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m RESUMO: No tecido conjuntivo subcuténeo de 20 ratos foram implantados tubos de polietileno
preenchidos com o cimento do dxido de zinco e copaiba (Grupo I) e éxido de zinco e eugenol (Grupo
Controle IT). Decorridos os periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, bidpsias foram realizadas e as pegas cirdrgicas
foram cortadas seriadamente e coradas com hematoxilina e eosina. Aos 7 dias para o Grupo I, houve
discreta presenca de células inflamatérias, necrose de contato e degradacédo de fibras colagenas, ndo
sendo observada a presenca de neutréfilos ou de células gigantes. O cone capsular formado junto a
abertura tubular apresentou discreta amplitude. Todos estes eventos histopatologicos foram ligeira-
mente superiores para o Grupo II nos primeiros periodos. Com o decorrer dos periodos, para os
dois grupos, todos os eventos analisados reduziram em quantidade, e no ultimo periodo o tecido
conjuntivo da 4drea principal de andlise apresentava caracteristicas histolégicas de normalidade,
permanecendo o tubo de polietileno totalmente envolto por um tecido fibroso denso. Estes achados
sugeriram que o material do Grupo 1 (OZ copaiba) foi menos irritante que o material do Grupo II
{(controle), quando implantados no tecido conjuntivo subcutaneo do rato.

m PALAVRAS-CHAVE: Materiais biocompativeis; balsamo de copaiba; cimento de 6xido de zinco e
eugenol.

Introducao

A vpartir de 1980, a Federation Dentaire Internationale (FDI) preconizou a
necessidade de uma série de testes para avaliagdo dos materiais odontologicos,?! a
fim de que fosse permitido o seu uso em seres humanos.
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Desta maneira, procuramos, neste trabalho, dar inicio ao estudo da biocompa-
tibilidade de uma mistura de 6xido de zinco e éleo de copaiba, usando como controle
0 ¢xido de zinco e o eugenol.

A copaiba é uma planta medicinal cujo nome cientifico é Copaifera L., perten-
cente a familia Leguminosae caesalpinioideae. Possui varias sinonimias populares,
como, por exemplo: Amarante, Balsamo de Copaiba, Copaiba Verdadeira € outras. O
seu habitat é terrestre e sua ocorréncia geogréafica faz-se no Amazonas, Para, Piaui,
Minas Gerais e Bahia, podendo ser encontrada em outros paises, como Venezuela,
Colémbia, Sdo Salvador, Antilhas e Africa Tropical.!

A parte empregada desta arvore, que pode atingir de 18 a 20 m de altura, é a
casca e o lenho dos quais é extraido um éleo-1esina, cuja composigdo contém esséncia
(40% a 50%) e resina (40% a 60%).5 Possui sabor amargo, sendo comercializado com outros
nomes (Maranhio Good Bright). As propriedades terapéuticas que sdo dadas pela resina
da copaiba sfo inimeras — antiblenorragica, cicatrizante, antitetanica, usada no trata-
mento da dermatose e coriza, anti-séptica —, mas em altas doses pode provocar diarréia,
vomito, nausea e exantema particular.! Este 6leo-resina ¢é eliminado do corpo humano
pela mucosa pulmonar e pelosrins.” A dose média de copaiba é, segundo Youngken,#
de 2 a 6 g/dia em forma de capsula. A copaiba também apresenta acao antiinflamatéria
e analgésica, tendo ainda atividade bactericida expectorante e diurética.?

Na odontologia, o cimento de o6xido de zinco e eugenol (OZE) tem como
principais aplicagbes clinicas a cimentacdo temporaria de proteses, restauragéo
temporéaria de dentes e forramento de cavidades profundas. 2! A toxicidade do
cimento de 6xido de zinco-eugenol é geralmente atribuida ac eugenol.?® Além disso,
Lindquist & Otteskog!” demonstraram que 0 eugenol € citotoxico e provoca reagdes
adversas em animais experimentais e em seres humanos. De acordoc com Costa et
al.,® o cimento de éxido de zinco mais a pasta de antibidtico s&o menos irritantes ao
tecido conjuntivo de rato que o 6xido de zinco-eugenol nos periodos iniciais de estudo,
sendo esta pasta usada em pulpotomia de dentes deciduos. Costa et al.? relataram
ainda, em 1993, que o cimento de OZE sera mais irritante ao tecido conjuntivo pulpar
guanto mais fluido for o cimento e quanto mais envelhecido for o eugenol.

