posto, diversos trabalhos foram feitos adicionando substancias ao
Ca(OH),;, um deles*? utilizou a clorexidinacomo principio ativo junto ao
Ca(OH),como pasta para tratamento de necrose pulpar em dentes deciduos.
Amostras microbiologicas foram coletadas antes e depois do tratamento
endoddntico e em seguida analisadas. Concluiu-se que o Ca(OH), associado a
Clorexidina tem maior eficacia do que o Ca(OH),com um veiculo inerte, agindo
tanto na diminuicdo da carga bacteriana total, como também contra

microrganismos gram positivos e gramnegativos.

1.2. Clorexidina
A clorexidina é definida como um detergente catibnico, da classe das
bisbiguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e digluconato,
que é a forma de apresentacdo do produto mais utilizada na odontologia.Ela foi
sintetizada por volta dos anos 40 e introduzida no mercado em 1954 como um

antisséptico para ferimentos na pele®.

Diversas utilidades para aclorexidina foram sugeridas ao longo dos anos,
por exemplo,uso em espermicidas para impedir a transmissdo do virus HIV'4,
uso para a preparacdo de pacientes em procedimentos®, para anti-sepsia da
pele das maos e em tratamentos de feridas e queimaduras'®!’. Além disso, a
OMS recomenda clorexidina para a limpeza de corddes umbilicais, pois esta

pode reduzir significativamente o risco de onfalite'®. Stevens e colaboradores®,



HaY Cheung e Abad-Villar e colaboradores®descreveram a utilizacdo de
clorexidinaem solucbes para desinfetar lentes de contato, devido a sua baixa

toxicidade.

Na odontologia, é utilizada como um antisséptico bucal paraprevencéo
daformacdo de placa dentaria e gengivite e para eliminar patdégenos
orais®# Apresenta efeito sobre bactérias gram positivas, gramnegativas,
fungos, leveduras e virus lipofilicos, € considerada um antimicrobiano de amplo
espectro de acdo®. Lée e Rindom Schiott**foram dos primeiros pesquisadores
que demonstraram que colutérios de uma solugéo de gluconato de clorexidinaa
0,2% mostraram eficacia na diminuicdo do crescimento do biofilme bacteriano
e, consequentemente,melhoras dos quadros de gengivite clinicamente

detectaveis.

Além de seu uso na periodontia, a clorexidina € uma substancia
amplamente utilizada nos tratamentos endodénticos. Por exemplo, na forma
degluconato de clorexidina, ela pode ser utilizadacomo um irrigante ou
medicacédo intracanal,devido a sua biocompatibilidade, substantividadee ampla

atividade antimicrobiana®2®

Sua propriedade antimicrobiana é atribuida a presenca de uma molécula
catibnica em sua estrutura, que é adsorvida pelas células da membrana interna
dos microorganismos, devido a presenca de carga negativa nas mesmas. A
consequéncia desse fendbmeno e a fuga decomponenetes

intracelulares.Portanto, € um agente eficaz contra bactérias gram positivas e

gramnegativas®’.



A associacdo da clorexidina com outras substancias também ja foi
estudada, dentre elas, o Ca(OH), . Saatchi e colaboradores® em 2014
realizaram uma revisdo sistematica e metandlise sobre o efeitoantimicrobiano
do hidroxido de calcio associado a clorexidina contra o Enterococcusfeacalis e
concluiram que a pasta ndo foi mais efetiva do que o Ca(OH), puro em

amostras ex Vvivo.

1.3. Aloe vera

Atualmente, o estudo da fitoterapia em programas preventivos e
curativos tem estimulado a avaliagdo da atividade de diferentes extratos de
plantas. O hébito de empregar o uso de plantas no restabelecimento da salde
pelos proprios membros da comunidade, comum a todos 0s povos e quase
esquecido por décadas, vem, nos ultimos anos, se tornando importante. No
entanto, o emprego correto de plantas para fins terapéuticos requer o uso de
plantas selecionadas para sua eficacia e seguranca, cientificamente validadas
como medicinais?®.

Capazes de proporcionar importantes propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas, antifingicas, hipoglicémicas e antidiabéticas,
imunomoduladoras, cicatrizantes e regenerativas®,as espécies de plantas do
género Aloe (Liliaceae) tém sido estudadas, devido as suas propriedades
medicinais, incluindo a Aloe vera, uma espécie que contém substancias
biologicamente ativas>".

Sobre sua capacidade redutora da inflamacao, sabe-se que o produto
inibe a via cicloxigeanase e reduz a prostaglandina E2, além de possuir em sua

composicdo 0 composto anti—inflamatérioconhecido por cromona C -



glicosilo®. Além disso, as enzimas bradiquinase e peptidase foram isoladas a
partir do extrato Aloe, substancias responsaveis pelaquebra da bradicinina,
uma substancia inflamatéria que induz a dor®*. Gupta &Malhotra em 2012
elaboraram um estudo sobre os atributos farmacoldgicos da Aloe vera. Com
base no material estudado, conclui-se que a Aloe possui diferentes
mecanismos que proporcionam efeitos terapéuticos em feridas que incluem
manter a ferida Umida, aumentar a migragcdo celular epitelial, promover uma
rapida maturacdo de colagénio e promover a reducéo da inflamacéo®.

A capacidade antifingica da Aloe foi estudada por meio da extracdo de
nanoparticulas de prata de folhas de Aloe vera e utilizacdo destas contra dois
patégenos: Rhizopus sp. e Aspergillus sp. As nanoparticulas preparadas foram
caracterizadas por SEM, FT-IR e por espectroscopia de UV-Vis. A partir da
microscopia de varredura foi possivel evidenciar que as particulas sao
heterogéneas em forma, tais como retangular, triangulares e esféricas com
uma distribuicdo uniforme. O estudo de FT-IR revelou picos de absorcdo em
1,631 e 3,433 cm™ para os grupos amida e hidroxilas, respectivamente. Dessa
forma, os autores concluiram que nanoparticulas de prata originadas da folha
de Aloe vera possuem grande potencial antifingico®.

