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RESUMO

Introducdo: O Polissacarideo da Goma do Cajueiro (P-GC) € um polimero complexo
extraido do exsudado do tronco da arvore do caju (Anacardium occidentale L.), que possui
atividade anti-inflamatdria. A periodontite caracteriza-se como uma inflamagéo que promove
a perda dos tecidos de suporte dos dentes e pode causar perda dentaria. Objetivo: Avaliar o
potencial terapéutico de um gel orabase com P-GC na perda dssea alveolar e na expressao de
RNAmM dos genes que codificam a Interleucina-1p (IL-1B), o Fator de Necrose Tumoral-a
(TNF-a), o Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK), o Ligante RANK (RANKL) ¢ a
Osteoprotegerina (OPG) em tecido periodontal de ratos Wistar (Rattus norvegicus)
submetidos a periodontite induzida por ligadura. Materiais e métodos: Os ratos (fémeas)
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de seis animais cada: Salina 0,9% (Grupo
Sal); Gel orabase (Grupo Gel); 50 mg P-GC/1 g de gel orabase (Grupo P-GC50) e 150 mg P-
GC/1 g de gel orabase (Grupo P-GC150). Todos os animais foram submetidos a periodontite
induzida por ligadura e tratados com uma aplicacdo tdpica diaria do composto durante 20
dias. A perda dssea alveolar foi avaliada por morfometria. Os efeitos sistémicos das
aplicacdes topicas foram investigados por meio do estudo do peso corporal dos animais, peso
relativo dos 6rgdos, histopatologia do figado, contagem global de leucécitos e dosagem de
parametros bioguimicos, tais como transaminase glutdmica oxalacética, transaminase
glutdmica piravica, creatinina e ureia. A inflamacéo do tecido periodontal foi investigada por
meio da dosagem da mieloperoxidase e expressdo relativa do RNAm por RT-PCR.
Resultados: O tratamento com P-GC150 reduziu significativamente a perda 6ssea alveolar,
diminuiu os niveis da expressdo de RNAm de TNF-«, IL-/5, RANKL e da proporgéo
RANKL/OPG, e causou uma diminuicao na atividade da mieloperoxidase no tecido gengival
(p<0,05). Além disso, o tratamento com P-GC150 ndo provocou danos sistémicos
significativos aos animais. Conclusfes: A administracdo tépica do gel orabase com P-GC
mostrou ser um potencial tratamento contra danos teciduais causados pela periodontite e uma

possivel fonte de novas descobertas biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Anacardium occidentale; perda 0ssea; anti-inflamatorio; expresséo génica.



ABSTRACT

Introduction: Cashew Gum Polysaccharide (CG-P) is a complex polymer extracted from
exudate of cashew tree trunk (Anacardium occidentale L.), which exerts anti-inflammatory
efects. Periodontitis is a inflammation that promotes the loss of tissues that support the teeth
and can cause tooth loss. Aim: This study aimed to evaluate the potential therapeutic of an
orabase gel with CG-P on alveolar bone loss, and mMRNA expression of the genes encoding
Interleukin-1p, Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Receptor Activator of Nuclear Factor kB
(RANK), RANK Ligand (RANKL) and Osteoprotegerin (OPG) in the periodontal tissue of
Wistar rats (Rattus norvegicus) subjected to ligature-induced periodontitis. Materials and
methods: Female rats were randomly divided into four groups of six animals each: Saline
0.9% (Sal Group); Orabase Gel (Gel Group); 50 mg CG-P/1 g orabase gel (CG-P50 Group)
and 150 mg CG-P/1 g orabase gel (CG-P150 Group). Periodontitis was induced in the
animals; they were treated for 20 days with one daily topical application. Alveolar bone loss
was evaluated by morphometry. Systemic effects of the topical aplications were investigated
using the body weight of the animals, relative weight of organs, liver histopathology, global
leukocyte count and by the measurement of biochemical parameters such as transaminase
glutamic oxaloacetic, glutamic pyruvic transaminase, creatinine and urea. Periodontal tissue
inflammation was investigated by analysis of myeloperoxidase activity and the mRNA
relative expression by RT-PCR. Results: Treatment with CG-P150 resulted in a significant
reduction of alveolar bone loss, decreased in the mRNA expression of TNF-¢, IL-14, and
RANKL, and the RANKL/OPG ratio, and caused a significant decrease in myeloperoxidase
activity in the gingiva tissue (p<0.05). In addition, this treatment with GC-P150 caused no
significant systemic damage to animals. Conclusions: CG-P in orabase represents a potential
treatment of tissue damage caused by periodontitis and possible source of new
biotechnological findings.