Esta pesquisa é indicada pela FDI como preliminar na seqiéncia de testes de
biocompatibilidade e tem como objetivo analisar de forma comparativa as reagdes de
tecido subcutaneo de rato, provocadas por um cimento de 6xido de zinco e copaiba,
usando como controle o OZE. Desta maneira, talvez seja possivel substituir o eugenol
do cimento de OZE pela copaiba, aproveitando a possivel acéo menos irritante deste
6leo e suas inumeras propriedades terapéuticas.

Material e método

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman) machos, pe-
sando em média 250 g, os quais, apos anestesia com hidrato de cloral a 10% (0,4 ml
do anestésico para cada 100 g de peso do rato por via intraperitoneal), foram fixados
em mesa operatoria.
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Apds tricotomia na regido dorsal, foi feita a anti-sepsia do campo operatdrio com
tintura de merthiolate 1:100. Na linha média, eqiiidistante da inser¢ao da cauda e da
cabeca do animal, foi feita uma incisdo de aproximadamente 6 mm de comprimento,
e o0 tecido subcutaneo divulsionado lateralmente com tesoura de ponta romba,
formando duas lojas cirurgicas, uma a cada lado da inciséo, com aproximadamente
2,5 cm de profundidade.

Completadas as lojas cirtrgicas, os materiais em teste foram introduzidos em
tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de didmetro interno, os quais
tiveram uma das extremidades fechada a quente, tomando-se cuidado para evitar
bolhas e extravasamento.

O cimento de 6xido de zinco e copaiba (Grupo I} foi preparado da seguinte
maneira: numa placa de vidro, foram colocados 1 gota de éleo de copaiba (0,03 ml) e
30 mg de 6xido de zinco; entdo, os materiais foram espatulados durante 60 segundos,
resultando uma -pasta densa, a qual foi inserida no tubo de polietileno. Este foi
introduzido, com auxilio de uma pinga clinica, na loja cirdrgica do lado direito. Na loja
cirurgica esquerda, foi introduzido um tubo de polietileno preenchido com o6xido de
zinco e eugenol (Grupo II), cuja preparacdo da pasta seéguiu a mesma pIopoIgao e
tempo de espatulacéo realizados para o material do Grupo 1.

As bordas das feridas foram suturadas com agulhas montadas 1,7 ¢m com fio
de seda 3-0.

Todo o material cirtrgico foi esterilizado em estufa a 170°C durante 1 hora,
enquanto os tubos de polietileno foram autoclavados a 100° C durante 20 minutos.

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais e alimentados com racao
balanceada e agua ad Iibitum. Decorridos 7, 15, 30 e 60 dias ap6s a cirurgia, cinco
animais em cada periodo foram anestesiados por inalagao de éter sulfirico, novamente
tricotomizados, e a area do implante dissecada, abrangendo suficiente tecido normal
circunjacente.

As pecas foram fixadas em solucao de formalina a 10% durante 24 horas, lavadas
em agua corrente pelo mesmo periodo de tempo e, em seguida, desidratadas e
incluidas em parafina. Posicionados os blocos no micrétomo, estes foram desbastados
até se encontrarem os tubos de polietileno, que, apds seccionados ao meio, tiveram
as duas partes cuidadosamente removidas. Em seguida, 0s espacos anteriormente
ocupados pelos tubos foram preenchidos com parafina e foram obtidos cortes seriados
de 6 um de espessura, sendo corados com hematoxilina e eosina. No exame ao
microscopio optico, procuramos comparar, de acordo com os varios periodos estuda-
dos, os seguintes eventos histologicos provocados pelas pastas junto a abertura
tubular: necrose, neutréfilos, células inflamatdrias mononucleares, células gigantes,
fibroblastos e organizacdo da capsula junto a abertura tubular, graduando estes
achados histopatoldgicos em nao-significante, discreto, moderado e intenso.
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Resultado

7 dias - Neste primeiro periodo de andlise, para o OZ — copaiba (Grupo I)
ocorreu uma discreta reagdo inflamatoéria com predominio de células inflamatérias
mononucleares; para o ZOE (Grupo II), a reacgéo local foi discreta/moderada. As areas
de degradacgao de coldgeno e necrose de contato foram discretas, semelhantes para
ambos 0s materiais em teste, nao sendo cbservados neutréfilos e células gigantes na
4rea principal de andlise. O cone capsular formado junto a abertura tubular foi
ligeiramente maior no Grupo II, sendo classificado como discreto/moderado, enquanto
para o Grupo I, foi discreto (Figuras 1 e 2).

15 dias - Neste tempo de observagdo, os cortes histoldgicos revelaram
presenca de poucas células inflamatorias de predominio mononuclear para o GrupoI,
enquanto para o Grupo I, esta reacio permaneceu discreta, ndo sendo determinados
células gigantes e neutrofilos na regido. Poucas areas de degradacgédo de colageno e
necrose de contato foram observadas no cone capsular. De um modo geral, os eventos
histopatologicos analisados regrediram de intensidade quando se comparou com o
periodo anterior, ¢ mesmo ocorrendo com O cone capsular, o qual regrediu para
ambos os materiais em teste, mas sendo ligeiramente mais amplo para o Grupo 11
(Figuras 3 e 4).