Suas propriedades antivirais auxiliam no tratamento de herpes simples e
infeccdes de herpes zoster. Areas de ferida da mucosa oral que s&o cobertos
por proteses podem ser tratadas com géis a base de aloe, ja que, como dito
acima, € um otimo agente antifungico. Além disso, reduzem a dor associada a
tlceras nas comissuras bucais*®.

Aléem de antifungica, a Aloe atua sobre a sintese de fibras colagenas,

consequentemente, no reparo tecidual, como foi comprovado por Aroe



colaboradores, em 2012. Para chegar a tal conclusdo, os pesquisadores
seccionaram parcialmente o tendao calcaneo de ratos, aplicando em seguida
uma pomada de acdo topica a base deAloe. Os animais foram, entéo,
separados em dois grupos: o primeiro com tenddes tratados com o extrato de
Aloe e o0 segundo, controle, tratado com pomada sem extrato. As anélises dos
resultados indicaram um efeito benéfico da aloe na reorganizacéo do tecido na
regido seccionada do tendao, 21 dias ap0s a lesé@o, suportado por um aumento
de metaloproteinasedo tipo 2*”.A cicatrizacdo de lesdes tardias causadas por
radiacdo aguda também semostrou acelerada apdés o uso da Aloe, acédo
comprovada devido ao aumento da producdo de fator transformador de
crescimento B-1 (TGF-B-1) e da producdo de fator de crescimento de
fibroblastos basico (bFGF) *2.

Na odontologia, as pesquisas com Aloe vera também mostraram
resultados promissores, por exemplo, propriedades antissépticas e anti-
inflamatérias, Uteis no tratamento da gengivite.Estudos clinicos comprovam que
bochechos e dentifricios contendo aloe vera tém mostrado uma reducédo
notavel na gengivite e acimulo de placa apés a sua utilizacdo®®*°. Estudos
realizados por Gita Bhatt et al.revelaram que o uso de gel de aloe vera
administrado subgengivalmente apresentou resultados promissores no
tratamento de bolsas periodontais*.

Kriplanie colaboradores*?, em 2013, realizaram um estudo comparando
a acdo antimicrobiana de diversos materiais endodonticos. Aloe vera com agua
destilada, 6xido de zinco e eugenol associado e ndo associado ao Aloe vera
hidroxido de célcio com agua destilada e Aloe vera, Hidroxido de calcio com

agua destiladae Hidroxido de calcio com iodoférmio e vaselina foram os



materiais analisados. O trabalho concluiu que todos os materiais, exceto a
vaselina, mostraram alguma eficicia contra as bactérias, porém o grupo com a
atividade antimicrobiana superior foi o que utilizou Aloe vera com agua
destilada, seguido dos grupos 6xido de zinco e eugenol + Aloe vera, 6xido de
zinco e eugenol e hidroxido de célcio com &gua destilada. O grupo com
hidréxido de célcio, iodoférmio e vaselina ndo mostrou resultados
significantes*.

A aloe também foi testada em dentes deciduos. Khairwa e
colaboradores*® avaliaram clinica e radiograficamente uma pasta a base de
oxido de zinco e eugenol e aloevera como um material de obturacdo de dentes
deciduos. Para isso foram selecionadas 50 criangcas com idades entre 4 e 9
anos apresentando molares deciduos comprometidos. Destas, 15 criancas
foram selecionadas aleatoriamente para o tratamento endodontico. A obturagao
foi feita com uma mistura de pd de 6xido de zinco e o gel de aloe vera. A
avaliacéo clinica e radiografica foi realizada apds 7 dias, 1 més, 3 meses, 6
meses e 9 meses e concluiu-se que o tratamento endoddéntico utilizando uma

mistura a pasta mostrou sucesso clinico e radiografico.
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3.1. RESUMO

Objetivos:Avaliar a biocompatibilidade do extrato de Aloeveracomo
principio ativo para atuar em conjunto com ohidroxido de calcio nas
medicacdes intracanais.Métodos: Foram utilizados 45 animais da espécie
Rattusnorvegicus, divididos em trés grupos, de acordo com 0s materiais
testados (hidréxido de calcio P.A. com Aloe vera, ou agua destilada ou
clorexidina 2%) e com os diferentes tempos experimentais (07, 15 e 30 dias).
Tubos de polietileno preenchidos com as pastas foram implantados na regido
dorsal dos animais. Nos tempos experimentais determinados as pecas
implantadas foram removidas e cortes foram realizados para a andlise
histolégica da reacdo tecidua local e imunohistoquimica para Kki67.
Resultados:Grupo 7 dias:O subgrupo controle apresentou exsudato rico em
fibrina, com leve presenca de células inflamatérias. O subgrupo da clorexidina
apresentou leve infiltrado inflamat6rio com neoformacéo vascular e fibroblastos.
O subgrupo Aloe vera, apresentou grande quantidade de fibras colagenase
acentuada migracdo de células polimorfonucleares para as proximidades dos
vasos sanguineos. Grupo 15 dias: o0 subgrupo controle apresentou leve
formacado de tecido de granulacdo e o subgrupo Aloe vera apresentou tecido
conjuntivo com poucas células inflamatorias e fibras colagenas
desorganizadas. O subgrupoclorexidinaapresentou moderado infiltrado
inflamatério. Em 30 dias todos o0s subgrupos apresentaram resultados
semelhantes, tendo os subgrupos Aloe vera e clorexidinamostrado rara

presenca de nucleos corados com  anticorpo  contra  ki-67.



Significancia:Conclui-se que o Aloe vera apresentou propriedades anti-
inflamatodrias e reparadoras que nos faz acreditar que 0 mesmo possa ser

indicado.