Keywords: Anacardium occidentale; bone loss; anti-inflammatory; gene expression.
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1. INTRODUCAO

A Anacardium occidentale L. é um vegetal perene que pertence a familia
Anacardiaceae, popularmente conhecida como cajueiro ou “pé de caju” (RICO; BULLO;
SALAS-SALVADO, 2015). Nativa do nordeste brasileiro, essa arvore se desenvolveu em
regides a partir do nivel do mar até uma altitude de 1.000 m, expandiu-se em paises sul-
americanos, foi introduzida na India e Africa pelos portugueses e se espalhou por todo sudeste
da Asia (ASOGWA; HAMMED; NDUBUAKU, 2008; RICO; BULLO; SALAS-SALVADO,
2015).

Além de impulsionar a industria de alimentos ao fornecer matéria-prima para o
comércio de sucos e produtos derivados da castanha do caju (ROCHA et al., 2014; RICO;
BULLO; SALAS-SALVADO, 2015), com o advento de novas tecnologias, esse vegetal tem
tido a possibilidade de se destacar como importante fonte para extracdo de fitoterapicos e
outros compostos, possibilitando assim maiores oportunidades, progresso cientifico e
desenvolvimento tecnoldgico a regido e ao pais. Compostos obtidos do cajueiro tém sido
associados a atividade anti-inflamatdria (OLAJIDE et al., 2004; OLAJIDE; ADEROGBA,;
FIEBICH, 2013; PARK et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2015; VILAR et al., 2016)
antimicrobiana (TORQUATO et al., 2004) e analgésica (PAWAR et al., 2000).

Entre os produtos extraidos do cajueiro, merece destaque o exsudado do caule liberado
apos a poda da arvore, a goma do cajueiro (TORQUATO et al., 2004), constituido
principalmente por polissacarideo de galactose, glicose, arabinose, ramnose, acido glicurénico
e manose (DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998; MOTHE; SOUZA; CALAZANS, 2008;
ARAUJO et al., 2012). Esse polissacarideo pode ser extraido dessa goma por meio de
processos quimicos de purificacdo e apresenta um significativo potencial biotecnoldgico
(YAMASSAKI et al., 2015), pois apresenta propriedades farmacoldgicas eficazes como
antimicrobiano (CAMPOS et al., 2012; QUELEMES et al., 2013), inibidor da prostaglandina
E2 (PGE2) (ARAUJO et al., 2015) e diminui marcadores inflamatorios, entre estes a
mieloperoxidase, o malondialdeido, éxido nitrico (NO-) e interferon-y (IFN-y) (CARVALHO
etal., 2015; YAMASSAKI et al., 2015).

Considerando isso, as propriedades terapéuticas do polissacarideo da goma do cajueiro
(P-GC) poderdo trazer novas alternativas no tratamento de doencas odontolégicas como a
periodontite, uma inflamacgdo que promove a perda dos tecidos que sustentam os dentes e

pode provocar perda dental (SETE et al., 2016). O fator etiolégico priméario da doenca
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bull%26%23x000f3%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SalasSalvado%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rico%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bull%26%23x000f3%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SalasSalvado%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27004123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olajide%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23142196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aderogba%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23142196
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fiebich%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23142196
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periodontal é o biofilme bacteriano formado nas superficies dos dentes (KAMBALYAL et al.,
2015). No entanto, outras varidveis bioldgicas interferem na prevaléncia e gravidade da
doenca periodontal, entre essas estd a expressdo de genes especificos relacionados a
inflamacdo (SOBOKU et al., 2014; MALCOLM et al., 2015; MATSUDA et al., 2016).

