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Resumo
Introducdo: a mucosa bucal é susceptivel a lesdes de origem externa ou interna, causados por diferentes agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos. Varios sdo os medicamentos testados para o tratamento das lesées da mucosa bucal.
Objetivo: o propdsito deste trabalho foi avaliar, microscopicamente em ratos, a reacdo do tecido conjuntivo
subcutdneo ao implante de Hipoglos®. Material e Método: foram realizadas, no dorso de 15 animais incisdes
medindo 1 cm cada, com distancia entre elas de 3 cm. A partir dai, dois grupos experimentais foram constituidos:
Grupo | — Controle (tubo de polietileno vazio); Grupo Il - Hipoglés® (tubo de polietileno contendo Hipoglos®),
considerando os periodos de 7, 15 e 21 dias, com cinco animais em cada um. Resultados: na andlise histoldgica, o
Grupo Il (Hipoglos®) mostrou ainda células inflamatérias aos 21 dias, apesar de estatisticamente esse grupo ter
apresentado melhores resultados quando comparado ao grupo | (Controle). Conclusdo: em razdo dos seus
componentes e da semelhanca de resposta inflamatéria com o grupo controle, a pomada Hipogl6s® mostrou-se
biocompativel em tecido conjuntivo subcutaneo de ratos e abre a perspectiva para a realizacdo de outras pesquisas.
Descritores: Vitamina A; Vitamina D; Oxido de Zinco; Tecido Conjuntivo.

Abstract

Introduction: the oral mucosa is susceptive to lesions due to external or internal origin, caused by physical, chemical
or biological agents; different drugs have been tested to treat the oral mucosa lesions. Objective: the purpose of this
study was to evaluate microscopically in rats, the reaction of the subcutaneous connective tissue to implant
Hipoglés®. Material and Methods: it was performed on the back of the 15 animals incisions measuring 1 cm each,
with a distance between them of 3 cm. From there, two groups were formed: Group | - control (empty polyethylene
pipe); Group Il - Hipoglds® (polyethylene tube containing Hipoglds®), considering the periods of 7, 15 and 21 days,
five animals in each. Results: in the histological analysis, the Group Il (Hipogl6s®) also showed inflammatory cells
at 21 days, although statistically this group presented better results when compared to group | (control). Conclusion:
the components of the Hipoglés® showed similar inflammatory response to the control group, it proved to be
biocompatible in subcutaneous connective tissue of rats and opens the possibility to carry out further research.
Descriptors: Vitamin A; Vitamin D; Zinc Oxide; Connective Tissue.

Resumen

Introduccion: la mucosa bucal es susceptible a lesiones de origen externa o interna, causados por diferentes agentes
fisicos, quimicos y bioldgicos. Varios medicamentos han sido estudiados para el tratamiento de lesiones en la mucosa
bucal. Objetivo: el propdsito de este trabajo fue evaluar, microscopicamente la reaccion del tejido subcutaneo el
implante de Hipoglés®. Material y Método: fueron realizadas 2 incisiones de 1centimetro cada una, a una distancia de
3 centimetros entre ellas, en el dorso de 15 animales. Los animales fueron divididos en dos grupos experimentales:
Grupo | — Control (tubo de polietileno vacio); Grupo Il - Hipoglés® (tubo de polietileno con Hipoglos®),
considerando los periodos de 7, 15 e 21 dias, con cinco animales en cada uno. Resultados: en el analisis histologica,
el Grupo Il (Hipoglds) mostro células inflamatorias a los 21 dias, no obstante este grupo presento mejores resultados
estadisticamente, al ser comparado con el grupo | (Controle). Conclusion: la respuesta inflamatoria obtenida en este
estudio, con relacion al Hipoglos® fue similar al del grupo control, lo que indica la biocompatibilidad de esta pomada
con relacién al tejido conjuntivo subcutdneo en ratones y abre la perspectiva para la realizacion de otras
investigaciones.

Descriptores: Vitamina A, Vitamina D, Oxido de Zinc, Tejido Conectivo.
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INTRODUCAO

A mucosa bucal, ndo raro, € susceptivel a varios
traumas de origem externa ou interna, causados por diferentes
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos™. Como resultado
dessa agressdo instala-se uma reacdo inflamatoria,
desencadeando os sinais e sintomas decorrentes desse
processo tais como: calor, rubor, tumor, dor e, muitas vezes,
perda da funcéo®.