3.2. INTRODUCAO

O tecido pulpar é a parte vital de um dente e esta protegido das
substancias exogenas da cavidade bucal pelos outros tecidos dentarios: o
esmalte ou o cemento, juntamente com a dentina. Quando essa protecdo €
violada, por carie dentaria, traumas ou procedimentos restauradores invasivos,
o complexo dentino-pulpar se torna vulneravel ao microbioma bucal, o que

pode levar a uma doenga pulpar ou periapical [1,2].

Para evitar que essas patologias atinjam os tecidos periodontais, realiza-
se a terapia endodontica que elimina a maior parte das bactérias e produtos
bacterianos do sistema de canais radiculares pelo preparo quimico-mecanico.
Tais tratamentos tém se tornado cada vez mais eficazes devido as novas
técnicas e substancias utilizadas, porém, os indices de sucessos obtidos néo
sdo suficientes para dispensar o controle clinico e radiografico de um

tratamento endodontico apds sua finalizagéo[3-6].

Além disso, as variacfes presentes na anatomia interna do sistema de
canais radiculares podem interferir no sucesso da limpeza e desinfeccao dos
mesmos. Assim, em condi¢des clinicas, o preparo biomecéanico ndo elimina
por completo os microorganismos presentes, havendo necessidade da agcao de
uma medicagdo intracanal com efetiva atividade antimicrobiana. Um dos
materiais que tem sido amplamente utilizado para esse fim € o hidroxido de
calcio, devido as suas atividades: antimicrobiana, solvente de matéria organica,

indutora de tecido mineralizado e apoiadora a reparacéo tecidual [7,8].



Portanto, em dentes com lesdo periapicalfaz-se necessario o uso de
medicacao intracanal entre sessdes.O hidroxido de calcio € uma substancia de
grande alcalinidade, com pH 12,5, que é um meio desfavoravel para a maioria
dos patogénosendodonticamente relevantes, e sua capacidade de ceder ions
Ca aos tecidos, Ihe confere agao antimicrobiana e indutora de mineralizagéo.
Devido as suas propriedades antibacteriana, indutudora de mineralizacgéo,
biocompativel e antiinflamatoria, o hidroxido de célcio exerce atualmente um
papel de extrema importancia[9], como coadjuvante ao preparo quimico
cirargico do sistema de canais radiculares infectados.

Recentemente, a capacidade do hidréxido de célcio na erradicagédo
completa das espécies bacterianas do interior do sistema de canais radiculares
tem sido questionada. Estudos ex vivo mostraram que a dentina pode inativar a
atividade antibacteriana do hidréxido de calcio[10]e um estudo[11] mostrou que
a presenca de bactérias nos canais aumentou apdés a medicacdo de hidréxido
de célcio. Outros estudos indicaram que o hidréxido de célcio ndo eliminava as
bactérias de forma ideal, e que as culturas passaram de negativo para positivo

apos o uso da medicacao a base de hidréxido de calcio[12,13].

Objetivando ativacdo e melhoramento das propriedades do hidroxido de
calcio, ha uma diversidade de veiculos empregados como medicacao
intracanal, demonstrando a auséncia de consenso entre a substancia que deve
ser eleita para associar ao hidréxido de calcio pré-analise[14,15].

Dentre as vantagens que esses veiculos podem conferir ao hidroxido de
calcio estdo: o bom escoamento, radiopacidade satisfatéria e manutencdo do
pH, contudo esses materiais ndo podemafetaras propriedades bioldgicas, nem

interferir na dissociagao ibnica deste produto[16,17].



A Clorexidina é um dos materiais mais utilizados em conjunto com o
Ca(OH;) nos tratamentos endodonticos, podendo ser utilizada como um
irrigante ou medicagdo intracanal, devido a sua biocompatibilidade,
substantividade e ampla atividade antimicrobiana [16,17]. Porém, pesquisas
mostram que ela ndo é tdo eficaz associada ao Ca(OH;) quanto o este usado

de forma pura[18], o que abre espaco para a pesquisa de novas susbtancias

Buscando-se um veiculo que melhorasse as caracteristicas do hidréxido
de célcio e observando um crescimento mundial da fitoterapia, baseada no uso
de diferentes extratos de plantas, em programas de prevencdo e curativos,
surgem as espéciesde plantas dogéneroAloe(Liliaceae). Tal génerotem sido
extensivamente estudado, devido as suas propriedadesmedicinais, sendo a
Aloe vera uma das principais espécies. Esta
plantacontémsubstanciasbiologicamente ativas[21], capazes de proporciornar
propriedades anti-inflamatdrias, antibacterianas, antifingicas, hipoglicémicas e
antidiabéticas, imunomoduladoras, cicatrizantes e regenerativas[22,23,24].
Com isso, sua associacado ao hidréxido de célcio enriqueceria as propriedades

desse biomaterial.

Essas propriedades bioldégicas dos produtos naturais ja tém sido
testadas em diversos tecidos, com o intuito de se buscar auxilio no processo de
reparacdo tecidual[25]. Isso posto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
histolégica e imuno-histoquimicamente a biocompatibilidade de uma pasta
experimental composta de hidréxido de calcio associado a Aloe vera em tecido
subcutaneo de ratos, nos dando a possibilidade de identificar um novo veiculo
para o hidréoxido de célcio nas medicagfes intracanais, utilizando-se um

fitoterapico.






3.3. MATERIAIS E METODOS
3.3.1. Desenho do Estudo e Caracterizacao

O estudo caracterizou-se como sendo experimental, controlado,
randomizado e com leitura cega. Foi previamente aprovado pelo comité de
ética em experimentacdo animal da UFPI (034/13). Neste trabalho avaliou-se a
resposta inflamatoria do tecido conjuntivo subcutaneo de ratos. Os resultados
foram obtidos a partir da analise qualitativa (morfolégica, imuno-histoquimica) e
quantitativa (estatistica)dos tecidos, levando-se em consideracdo os seguintes
eventos histopatolégicos: infiltrado inflamatério, celularidade, vascularizacdo e
atividade macroféagica na cdpsula reacional. Os valores determinados para 0s
eventos histopatoldgicos sdo as médias encontradas nas é&reas pré-

determinadas para a afericdo dos mesmos.