Nos Ultimos anos, os estudos da expressdo de genes que codificam a interleucina beta
(IL-B) (KOBAYASHI et al., 2016; BOSTANCI et al., 2017), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) (FIGUEREDO et al., 2017; KESKINER et al., 2017) e a via do receptor ativador do
fator nuclear kB (RANK)/ligante RANK (RANKL)/osteoprotegerina (OPG) — via
RANK/RANKL/OPG mostraram que existe uma estreita relacdo dessas proteinas com a
inflamacdo periodontal e a perda 6ssea alveolar (COCHRAN, 2008; SILVA; BRANCO et al.,
2011; DE ARAUJO JUNIOR et al., 2013; ARAUJO et al., 2013; GOES et al., 2014;
MARTINS el al., 2016).

Assim, diante dos relatos das diferentes acdes farmacologicas do P-GC e das
caracteristicas da periodontite como doenca inflamatoria, a presente tese investigou o
potencial terapéutico e biotecnologico de um gel orabase que contém P-GC no tratamento da

periodontite induzida por ligadura em ratos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Du%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28243243
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar o potencial terapéutico e biotecnolégico de um gel que contém P-GC em

modelo experimental de periodontite em ratos.

2.2 ESPECIFICOS

>

Induzir a periodontite, com ligadura de fio de nylon, nos primeiros molares inferiores
de ratos.

Comparar as caracteristicas morfométricas de 0sso alveolar entre os grupos de animais
que sofreram inducdo da periodontite por ligadura, apds tratamento com gel composto
por P-GC.

Investigar a expressdo dos genes que codificam as proteinas TNF-a, IL-1B, RANK,
RANKL e OPG em tecido gengival de ratos, ap6s inducdo da periodontite e
tratamento com gel contendo P-GC.

Medir os niveis de mieloperoxidase em tecido gengival de ratos, apés a inducgdo da
periodontite e tratamento com gel composto por P-GC.

Avaliar possiveis alteracfes no peso corporal, peso relativo dos 6rgdos, contagem de
gldébulos brancos do sangue, histologia do figado e nos niveis séricos de transaminase
glutdmica-oxalacética, transaminase glutamica-pirQvica, creatinina e ureia, em animais
que sofreram inducdo da periodontite por meio de ligadura e que foram tratados com
gel contendo P-GC.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia do periodonto

O periodonto, também chamado de tecido de suporte dos dentes, tem a fungdo de
inserir o dente no tecido 6sseo da maxila e da mandibula e manter a integridade da mucosa
mastigatoria da cavidade oral (LINDHE; LANG; KARRING, 2010). Anatomicamente, 0
periodonto é formado pela gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e 0sso alveolar.
Esse ultimo é formado pelo osso alveolar propriamente dito e pelo processo alveolar (Figura
1) (CARRANZA, 1983; WOLF; EDITH; RATEITSCHAK, 2005).

Figura 1. Anatomia do periodonto.

—Cristada papila interproximal

Papilainterdental vestibular
EpitélioJuncional
—G@Gengiva Livre

Gengivainserida
Linha mucogengival
~Mucosa alveolar

Cementoradicular

Ligamento Periodontal
Lamina cribriforme

Osso compacto
0sso esponjoso

Fonte: WOLF; EDITH; RATEITSCHAK (2005).

A mucosa mastigatoria é composta pela gengiva e pelo revestimento do palato duro. A
gengiva, por sua vez, € a parte da mucosa mastigatoria que envolve o processo alveolar e
circunda a porcao cervical dos dentes. Proxima a coroa, a gengiva possui uma cor rosea que
termina na margem gengival livre (CARRANZA, 1983; WOLF; EDITH; RATEITSCHAK,
2005). Essa coloracdo pode variar bastante com o acimulo de melanina que se apresenta em
maior quantidade no tecido gengival em pessoas da raca negra (HASSEL, 1993).