Véarios sdo o0s medicamentos utilizados para o
tratamento das lesdes da mucosa bucal. No que se refere a via
de administracdo, opta-se, quando possivel, pelos
medicamentos topicos objetivando prevenir ndo sé efeitos
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colaterais, como também possiveis reaces adversas>>.

Dessa forma, a pomada Hipoglos®, um dos
medicamentos  topicos mais tradicionais no  pais,
apresentando em sua formulacdo agente ativos como as
vitaminas A (retinol) e D (colecalciferol), além do oOxido de
zinco, torna-se uma opc¢do possivel de utilizacdo na
odontologia pelas caracteristicas farmacologicas das
substancias que a constituem.

A vitamina A, também conhecida pela designacdo de
retinol, € um alcool primario, polietilénico e lipossoluvel,
apresentando grande capacidade reativa®. O termo retinoide
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se refere ao retinol ou aos seus derivados de ocorréncia
natural e analogos sintéticos, que ndo apresentam
necessariamente atividade semelhante a do retinol. A
vitamina A desempenha papel essencial na visdo,
crescimento, desenvolvimento do 0sso, desenvolvimento e
manutencdo do tecido epitelial, processo imunologico e
reproducéo”.

A vitamina D, proveniente da sintese em animais,
denominada colecalciferol ou vitamina Ds°, tem papel
essencial na homeostase. Classicamente, ela € necesséria para
a absorc¢édo do calcio e do fosforo no intestino grosso, para a
sua mobilizacdo a partir dos 0ssos e para a sua reabsor¢do nos
rins. Através destas trés fungdes, a vitamina D tem um papel
importante em assegurar o funcionamento correto dos
masculos, nervos, coagulacdo do sangue, crescimento celular
e utilizacdo de energia. Tem sido proposto que a vitamina D é
também importante para a secrecdo de insulina e prolactina,
resposta imunitaria e ao estresse, sintese da melanina e para a
diferenciacdo das células da pele e do sangue’.

O zinco participa de reagdes na sintese ou degradacao
de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos.
Também estd envolvido nos processos de transporte, funcéo
imune e expressao da informacéo genética®.

Uma vez que os trés constituintes da pomada tém acéo
sobre o sistema imunologico, parece razoavel a pesquisa da
pomada Hipoglos® em situacBes que desencadeiam reacdes
inflamatorias.

O propésito  deste  trabalho &  avaliar
microscopicamente em ratos a reacdo do tecido conjuntivo
subcutaneo ao implante de Hipogl6s®.

MATERIAL E METODO

Apbs aprovacdo do projeto de pesquisa junto a
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba (UNESP) foram utilizados 15
ratos (Rattus Norvegicus Albinus, Wistar) machos, com idade
variando entre 70 a 90 dias, pesando aproximadamente 250 a
300g. Antes e durante a fase experimental o0s animais
receberam racdo sélida (Racdo Ativada Produtor - Anderson
& Clayton S.A.). Durante todo o periodo experimental todos
0s animais receberam &gua a vontade.

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de
Quetamina (Vetaset - Fort Dodge) e Xilazina (Coopazine —
Coopers Brasil Ltda.) mediante inje¢do intramuscular, na
dosagem de 0,2 e 0,1 ml para cada 250 gramas de peso
corporeo, respectivamente. Apds tricotomia e antissepsia da
area cirargica com Dermoiodine (Gessy Lever Induastria
Farmacéutica Ltda.), foram realizadas no dorso dos animais
duas incisdes com ladmina 15, medindo 1 cm cada, com
disténcia entre elas de 3 cm, para evitar interacdes entre 0s
grupos. A primeira delas foi feita na regido anterior e a
segunda na regido posterior do dorso. Em seguida, o tecido
foi divulsionado com tesoura romba até uma profundidade de
15 mm.

A partir dai, dois grupos experimentais foram
constituidos considerando os periodos de 7, 15 e 21 dias, com
cinco animais em cada um. Os seguintes grupos foram
avaliados: Grupo | — Controle (tubo de polietileno vazio);
Grupo Il - Hipoglos® (Retinol, colecalciferol e oxido de
zinco, Procter & Gamble, Séo Paulo, SP, Brasil).

Os tubos de polietileno (Tubo de P.V.C. atdxico —
siliconizado, Embaramed Ind. Com. Ltda., S&o Paulo, SP,
Brasil), foram implantados nos espacos criados pelas
divulsBes. Apds implantacdo, as bordas das feridas foram
unidas por meio de sutura com fio de seda 4-0 (Ethicon).