3.3.2. Manipulagdo dos materiais

Tubos de polietileno foram obtidos conforme a metodologia estabelecida
por Sousa Costa[26], na qual se utiliza um tubo de polietileno com 0,8mm de
didametro interno seccionadoseqiencialmenteem intervalos de 10mm. Uma das
extremidades do tubo foi vedada com éster de Cianoacrilato gel
(SuperBonder®, Aachen, Alemanha) para que o material a ser utilizado nao
fosse extravazado. Em seguida os tubos foram autoclavados a uma
temperatura de 120°C durante 20 minutos. As pastas medicamentosas foram
obtidas de acordo com as seguintes proporcdes 3,0 g de hidroxido de calcio
para 1,75 ml de Aloe Vera, 1,75 de agua destilada ou 1,75 de clorexidina 2%.
Apos a manipulacdo das pastas, os tubos foram preenchidos com auxilio de

um |éntulo estéril compativel com o diametro interno do tubo de polietileno.



3.3.4. Animais utilizados e alocacao dos grupos

Para a realizagao dos testes de biocompatibilidade, foram selecionados
quarenta e cinco animais (Rattusnovergicus, Albinus, holtzman) fémeas,
adultas, com peso corporal variando entre 200 e 250g. Os animais usados na
pesquisa foram divididos em trés grupos maiores, com 15 componentes cada,
por tempo de agdo das substancias. No primeiro grupo, todos 0s animais
ficaram com os tubos por 30 dias, no segundo 15 dias, e no terceiro 7 dias.
Cada grupo, por sua vez, foi subdivido levando-se em consideracéo o tipo de
substancia utilizada, sendo 5 componentes para o subgrupo com Aloe Vera,

Clorexidina e Controle, respectivamente.

3.3.5. Procedimentos cirurgicos e eutanasia

Os animais foram anestesiados com Xilazina 5mg/Kg+50mg/Kg
deQuetamina misturados na mesma seringa, administrados
intramuscularmente no musculo quadriceps da coxa esquerda, com agulha de
dimensdo 25x5mm. Realizou-se a tricotomia da regido dorsal e posteriormente
antissepsia com lodopovidona. Foi feita uma incisdo transversal na regido
dorsal de cada animal, com aproximadamente 30 mm de extensao utilizando-
se uma lamina de bisturi nimero 15. Uma tesoura de ponta romba foi utilizada
para a divulsdo do tecido, criando desta forma uma loja cirdrgica estratégica
para implante do tubo de 20mm aproximadamente. Implantou-se no tecido
conjuntivo subcutaneo do rato o tubo de polietileno preenchido com as pastas
experimentais e controle com o auxilio de uma pinga porta agulha e uma pinca

de Adson. Apdés o implante, foi realizada a sutura adequada com fio de nylon



4.0 (Procare®). Ap6s o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos em
gaiolas unitarias, em boas condicbes de higiene e alimentagcdo com dieta
padréo do biotério, racdo (Labina® — Purina) e agua ad libidum. A analgesia foi
feita utilizando Acido Acetilsalicilico 100mg/Kg PO, a cada 4 horas. Em todos
os animais foi administrada uma dose profilatica de Pencivet®, antibidtico e

antiinflamatdrio de uso veterinario para prevenir qualquer infeccao nos tecidos.

Nos dias 7,15 e 30 dias pos-cirurgicos, respectivamente, os animais
foram eutanasiados com injecao intraperitoneal doanestésico Tiopental Sédico

na base de 100mg/Kg, em superdosagem.

3.3.6. Andlise histolégica

As pecas implantadas foram extraidas, com o cuidado de remover uma
margem de seguranga suficiente de aproximadamente 20mm entorno do tubo.
As pecas foram colocadas em recipiente contendo solugdo de formol
tamponado a 10% e apos fixacdo, as pecas foram incluidas em parafina. Os
cortes microscopicos foram feitos no tecido processado com 5um de espessura
e corados pelo método de Hematoxilina/Eosina. As reacgles
imunohistoquimicas foram realizadas com o KI-67 (proteina MKI67) para
avaliacdo da proliferacdo celular. Foi empregado o método da estreptavidina-
biotina para as reacfes imunohistoquimicas, conforme 0s passos descritos por
Soares et al, 2009[27]. A analise das laminas foi realizada por um Unico

patologista, com cegamento, por microscépico 6tico.



3.3.7. Andlise estatistica

Para a quantificacdo dos resultados histologicos, escores foram
atribuidos as caracteristicas morfolégicas encontradas, sendo estes
classificados em: 1) Intensidade do Infiltrado Inflamatorio Mononuclear; 2)
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear e 3) Neoformacédo do
conjutivo vascular. Os valores atribuidos foram: Ausente: 0, Leve: 1, Moderado:
2 e Severo: 3.

A andlise estatistica foi efetuada no software IBM SPSS Statistics 20. Os
testes ndo paramétricos utilizados na analise foram o teste de Wicoxon-Mann-
Whiteney ou simplesmente teste de Mann-Whitney, pois este é o teste néo
paramétrico adequado para comparar as funcdes de distribuicdo de uma
variavel medida em duas amostras independentes, e o teste de Kruskal-Wallis,
utilizado para testar se duas ou mais amostras provém de uma mesma
populacdo ou se de populacdes diferentes ou se, de igual modo, as amostras

provém de populagdes com a mesma distribuigdo.



3.4. Resultados

3.4.1 Achados Histoldgicos

A avaliacdo dos eventos histolégicos foi realizada por um dnico
observador, através da microscopia 6ptica, com aumentos de 100 e 200 vezes.