Na regido apical dos dentes, a gengiva é continua com a mucosa alveolar, que se
apresenta mais frouxa e de cor vermelha mais escura. A gengiva consiste em uma camada de
epitélio associado a um tecido conjuntivo subjacente conhecido como lamina prépria. A

mucosa alveolar é separada por uma linha limitante facilmente reconhecida chamada de
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juncdo mucogengival ou linha mucogengival (Figura 2) (CARRANZA, 1983; LINDHE;
LANG; KARRING, 2010).

Figura 2. Gengiva normal.

y

A

As setas indicam a linha mucogengival. Fonte: LINDHE;
LANG; KARRING (2010).

A gengiva pode ser facilmente diferenciada em gengiva livre e gengiva inserida. A
gengiva livre tem uma superficie opaca e consisténcia firme, pode ser observada no tecido
gengival das partes vestibular e lingual ou palatina dos dentes, além das papilas interdentais
(Figura 3). Em diregéo apical, pelos lados vestibular e lingual dos dentes, a gengiva livre
estende-se da margem gengival até juncdo cemento-esmalte, ja a gengiva inserida é limitada
pela juncdo mucogengival (CARRANZA, 1983; WOLF; EDITH; RATEITSCHAK, 2005).

Figura 3. Anatomia da gengiva.

CEJ

Gengiva marginal livre (FG), gengiva inserida (AG), juncdo cemento-esmalte (CEJ) e juncdo mucogengival
(MGJ). Fonte: LINDHE; LANG; KARRING (2010).

O ligamento periodontal é uma rede fibrosa que circunda as raizes dos dentes e une o

cemento radicular a lamina dura ou ao osso alveolar propriamente dito, sendo formado por
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tecido conjuntivo frouxo, e possui rica vascularizagdo (Figura 4). Esse tecido é o principal
responsavel pela mobilidade dos dentes, e a presenca desse tecido permite que forcas
produzidas durante a mastigacdo e outras formas oclusais entre os dentes sejam distribuidas e
absorvidas pelo osso alveolar, pois fornece estabilidade mecanica atuando como amortecedor
para proteger o dente e 0 0sso alveolar (LINDHE; LANG; KARRING, 2010; JONG et al.,
2017), além de ser responsavel por processos relacionados a protecdo, formacdo, nutri¢do
(LINDHE; LANG; KARRING, 2010) e sensibilidade dessa regido (JONG et al., 2017).

Figura 4. Ligamento periodontal.
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Osso alveolar propriamente dito (ABP), cemento radicular (RC), fibras da crista alveolar (ACF), fibras
horizontais (HF), fibras obliquas (OF) e fibras apicais (APF). Fonte: LINDHE; LANG; KARRING (2010).

O cemento radicular ¢ um tecido mineralizado formado principalmente por
hidroxiapatita e uma matriz organica de fibras coladgenas. Sua principal funcéo é inserir o
ligamento periodontal nas raizes dos dentes, mas também contribui com o processo de reparo
de danos sofridos na superficie radicular. Esse tecido reveste as raizes dentarias e pode
também estar presente em pequenas por¢bes das coroas dentais (Figura 1). Apesar das
semelhangas com o tecido dsseo, o cemento diferencia-se do 0sso por ndo apresentar vasos
sanguineos e linfaticos, ndo ter inervacao e por ndo passar por processos de remodelacdo ou
reabsorcdo fisioldgica, porém apresenta uma formacdo constante como no tecido dsseo
(CARRANZA, 1983; LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

Ja o processo alveolar é a parte dos maxilares que formam os alvéolos dentais,
formado por células do osso alveolar propriamente dito (Figuras 1 e 4) e células que ndo estdo
envolvidas no processo de formagéo dos dentes. O processo alveolar junto com o cemento e 0

ligamento periodontal fornece o suporte necessario aos dentes ajudando-os a distribuir e
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absorver as forcas geradas pela mastigacdo e oclusdo dentarias (Figura 1) (CARRANZA,
1983; WOLF; EDITH; RATEITSCHAK, 2005).