30 dias - Neste pericdo de analise, ocorreu presenca de poucas células
inflamato6rias mononucleares junto a abertura do tubo, ¢ que ndo permitiu caracterizar
uma reacao inflamatéria. O cone capsular regrediu, formando uma céapsula fibrosa
densa com algumas células inflamatérias de permeio; essa capsula mantinha contato
com aquela formada na superficie lateral do tubo. O tecido conjuntivo adjacente
apresentou numerosos fibroblastos e fibras coldgenas entrelacados em meio a poucas
células inflamatdérias mononucleares. Nao foram determinados 0s seguintes eventos:
areas de degradacao de coldgeno, necrose de contato, células gigantes e neutrofilos.

O quadro histolégico acima descrito foi observado para as ldminas do Grupo 1I,
enquanto para o Grupo I, as caracteristicas teciduais foram semelhantes; na capsula
fibrosa ndo foram observadas células inflamatérias (Figura 5).

60 dias - As caracteristicas histolégicas determinadas neste tempo de
observagao foram semelhantes ao periodo anterior para os dois grupos em estudo;
0 tecido conjuntivo junto a abertura tubular ndo apresentou células inflamatorias
que pudessem caracterizar reagédo inflamatéria, estando, desta forma, normal. O
tubo de polietileno estava totalmente envolvido por uma céapsula fibrosa densa
(Figura 6).
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FIGURA 1 - OZ - Copaiba - 7 dias. Tecido conjuntivo junto a abertura tubular, apresentando discretas células
inflamatérias de predominio mononuclear (3# ) em meio a escassas areas de degradagio de coldgeno (A ) e necrose
de contato (% ). H/E; Zeiss, 185x.

FIGURA 2 - OZ - Eugenol - 7 dias. Sao vistas regides de necrose de contato (#), com presenga discreta/moderada de
células inflamatérias mononucleares em meio a fibroblastos, fibras coldgenas e discretas éreas de degradagao de
colageno. H/E; Zeiss, 64x.

FIGURA 3 - OZ - Capaiba - 15 dias. Area de tecido conjuntivo junto a abertura tubular, apresentando crganizagio
de fibras colagenas e fibroblastos, tendendo a formar uma capsula fibrosa (%). Em meio a este tecido sao vistas
poucas células inflamatérias. H/E; Zeiss, 235x.

FIGURA 4 - OZ - Eugenol - 15 dias. Presenga de fibras coldgenas e fibroblastos se organizando para formar uma
capsula fibrosa densa que mantém continuidade cormn a superficie lateral do tubo (l). O tecido conjuntivo junto &
abertura tubular apresenta discretas células inflamatérias. H/E; Zeiss, 125x.

FIGURA 5 - OZ - Copaiba — 30 dias. Capsula fibrosa densa junto a abertura tubular, com o tecido conjuntivo adjacente
apresentando fibras colagenas e fibroblastos entrelagados. H/E; Zeiss, 235x.

FIGURA 6 - OZ - Eugenol - 60 dias. Tecide conjuntivo junto a abertura capsular semelhante aquele visto na figura
anterior. H/E; Zeiss, 235x.
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Discussao

A analise dos resultados obtidos no presente trabalho permitiu determinar que
o cimento de éxido de zinco e copaiba (Grupo I) promoveu menor acio irritante sobre
0 tecido conjuntivo subcutaneo do rato, quando comparado com o 6xido de zinco e
eugenol (Grupo II), melhor determinado nos dois primeiros periodos de observagéo.
Com o decorrer do tempo, 08 eventos histoldgicos tenderam a regredir, e, no ukimo
periodo, para os dois grupos em estudo, o tecido conjuntivo junto a abertura tubular,
area principal de analise, apresentava caracteristicas histologicas de normalidade,
com o tubo de polietileno totalmente envolvido por uma cépsula fibrosa densa, livre
de células inflamatérias.

A Federation Dentaire Internationale (FDI) estandartizou uma série de testes para
0s materiais odontologicos, dividindo-os em: Nivel, Il e Ill. Dentro destas indicagdes,
escolhemos o teste de implantagdo em tecido conjuntivo subcutaneo do dorso derato,
pois este animal possui alta resisténcia,’® inclusive contra infecgbes, é de facil
manipulacdo® e permite uma andlise preliminar da possivel acdo irritante dos
materiais em teste.