Os resultados obtidos da analise das laminas foram agrupados em trés
tabelas, segundo o0s seguintes eventos histopatoldgicos: intensidade do
infiltrado inflamatorio mononuclear, intensidade do infiltrado
inflamatériopolimorfonuclear e neoformacao conjuntivo-vascular.

Na andalise morfolégica, o subgrupo Controle de 7 dias apresentou
exsudato rico em rede de fibrina e com leve presenca de algumas células
inflamatérias (Figura 1A). Ja no subgrupo de 7 dias cuja substancia observada
foi a Clorexidina, observou-se leve infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares com areas de neoformacéo vascular e fibroblastos jovens
(Figura 2A). O subgrupo em que foi utilizada Aloe vera, no periodo pos-
cirurgico de 7 dias teve acentuada migracdo de células polimorfonucleares

proximo aos vasos sanguineos (Figura 3A).

Figural: Cortes histolégicos dos subgrupos controle segundo os tempos

estudados: A: 7 dias. B: 15 dias. C: 30 dias. Aumento 40x.




Por sua vez, o subgrupo Controle 15 dias apresentou nivel mediano de
formacdo de tecido de granulacdo com presenca de células fibroblasticas
jovens e neoformac&o vascular (Figura 1B), enquanto que o subgrupo de
Clorexidina 15 dias apresentou moderado infiltrado inflamatorio de células
polimorfonucleares com poucas areas de tecido de granulagéo (Figura 2B). Por
fim, no subgrupo Aloe vera 15 dias obteve-se leve formacdo de tecido de

granulacdo com poucas células fibroblasticas(Figura 3B).

Figura 2: Cortes histologicos do subgrupo clorexidinasegundo os tempos

estudados: A: 7 dias. B: 15 dias. C: 30 dias. Aumento 40x.

| ATV

Por fim, pela analise morfolégica, o subgrupo de Controle 30 dias
apresentou em todas as amostras tecido conjuntivo com moderada presenca
de infiltrado inflamatério, pouco tecido de granulacdo e fibroblastos difusos,
enquanto que o subgrupo Clorexidina 30 dias teve leve presenca de células
inflamatorias proximas a capsula fibrosa densa com tecido conjuntivo escasso
de fibras colagenas e o Aloe vera 30 dias apresentou tecido conjuntivo com
poucas de células inflamatérias e presenca de fibras colagenas

desorganizadas.



Figura 3: Cortes histoloégicos do subgrupo Aloe verasegundo 0s tempos
estudados: A: 7 dias. B: 15 dias. C: 30 dias. Aumento 40x.
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3.4.2. Anélise Descritiva

De acordo com a andlise estatistica dos dados obtidos né&o
houvediferenca estatisticamente significante entre os subgrupos de 7 dias com
relagdo a intensidade do infiltrado inflamatério mononuclear e a intensidade do
infiltrado inflamatério polimorfonuclear. Com relacdo a neoformacao conjuntivo-
vascular houve diferenca significativa entre os grupos estudados, sendo a
Clorexidina o subgrupo com melhor resultado neste quesito, considerando

p<0,05, como pode ser observado na Tabela 1

Tabela 1: Comparacdo entre as substancias no periodo experimental de 7

dias.
Grupo Escore Médio Desvio- Teste de Kruskall- P-valor
Padrao Wallis
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Mononuclear
Controle 1,20 0,477 2,8 0,247
Clorexidina 1,80 0,477
Aloe Vera 1,60 0,894
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear
Controle 1,00 0,000 0 1
Clorexidina 1,00 0,000
Aloe Vera 1,00 0,000
Neoformacao Conjuntivo-Vascular
Controle 1,00 0,000 10,182 0,006*
Clorexidina 1,80 0,477
Aloe Vera 1,00 0,000

*Estatisticamente significante



No perido experimental de 15 dias ndo houve diferenca significativa
entre os subgrupos nos quesitos intensidade do infiltrado inflamatério
mononuclear e neoformacdo conjuntivo-vascular. Entretanto, no subgrupo
clorexidina os valores foram maiores que nos outros subgrupos em relacdo a
intensidade do infiltrado inflamatoério polimorfonuclear, sendo este resultado

estatisticamente valido, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Comparacdo entre as substancias no periodo experimental de 15

dias.
Grupo Escore Médio Desvio- Teste de P-valor
Padrao Kruskall-
Wallis
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Mononuclear
Controle 2,00 0,000 2,8 0,247
Clorexidina 2,40 0,894
Aloe Vera 1,60 0,894
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear

Controle 1,00 0,000 7 0,03*
Clorexidina 1,60 0,548
Aloe Vera 1,00 0,000

Neoformacao Conjuntivo-Vascular
Controle 2,00 0,000 4,445 0,108
Clorexidina 1,80 0,447
Aloe Vera 1,40 0,548

*Estatisticamente significante

Apos 30 dias, as diferencgas histolégicas encontradas ndo se mostraram
estatisticamente relevantes, fato comprovado pelos dados apresentados na

Tabela 3.



Tabela 3: Comparacdo entre as substancias no periodo experimental de 30

dias.
Grupo Escore Desvio- Teste de P-valor
Médio Padrao Kruskall-
Wallis
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Mononuclear
Controle 1,00 0,000 2 0,157
Clorexidina 1,20 0,447
Aloe Vera 1,00 0,000
Intensidade do Infiltrado Inflamatério Polimorfonuclear
Controle 1,40 0,548 2 0,157
Clorexidina 1,20 0,447
Aloe Vera 1,80 0,447
Neoformacado Conjuntivo-Vascular
Controle 1,00 0,000 2 0,157
Clorexidina 1,20 0,477
Aloe Vera 1,00 0,000

3.4.2. Achados Imunohistoquimicos

Apos o teste de biocompatibilidade, foi realizada a analise
imunohistoquimica, através de rea¢gbes com o anticorpo contra Ki-67i (proteina
relacionada a proliferacéo celular). A avaliacdo da expressao do anticorpo Anti
ki67 foi determinada pela forte coloracdo acastanhada dos nucleos em
proliferagdo celular com uma maior reatividade de padrdao nuclear
principalmente nos tecidos inflamados. As marcagbes imunohistoquimicas
foram classificadas como ausente ou presente, e de acordo com o grau de

intensidade da imunoexpressao: rara, leve, moderada e acentuada.