3.2 Periodontite

A doenca periodontal acomete os tecidos de protecdo e sustentagdo dos dentes, e
inicialmente pode ser caracterizada pela gengivite com a presenca de hiperemia, edema,
recessdo e sangramento gengival, podendo evoluir para a periodontite (ALVES et al., 2007).
A gengivite & um processo inflamatorio reversivel que ndo promove a perda de suporte
dentério (ALBANDAR, 2005), j& a periodontite é o resultado de um conjunto de respostas
inflamatorias desencadeadas pelo biofilme bacteriano que se forma e acumula na margem
gengival (ZUCCARELLO et al., 2014) causando a destruicdo do ligamento periodontal, 0sso
alveolar ao redor dos dentes e, eventualmente, pode promover a perda dentaria (Figura 5)
(ARMINGOHAR et al., 2014).
Figura 5. Desenho representativo do periodonto saudavel, gengivite e periodontite.

Inflamagdo ;o
Bactéria

Osso Intacto Periodontal
Bolsa Periodontal
Inflamagdo

Osso
reabsorvido

Periodonto saudavel

Fonte: REN; DU (2017).

Além disso, essa doenga pode ser agravada por fatores de risco e varidveis
comportamentais como estresse, depressdo, ansiedade, niveis educacionais (GROSSI et al.,
1994; NG; KEUNG LEUNG, 2006; CORBET; LEUNG, 2011), tabagismo (ZENG et al.,
2014; EKE et al., 2016; SUTTON; SALAS MARTINEZ; GERKOVICH, 2017), consumo de
alcool (WANG et al., 2016), horas de sono por dia (ROMANDINI et al., 2017), dieta (HAN;
HWANG; PARK, 2016; NIELSEN et al., 2016), doencas como Diabetes Mellitus (TEEUW
et al., 2017; ZUK et al., 2017), distarbios metabolicos (GOMES-FILHO et al., 2016; KAYE


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corbet%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21501236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corbet%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21501236
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et al., 2016), infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (McKAIG et al., 2000;
CORBET; LEUNG, 2011), sialolitiase (HUNG et al.,, 2016a), Sindrome de Sjogren
(LUGONJA et al., 2016), alem de fatores como género (HEATON et al., 2017), idade (EKE
etal., 2016; LOPEZ et al., 2017) e por variacdes genéticas (PAGE et al., 1997; WANG et al.,
2017; SANDERS et al., 2017; SANTOSH et al., 2017), evidenciando-se, assim, seu aspecto

multifatorial.

3.2.1 Micro-organismos associados a periodontite

Apesar das diversas causas da periodontite, cujo hospedeiro € um componente
importante, em geral, a doenca se manifesta efetivamente com o desequilibrio entre a agressdo
provocada por micro-organismos e a resposta do hospedeiro (JEPSEN et al., 2017; SANZ et
al., 2017).

Dezenas de micro-organismos estdo associados a periodontite, entre os principias
estdo bactérias gram-positivas e gram-negativas, organismos facultativos e anaerdbios

(MAHENDRA, J. et al., 2013). Alguns desses micro-organismos estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Principais micro-organismos associados aos danos causados na periodontite

Micro-organismo

Referéncias

Actinobacillus
actinomycetemcomitans
Cryptobacterium curtum
Dialister pneumosintes
Eubacterium nodatum
Filifactor alocis

Mitsuokella dentalis
Porphyromonas gingivali

Prevotella intermedia

Prevotella nigrescens
Selenomonas sputigena
Slackia exigua
Solobacterium moorei
Tannerella forsythia

Treponema denticola

Treponema
lecithinolyticum

KONONEN; MULLER, 2014; AKRIVOPOULOU et al., 2017; BURGESS et
al., 2017.