0 oxido de zinco é um material encontrado na forma de p6, que, segundo Meryon
& Jakeman,!8 é o principal agente irritante da mistura de ZOE. Por outro lado, Berman
& Massler? relataram que o ion zinco € aparentemente antiinflamatorio in vivo e
promove o processo de cura.

Segundo Langeland & Langeland; Rodrigues et al.? e Barkin et al.,? 0 eugenol

“é o principal agente irritante do cimento de OZE, chegando este ultimo autor a relatar

que o liquido pode promover necrose tecidual, dermatite de contato ou, ainda, uma
verdadeira reacéo alérgica medicamentosa. Costa et al.,2 em 1993, realizaram um
trabalho de pesquisa, em que os cimentos de OZE foram preparados variando a
proporgao pd/liquido e o tempo de envelhecimento do eugenol; concluiu-se que o
cimento de ZOE menos denso, cujo eugenol era envelhecido, foi o material mais
_irritante quando aplicado sobre o tecido pulpar de molares de rato.

Desta maneira, procuramos substituir o eugenol, substancia indicada por Glass
& Zander! como terapéutico e analgésico local, por um 6leo que, segundo a medicina
folclérica do Brasil, paises da Ameérica do Sul e da Africa, apresenta as seguintes
propriedades terapéuticas: antiinflamatério, anti-séptico, bactericida, diurético, der-
matologico e expectorante. 45121622 por outro lado, Fernandes et al.'° relataram em 1992
que o LD50 do 6leo de copaiba é de 3.090 mg/kg, sugerindo que este 6leo, quando
usado por via oral, n&o é tdo seguro quanto sugere a medicina folclérica. Todavia, no
caso do cimento de 6xido de zinco e copaiba, a propor¢do do 6leo/pd usado foi de
0,03 ml para 30 mg; a quantidade de cimento preparado seria suficiente para realizar
um capeamento pulpar, obturacdo de canais radiculares ou forramento cavitario.

Esta claro que as indicagdes ora descritas para o uso deste novo cimento
precisam ser confirmadas por meio de uma seqiiéncia de novos trabalhos com o
material em teste, agora nos demais niveis de pesquisa, como indica a FDI. Quanto
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a outras indicagdes, tais como cimentag¢do proviséria de coroas e restauragdo provi-
séria de cavidade dentdria, trabalhos sobre resisténcia mecénica do material sdo
Necessarios.

Desta forma, esta pesquisa deu inicio a uma série de outras para se utilizar o
6leo de copalba como um material odontoldgico apresentado na forma de cimento
quando misturado com 6xido de zinco. Todavia, as propriedades do éleo devem ser
melhor esclarecidas, pois, segundo Fernandes et al.,'° a primeira agdo farmacologica
descoberta do 6leo de copaiba foi a sua propriedade antiinflamatoria, mas nao foi
possivel determinar qual componente do éleo € responsavel por esta propriedade.

Provavelmente, quando em contato com o tecido conjuntivo subcutaneo dorato,
o cimento em estudo apresentou melhores resultados iniciais por promover menor
acdo irritante, em decorréncia das propriedades antiinflamatorias jd conhecidas do
oxido de zinco e, principalmente, pela uniao deste po6 & copaiba, relatada como sendo
também antiinflamatodria.4® Desta forma, foi substituida uma substancia analgésica e
bactericida (eugenol) por outra (copaiba) que possui, além destas propriedades, outras
ja citadas no texto.

Assim, apés andlise dos resultados desta pesquisa, foi possivel concluir, dentro
das condicdes experimentais, que o cimento de éxido de zinco e copaiba foi menos
irritante do que o cimento de 6xido de zinco e eugenol, quando implantados em
contato direto com o tecido conjuntivo subcutaneo do rato. Este achado nos estimula
a dar continuidade ao estudo deste novo material em desenvolvimento.
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u ABSTRACT: The biocompatibility of a zinc oxide-copaiba (Group I- ZOC) and zinc oxide-eugenol (Group
II- Control-ZOE) was studied after subcutaneous implantation in rats. The implants, poliethylene tubes
filled with the cements, were inserted into dorsal surgical pockets of 20 rats, and the animals sacrificed
7, 15, 30 and 60 days after. Serial sections of the skin, stained with H/E, showed in the first period
(7 days) that the ZOC promoted a mild inflammatory reaction, contact necrosis and collagen degradation.
These histopathological events were more severe in Group II. During the experiment, the subcutaneous
tissue presented tendency for healing, with organization of a fibrous capsule surrounding the tubes in
both Groups. It was concluded that ZOC was less irritant than ZOE, when implanted in subcutaneous
tissue.

m KEYWORDS: Biocompatible materials; copaiba balsam, zinc oxide-eugenol cement.
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