A andlise de imagem da imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67
demonstrou que o subgrupo controle apds 7 dias do procedimento cirdrgico
mostrou a presenca rara de nudcleos em atividade proliferativa indicando

reduzida proliferagéo celular (Figura 4C).



O subgrupo clorexidina de 7 (Figura 4B) dias apresentou presenca
acentuada de nucleos em atividade proliferativa e fibras colagenas. O ultimo
subgrupo de 7 dias, no qual foi utilizado o Aloe vera, apresentou grande
quantidade de fibras, provavelmente fibras colagenas, e a presengca moderada

de nucleos mitéticos (Figura 4A).

Figura 4: Laminas mostrando a imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67
em amostras de Aloe vera, Clorexidina e Controle, nessa ordem, apos 7 dias.

Aumento 40x.
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Dentro do grupo de 15 dias, no subgrupo Controle observou-se a
presenca moderada de nucleos mit6ticos indicando moderada proliferacéo
celular, proximo a areas de neoformacédo vascular (Figura 5C). O subgrupo da
Clorexidina mostrou presenca acentuada de nucleos em atividade mitética
indicando intensa proliferagdo celular e remodelagdo inicial constatada pela
presenca de muitas fibras colagenas (Figura 5B). O do Aloe veraapresentou
leve presenca de nucleos proliferativos, além de numerosas fibras colagenas

(Figura 5A).



Figura 5: Laminas mostrando a imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67

em amostras de Aloe vera, Clorexidina e Controle, nessa ordem, apo6s 15 dias.

Aumento 40x.

apresentou moderada presenca de nucleos corados com anticorpo indicando

moderada proliferacéao celular(Figura 6C).

Figura 6: Laminas mostrando a imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67

emamostras de Aloe vera, Clorexidina e Controle, nessa ordem, apés 30 dias.

Aumento 40x.




3.5. Discusséao

A biocompatibilidade de um material endodéntico pode ser determinada
por meio de trés métodos: 1) avaliacdo do material testes de citotoxicidade,
estudo in vitro; 2) implantacdo subcutanea ou intra-0ssea do material, para
observar a reacéao tecidual local, e 3) avaliacdo de qualquer reacéo ao material
in vivo, através de ensaios pré-clinicos e clinicos. Enfatiza-se que a escolha de
um material endodontico deve ser fundamentada por suas propriedades

bioldgicas|[6].

O recurso escolhido para este trabalho foi o da implantagéo
subcutanea dos materiais estudados, seguida de posterior analise tecidual e
avaliagdo qualitativa e quantitativa dos resultados. As andlises basearam-se
em caracteristicas teciduais de inflamacéao, visto que o reparo normal de feridas
ocorre em trés estagios: inflamacado, proliferacdo e remodelacdo. O reparo
depende, ainda,da provisdo local de circulagdo, bem como da deposicado de
colageno[9]. Tais analises foramdo tipo histoldgica e imunohistoquimica com o

uso da imunorreacédo do Ki-67.

Comparando-se as amostras dos subgrupos em 7 dias, infere-se que o
Aloe vera e o Controle mostraram-se semelhantes, ambos em processo de
reparo, comprovado pela presenca da rede de fibrina no grupo controle e pela
migracao de células para areas com vasos sanguineos no grupo do Aloe vera,
capacidade também observada por Bruno et al[6]. Osubgrupo da clorexidina do
mesmo periodo experimental, porém, ja mostrou tragcos de neoformacédo
vascular, o que o coloca em um nivel de reparo mais avangado que 0S outros

dois subgrupos. Estatisticamente, essa superioridade da clorexidina foi



comprovada, sendo o0 Unico subgrupo com resultados significantes na variavel
neoformacdo conjuntivo-vascular (Tabela 1). Tal fato estd em concordancia
com os achados Tanomaru Filho e colaboradores em 2002, que apos
inoculacdo de solugdo de clorexidina a 2,0% em cavidade peritoneal de
camundongos constataram que esta teve caracteristicas biocompativeis

guando comparada com solucao de hipoclorito de sédio a 0,5%][28].

A andlise de imagem da imunorreatividade tecidual da proteina Ki-67
demonstrou que, o subgrupo controle apds 7 dias do procedimento cirirgico
mostrou a presenca rara de nucleos em atividade proliferativa indicando
reduzida proliferacdo celular. As mudancas, porém, ja sugiram no subgrupo
clorexidina de 7 dias a qual notou-se a presenca acentuada de nucleos em
atividade proliferativa e fibras colagenas, que esta associada a fibroplastia e
neoformacdo vascular, caracteristicas da fase reparadora do processo

inflamatério.

O JdUltimo subgrupo de 7 dias, no qual foi utilizado o Aloe vera,
apresentou grande quantidade de fibras, possivelmente fibras colagenas, e a
presenca moderada de nudcleos mitéticos, indicando moderada proliferacao
celular, que pode ser definida como o aumento do numero de células,
resultantes da finalizacdo do ciclo celular. A proliferacdo celular é controlada
pela diferenciacéo celular que constitui um processo biolégico complexo e vital
[29,30]. Numerosos processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo crescimento,
cicatrizacdo, reparo, hipertrofia, hiperplasia e desenvolvimento de tumores,
estdo relacionados com a proliferacdo celular. Sendo, os estudos nesta area

extremamente relevantes [31].



Os achados supracitados sugerem um processo de reparacéo tecidual
apos o processo inicial de inflamacdo nos subgrupos da clorexidina e no
controle. O reparo encontra-se reduzido no subgrupo da Aloe vera,
podendoindicarfinalizacdo de cicatrizagao e, nesse caso, demonstra o potencial

anti-inflamatério e cicatrizante do Aloe vera.