Decorridos 7, 15 e 21 dias, a eutanasia de cinco

33

© 2017 - ISSN 2317-3009

animais de cada grupo, considerando os periodos, foi feita
por injecdo excessiva de anestésico.

Os implantes inseridos foram removidos em blocos
com adesdo de tecido conjuntivo. As pecas obtidas foram
fixadas em solugdo de formalina a 10% por duas semanas. A
seguir, foram incluidas em parafina para possibilitar os cortes
semi-seriados. Os cortes obtidos com uma espessura de seis
micrometros foram corados pela hematoxilina e eosina (HE)
para anélise histomorfoldgica e histomorfométrica.

Os cortes histologicos foram analisados e a ocorréncia
dos fendmenos foi retratada a partir da “luz” do tubo de
polietileno. Para a andlise dos cortes histoldgicos, foi
utilizado microscopio Optico binocular Jenamed 2 (Carl-
Zeiss)’.

As avaliagdes quantitativas das células inflamatorias
(linfocitos, plasmdcitos, polimorfonucleares neutrofilos),
macrdfagos e células gigantes foram realizadas em 10 areas
separadas, de cortes com magnificacdo de 400X%. O valor
médio de cada grupo foi obtido pela soma das células
computadas nessas 10 areas diferentes.

O total do valor medio obtido para cada grupo foi
determinado por 5 animais de cada periodo. Os espécimes
avaliados e submetidos a escores de 0 a 3: 0 = nenhuma ou
poucas células e sem reacdo; 1 = menos que 25 células e
reacdo discreta; 2 = entre 25 e 125 células e reacdo moderada;
3 = 125 e mais que células e reagdo severa’.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para
verificacdo da normalidade da distribuicdo dos dados
(p>0,05). A comparac¢do da quantidade de células observadas
para cada grupo (controle e hipoglés) nos diferentes periodos
de tempo avaliados (7, 15 e 21 dias) foi verificada por meio
do teste one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey.
O teste t de Student para amostras dependentes foi realizado
para comparar a quantidade de células observadas no grupo
controle e hipoglés para cada periodo de tempo analisado.
Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o pacote
computacional SPSS for Windows (versédo 15.0), adotando-se
um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

ANALISE QUALITATIVA

Os resultados histomorfologicos obtidos sdo descritos
em funcéo dos periodos pos-operatdrios nos diferentes grupos
experimentais:

o 7 Dias

» Grupo | (Controle) — Préximo a abertura do tubo
evidencia-se a presenca de tecido conjuntivo exibindo
moderado numero de fibroblastos (Figura 1A). Notam-se,
ainda, alguns linfocitos ao lado de vasos sanguineos.
Evidencia-se também pequeno numero de vasos sanguineos.
Nas areas situadas mais distantes da abertura do tubo, o
tecido conjuntivo apresenta praticamente as mesmas
caracteristicas acima descritas.

» Grupo Il (Hipoglés®) — Em alguns espécimes
observa-se nas proximidades da abertura do tubo elevado
numero de linfécitos e macrofagos (Figura 1D ). Evidenciam-
se ainda alguns polimorfonucleares neutréfilos. Nas areas
mais afastadas da abertura do tubo, podem ser evidenciados
alguns fibroblastos. Em outros espécimes, a presenca de
infiltrado inflamatério € mais discreta, 0 mesmo ocorrendo
com o nimero de fibroblastos.

o 15 Dias
» Grupo | (Controle) — Em alguns casos nas

proximidades da abertura do tubo observa-se areas com
numerosos linfocitos e macrofagos ao lado de raros
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fibroblastos (Figura 1B). Nas regides mais afastadas da
abertura do tubo evidencia-se moderado numero de
fibroblastos, linfocitos e macréfagos.

Em outros espécimes nota-se proximo ao tubo maior nimero
de fibroblastos ao lado de alguns macrofagos e linfécitos.

» Grupo Il (Hipoglés®) — Em alguns espécimes
evidencia-se proximo a abertura do tubo area ocupada por
numerosos linfécitos e macréfagos. Nota-se ainda a presenca
de fibroblastos tanto préximo quanto distante do material
(Figura 1E). Nos demais espécimes tecido conjuntivo,
exibindo numerosos fibroblastos ao lado de alguns linfocitos,
pode ser observado, tanto préoximo quanto afastado do
material.

o 21 Dias

» Grupo | (Controle) — Em todos os espécimes nota-se

nas proximidades da abertura do tubo moderado numero de
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linfécitos ao lado de alguns macréfagos. Observam-se ainda
fibroblastos, também em nimero moderado.