Dentro do grupo de 15 dias, a analise histologica do subgrupo Controle
apresentou um leve infiltrado neutrofilico, indicando uma ligeira inflamacéo
tardia, que néo foi considerada relevante para o resultado final, uma vez que foi
associada a presenca do tubo de polietileno no dorso do animalcausando a
irritacdo do tecido. Tal grupo também mostrou sinais avancados de reparo,

devido a presenca de células fibroblasticas jovens e neoformacéo vascular.

O subgrupo Aloe vera 15 dias, por sua vez, mostrou evolugédo quando
comparado ao subgrupo de 7 dias, apresentando agora tecido de granulacao e
células fibroblasticas, corroborandocom Mandelbaum e colaboradores, visto
que eles afirmaram que a formacado do tecido de granulacado faz parte da fase
proliferativa da cicatrizacdo, estadivida em trés subfases: 1) reepitelizacédo: que
ocorre pela migracdo de queratindcitos das bordas e anexos remanescentes; 2)
fibroplasia: na qual ocorre proliferacéo de fibroblastos e producéo de colageno,
elastina e outras proteinas e 3)angiogénese que ocorre paralelamente a

fibroplasia, onde os novos vasos dardo suporte a formacéo da nova matriz[32].

Na analise do subgrupo Clorexidina, no pos-cirargico de 15 dias,
encontrou-se moderado infiltrado inflamatorio de células polimorfonucleares
com poucas areas de tecido de granulacdo. Na analise estatistica, a

intensidade do infiltrado inflamatorio mononuclear, caracteristico de inflamacao



cronica, do subgrupo clorexidina mostrou-se relevante com relagdo aos outros
subgrupos, tal fato pode ser atribuido ao fato de a clorexidina apresentar alta
substantividade, segundo Quintas [33], portanto, impregnando-se nos tecidos e
causando um processo inflamatério tardio. Esse achado mostra que a
clorexidina com o passar do tempo pode tornar-se agressiva aos tecidos,
provavelmente por ser uma substancia com altasubstantividade[34], advinda de

sua natureza dicatidonica, segundo Zanatta[34].

Pela analise imunohistoquimica, dentro do grupo de 15 dias, no
subgrupo Controle observou-se a presenca moderada de ndcleos mitoticos
indicando moderada proliferacdo celular, préximo a areas de neoformacao
sugerindo fibroplastia e neoformacédo vascular. O subgrupo da Clorexidina
mostrou presenca acentuada de ndcleos em atividade mit6tica indicando
intensa proliferacéo celular e remodelacéao inicial constatada pela presenca de
muitas fibras colagenas. Isto indicou que o tecido ainda estava passando pelo
processo de inflamacdo, porém no final deste, ja podemos encontrar

caracteristicas da fase final de reparacéo.

O do Aloe vera, mais uma vez, apresentou leve presenca de nucleos
proliferativos, além de muitas fibras colagenas indicando baixa proliferacao
celular e remodelacdo. Novamente, isto indicaa capacidade anti-inflamatoria do
Aloe vera, ja que o grupo controle, antes em inflamac&o inicial, evoluiu para um
qguadro de inflamacéo tardia, apesar de leve, enquanto que o tecido no qual foi
utilizado o Aloe mostra um quadro de tecido em reparagdoe evolugdo do

inflamatorio, bem como indicios de remodelacao.



No grupo de 30 dias, foi visto no subgrupo controle e no subgrupo
Aloevera,tecido conjuntivo com moderada presenca de infiltrado inflamatério,
pouco tecido de granulacédo e fibroblastos difusos. No subgrupo clorexidina,
leve presenca de células inflamatorias proximas a capsula fibrosa densa com
tecido conjuntivo escasso de fibras colagenas. Ou seja, apés 30 dias o0s
resultados s&o todos similares, com predominancia de aspectos de
regeneracdo e/ou pouca inflamacdo. Diferenca estatisticamente relevante
também ndo foi encontrada. O longo tempo de espera, independentemente da
amostra, foi suficiente para reparar as irritacdes que possam haver existido

naquele local.

Imuno-histoquimicamente, os subgrupos de 30 dias Aloe vera e
Clorexidina, mostraram presenca leve de nucleos corados com anticorpo contra
ki-67i indicando baixa proliferagdo celular, demonstrando a finalizacdo da

reparacao tecidual.

O subgrupo controle ainda apresentou moderada presenca de nucleos
corados com anticorpo indicando moderada proliferacdo celular, demonstrando
menor velocidade de reparacdo se comparado aos outros subgrupos. Os
resultados do grupo de 30 dias mostraram escores maiores no subgrupo Aloe
vera, que pode estar relacionada a uma inflamacdo tardia, porém esta
diferenca nap foi estatisticamente significante. Os outros

subgruposdemonstraramo reparo tecidual das areas de interesse.

Quanto ao uso do Aloe vera nos tratamentos endodonticos, deve-se ter
em mente que 0 processo patogénico das doencas intrarradiculares envolve

muitos eventos infecto-inflamatorios capazes de estimular a geracdo de



moléculas, tais como interleucinas, prostaglandinas, metaloproteinases,
conduzindo a ativagdo da resposta inata e especifica, determinante de maior

ou menor progressao da doenca nos tecidos periapicais[35,36].

Para o tratamento ser considerado ideal, busca-se uma substancia
quimica capaz de ter boa tolerancia tecidual, auxiliar no processo de reparo,
dissolver debris no interior do sistema de canais e produzir efeito
antimicrobiano[16,34]. O Aloe vera dispde de algumas propriedades
compativeis com o0s requisitos descritos; assim, além de ter acédo
antimicrobiana, pode auxiliar no processo de cicatrizacdo do peridpice, de
forma semelhante ao que ocorre em outros tecidos, como os tecidos epitelial e

conjuntivo [24,36,38].

A biocompatibilidade do Aloe é outro fator que contribui para a
sushtanciaapresentar resultados satisfatérios. Sao varios os trabalhos como o
de Maenthaisong[39], sobre cicatrizacdo de queimaduras usando aloe vera, e

estes ratificam essa propriedade.

Portanto, neste trabalho também foi testada a biocompatibilidade do
Aloe vera, por método histo-morfolégico e imuno-histoquimico, e os resultados
sugerem que tal substéncia apresente tal caracteristica, jaA estudada
anteriormente por Bruno[6]. Tais resultados encontrados deverdo servir de
base para que outros experimentos sejam realizados e o Aloe vera possa ser

utilizado como veiculo para o hidroxido de calcio nas medicacgfes intracanais.



3.6. Conclusdes

Nesse estudo o fitoterapicoAloe vera apresentou propriedades anti-
inflamatodrias e reparadoras que nos faz acreditar que 0 mesmo possa ser
indicado, corroborado por outros estudos futuros como um importante material

a ser utilizado nas terapias endodonticas.
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flora brasileira, pelo fato de serem biocompativeis e apresentam baixo custo,

podendo, inclusive, ser utilizados no servi¢o de saude publica do pais.
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ANEXO 1

PRANCHA |: PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

A: Fotografia mostrando o0 momento da anestesia intramuscular. B: Fotografia
mostrando o dorso do animal apds a tricotomia e no momento da anti-sepcia
com Alcool lodado. C: Local da cirurgia devidamente limpo e isolado. D:

Medicamentos utilizados durante os procedimentos cirargicos.



02: A: Fotografia mostrando o incremento de Hidroxido de Calcio e a porcéo de
Aloe Vera, devidamente medidas para a posterior manipulacdo. B: Tudo de
polietileno ja preenchido com a pasta. C: Momento da insercédo do tubo na loja
subcutédnea criada no animal. D: Fotografia mostrando o tubo alojado

subcutaneamente, momentos antes da sutura.
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value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the
embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its final and
fully citable form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which
should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained
where an author wishes to include case details or other personal information or images of patients and
any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author and
copies of the consents or evidence that such consents have been obtained must be provided to Elsevier
on request. For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal
Information of Patients or other Individuals, https://www.elsevier.com/patient-consent-policy. Unless
you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal
details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materials (including
all illustrations and videos) must be removed before submission.
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Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/dema/.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Embedded math equations

If you are submitting an article prepared with Microsoft Word containing
embedded math equations then please read this related support information
(http://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/302/¢/10528/supporthub/publishing).

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

This must be presented in a structured format, covering the following subjects, although actual
subheadings should not be included:

* succinct statements of the issue in question;

» the essence of existing knowledge and understanding pertinent to the issue (reference);

» the aims and objectives of the research being reported relating the research to dentistry, where
not obvious.

Materials and methods

« describe the procedures and analytical techniques.

* only cite references to published methods.

« include at least general composition details and batch numbers for all materials.
« identify names and sources of all commercial products e.g.

"The composite (Silar, 3M Co., St. Paul, MN, USA)..."

"... an Au-Pd alloy (Estheticor Opal, Cendres et Metaux, Switzerland)."

» specify statistical significance test methods.

Results

« refer to appropriate tables and figures.

« refrain from subjective comments.

* make no reference to previous literature.
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» report statistical findings.

Discussion

« explain and interpret data.

» state implications of the results, relate to composition.
« indicate limitations of findings.

« relate to other relevant research.

Conclusion (if included)
* must NOT repeat Results or Discussion
* must concisely state inference, significance, or consequences

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract (structured format)

* 250 words or less.

« subheadings should appear in the text of the abstract as follows: Objectives, Methods, Results,
Significance. (For Systematic Reviews: Objectives, Data, Sources, Study selection, Conclusions). The
Results section may incorporate small tabulations of data, normally 3 rows maximum.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum
85 characters, including spaces, per bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for
examples.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.
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Keywords

Up to 10 keywords should be supplied e.g. dental material, composite resin, adhesion.
Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page

of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Embedded math equations

If you are submitting an article prepared with  Microsoft Word containing
embedded math equations then please read this related support information
(http://support.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/302/).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:
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* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services
to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images
accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-
style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available,
where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit
the website to find out more.

Captions to tables and figures

« list together on a separate page.

* should be complete and understandable apart from the text.

« include key for symbols or abbreviations used in Figures.

« individual teeth should be identified using the FDI two-digit system.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References

References

Must now be given according to the following numeric system:

Cite references in text in numerical order. Use square brackets: in-line, not superscript e.g. [23]. All
references must be listed at the end of the paper, double-spaced, without indents. For example: 1.
Moulin P, Picard B and Degrange M. Water resistance of resin-bonded joints with time related to alloy
surface treatments. J Dent, 1999; 27:79-87. 2. Taylor DF, Bayne SC, Sturdevant JR and Wilder AD.
Comparison of direct and indirect methods for analyzing wear of posterior composite restorations.
Dent Mater, 1989; 5:157-160. Avoid referencing abstracts if possible. If unavoidable, reference as
follows: 3. Demarest VA and Greener EH . Storage moduli and interaction parameters of experimental
dental composites. J Dent Res, 1996; 67:221, Abstr. No. 868.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

AUTHOR INFORMATION PACK 3 Feb 2016 www.elsevier.com/locate/dental 10



Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all products
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero (https://www.zotero.org/), as
well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/dental-materials

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1]3. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13.03.03).

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
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https://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
https://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch
off the '"Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

e Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

« References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

« Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.
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Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with 25 free paper offprints, or,
alternatively, a personalized link providing 50 days free access to the final published
version of the article on ScienceDirect. This link can also be used for sharing via
email and social networks. For an extra charge, more paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies of
multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple articles
within a single cover (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track
your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact
Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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