Nas areas mais afastadas da abertura do tubo evidencia-se
tecido conjuntivo bem vascularizado com numerosos
fibroblastos (Figura 1C) ao lado de raros linfocitos e
macrofagos.

Grupo Il (Hipoglés®) — Em alguns dos espécimes
observa-se junto a abertura do tubo a presenga de numerosos
macrdfagos e linfocitos (Figura 1F) ao lado de alguns
fibroblastos. Nestes mesmos animais, nas areas mais distantes
da abertura do tubo, nota-se menor numero de macrofagos e
linfécitos e maior quantidade de fibroblastos.

Nos demais espécimes, no tecido conjuntivo tanto
proximo quanto distante da abertura do tubo evidenciam-se
numerosos fibroblastos e raros linfécitos e macrofagos.
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Figura 1: A) Controle — 7 dias. Moderado namero de fibroblastos, linfécitos e vasos sanguineos. (HE) Aumento 400X. B) Controle — 15 dias. Elevada
quantidade de macréfagos e linfécitos e raros fibroblastos. (HE) Aumento 400X. C) Controle — 21 dias. Grande quantidade de fibroblastos e vasos
sanguineos. (HE) Aumento 400X. D) Hipoglos® — 7 dias. Elevado nimero de macréfagos e linfécitos. (HE) Aumento 400X. E) Hipogl6s® — 15 dias.
Grande quantidade de macrofagos e linfocitos e poucos fibroblastos. (HE) Aumento 400X. F) Hipoglos® — 21 dias. Presenca de macréfagos e

linfécitos ao lado de alguns fibroblastos. (HE) Aumento 400X.

ANALISE QUANTITATIVA

No Grupo Controle (I), observa-se reducdo
estatisticamente significante (p<0,05) na quantidade de
macrdfagos entre 0 15° e 0 21° dia. Nota-se ainda no grupo
Controle (I) diferenca estatisticamente significante (p<0,01),
com aumento da quantidade de fibroblastos entre 0 15° e o
21° dia (Tabela 1).

No Grupo Hipoglos® (1), observa-se reducdo
estatisticamente significante (p<0,01) na quantidade de
macrofagos entre 0 7° e 0 15/21° dia. Nota-se ainda no Grupo
Hipoglos® (1) diferenca estatisticamente significante
(p<0,01), com aumento da quantidade de fibroblastos entre o
7° e 15 ° dia e reducéo significativa entre o 15° e 0 21° dia
(Tabela 1).

No Grupo Controle (I), ndo houve diferenca
estatisticamente significante da quantidade de infiltrado
inflamatorio no transcorrer dos dias, enquanto o Grupo
Hipoglos® (Il) apresentou reducdo estatisticamente
significante (p<0,01) na quantidade de infiltrado inflamatério
entre 7/15° e 0 21° dia (Tabela 2).

34

Tabela 1. Média e desvio padrdo da somatoria dos escores
obtidos para cada tipo celular

Grupo Tipo de célula 7 dias 15 dias 21 dias

Controle Linfocitos 34+ 11 3+£07 4+0,7 NS
Plasmécitos 0 0 0 NS
PMN 0 0 0 NS
Macréfagos 26+13° 44+15 18+04° p<0,05
Céls. Gigantes 0,2+04 02+04 O NS
Fibroblastos ~ 7,2+1,1® 56+11* 82+0,8" p<0,01

Hipoglés®  Linfécitos 42+27 42+17 12+13 NS
Plasmdcitos 0 0 0 NS
PMN 12+26 O 0 NS
Macréfagos 48+14% 18+20° 0° p<0,01
Céls. Gigantes 0 0 0 NS

Fibroblastos 62+08 86+15" 6,4+08 p<0,01

Entre o Grupo Controle (1) e o Grupo Hipoglos® (1)
no 21° dia houve diferenga estatisticamente significante na
quantidade de infiltrado inflamatorio, havendo maior
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quantidade no Grupo Controle (I) quando comparado ao
Grupo Hipoglos® (1) (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da somatoria dos escores
correspondente ao infiltrado inflamatorio

Grupos Média + d.p.
Controle 13,4 £33
Hipoglos® 16,4 + 4,4*

NS

DISCUSSAO

A metodologia empregada, no tocante a utilizacdo de
implantagdo em subcutdneo de rato para avaliar a
biocompatibilidade da substancia, foi baseada no trabalho de
Torneck™® que deu origem a um expressivo nimero de
pesquisas ao longo desse tempo*™. Nesse modelo
experimental é possivel, guardadas as propor¢bes de
resisténcia do animal e cronologia do processo de reparo
tecidual, simular as situacGes que poderiam ocorrer em seres
humanos.

Considerando que o processo inflamatorio pode ser
desencadeado em consequéncia de microrganismos, por
agressores quimicos e fisicos, a presenca de células
inflamatorias (linfocitos, plasmacitos, polimorfonucleares)
parece natural quando o tubo de polietileno, mesmo vazio, é
implantado no dorso dos animais.

As reacdes na “luz” do tubo vazio (Grupo I), neste
trabalho, foram similares aquelas encontradas por Ozbas et.
al.’ que demonstraram que os tubos de polietileno
provocaram pouca reacdo em tecido conjuntivo subcutaneo,
ndo havendo diferenca estatisticamente significante da
quantidade de infiltrado inflamatdrio no transcorrer dos dias,
apesar de existir predominancia na quantidade de macrofagos
no 15° dia e de fibroblastos no 21° dia. Isso se justifica
porque em regido discreta ou intensamente inflamada ocorre
0 acumulo de células provenientes do sistema imunoldgico,
seguido da ingestdo e digestdo dos antigenos pelos
macrofagos e sintese de fibras estruturais para recuperar o
tecido pelos fibroblastos.

A utilizacdo do Hipoglos® para analise da reacdo do
tecido conjuntivo subcutdneo em ratos justifica-se pela
auséncia de trabalhos publicados com esse medicamento em
odontologia, podendo ser usado em situacbes que
desencadeiam inflamagdo. Em contrapartida, estudos em
humanos dos componentes que constituem a pomada séo
frequentes relacionadas a pediatria para o tratamento,
principalmente, de dermatite das fraldas*™®.

Analisando os dados encontrados nesta pesquisa,
observa-se que no grupo Hipoglos® (Grupo IlI) héa
predominancia de macrofagos no 7° dia (primeira linha de
defesa). Esse dado é justificado por estudo de El Beitune et.
al.®, em que hé evidéncias de que os retindides modulam a
resposta de células fagocitarias. Por este mesmo estudo, a
grande intensidade de fibroblastos no 15° dia também parece
natural, uma vez que a vitamina A age na diferenciacédo e
crescimento das células epiteliais.

Assim como o retinol, estudos sobre a vitamina D° e 0
6xido de zinco™*'® comprovam a eficécia desses componentes
no reparo tecidual pelo mesmo processo.

Além disso, a presenca de PMNs no 7° dia se justifica
porque os neutréfilos sdo os primeiros a chegar as areas de
inflamacdo, tendo uma grande capacidade de fagocitose.
Estdo envolvidos na defesa contra bactérias e fungos.
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Dessa forma, as grandes vantagens da utilizacdo desse
medicamento sdo as propriedades anti-inflamatorias que
apresentam os metabolitos da vitamina A*e D’ e o 6xido de
zinco™*"*8 quando aplicados topicamente.

A vitamina A e seus metabdlitos naturais tém sido
usados para o tratamento topico e sistémico da acne crénica,
envelhecimento da pele, leucemia promielocitica aguda e
Sarcoma de Kaposi'®. Além disso, é necessaria para o
crescimento, diferenciagdo, manutencdo e reproducdo do
tecido epitelial®®. Na forma oral ou topica estimula a
diferenciacdo de células epidermais humanas na placa
psoritica®’.

A vitamina D e seus metabdlitos, assim como o retinol
e seus derivados, sdo efetivos no tratamento da psoriase®.
Existem relatos ainda do seu papel na protecdo contra 0s
raios-UV?, nas infeccBes microbianas® e no estresse
oxidativo®.

Os efeitos do ¢xido de zinco, por sua vez, sdo:
estimulo da proliferacdo celular, reducdo da inflamacdo,
modulacédo da reacdo imune e protecao celular. Dessa forma,
0 Oxido de zinco tem sido utilizado em dermatites
seborreicas, dermatites de fraldas, acne e “dermatofitoses”
comuns (ex: pé de atleta).

CONCLUSAO

Assim, em razdo dos seus componentes e da
semelhanca de resposta inflamat6ria com o grupo controle, a
pomada Hipoglos® mostrou-se biocompativel em tecido
conjuntivo subcutaneo de ratos e abre a perspectiva para a
realizacdo de outras pesquisas.
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