MAVROMMATIS et al., 2009; HIRANMAY! et al., 2017.

GONCALVES et al., 2016; HIRANMAY!| et al., 2017.

BOOTH et al., 2004; HAAS et al., 2012; MIRANDA et al., 2017.
GONCALVES et al., 2016; BELSTR@M et al.,, 2017; DENG et al., 2017;
HIRANMAYI et al., 2017.

FLYNN:; LI; SLOTS, 1994; HIRANMAY] et al., 2017.

BODET; CHANDAD; GRENIER, 2007; SEYMOUR et al., 2007; KONONEN;
MULLER, 2014, WONG et al., 2016; BELSTR@M et al., 2017.

BOCHNIAK; SADLAK-NOWICKA, 2004; BELSTR@M et al., 2017; ZHANG
etal., 2017.

SZAFRANSKI et al., 2015; ZHANG et al., 2017.

NAGPAL et al., 2016; HIRANMAY! et al., 2017.

BOOTH et al., 2004; WONG et al., 2016; VHIRANMAYI et al., 2017.

WONG et al., 2016; HIRANMAYI et al., 2017.

BODET; CHANDAD; GRENIER, 2007; SCAPOLI et al., 2015; WONG et al.,
2016; BELSTR@M et al., 2017; HASHIM et al., 2017.

BODET; CHANDAD; GRENIER, 2007; SCAPOLI et al., 2015; BELSTR@M et
al., 2017; LISTYARIFAH et al., 2017.

MOTER et al., 2006; SCAPOLI et al., 2015; HIRANMAY!I et al., 2017.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corbet%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21501236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corbet%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21501236

24

3.2.2 Epidemiologia

A periodontite é uma das infecgdes mais comuns e representa um importante problema
de satde publica mundial (VAN DYKE; SHEILESH, 2005; BOEH; SCANNAPIECO, 2007;
FRANCO et al., 2014). No entanto, deve-se considerar que as estimativas de prevaléncia séo
influenciadas pela metodologia utilizada, incluindo técnicas de medicdo, protocolos de
exames periodontais, diferengas no estado de saude bucal (HOLTFRETER et al., 2015), bem
como defini¢cdes de casos (KONGSTAD et al., 2017).

O Workshop Mundial para a Classificacdo de Doencas e CondicGes Periodontais, em
1999, definiu a periodontite em cronica, agressiva e como uma manifestacdo de doenca
sisttmica (KASSEBAUM et al., 2014). No entanto, essa nomenclatura ainda varia muito e
ndo é raro em alguns estudos a periodontite ser classificada em grave (severa), moderada e
leve (DYE, 2012; PETERSEN; OGAWA, 2012; WHO, 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, a periodontite grave é encontrada em 15%
a 20% dos adultos de 35 a 44 anos de idade e pode resultar em perda dentaria em 5% a 15%
dos casos em todo 0 mundo (WHO, 2016; SANTOSH et al., 2017). Ainda nessa perspectiva,
Kassebaum et al. (2014) realizaram uma ampla revisdo sistematica de 72 estudos, incluindo
291.170 individuos, de ambos os sexos, com 15 anos ou mais, sobre a prevaléncia e
incidéncia dessa doenca em 37 paises, nos anos de 1990 e 2010 e observaram que essa
alteracdo era a sexta condicdo mais prevalente no mundo. Porém, entre esses dez anos, sua
prevaléncia, 11,2%, e incidéncia, 701 cas0s/100.000 pessoas/ano, permaneceram

estatisticamente inalteradas (Tabela 2).

Além disso, a periodontite agressiva juvenil ou de inicio precoce deve ser considerada.
E uma condicdo periodontal grave que afeta os individuos durante a puberdade, que leva a
perda prematura de dentes e afeta cerca de 2% dos jovens (WHO, 2016; SANTOSH et al.,
2017) e entre 1 a 5% da populacao africana (SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).

Por outro lado, em caucasianos residentes no norte e no centro da Europa a
prevaléncia chega a 0,1%, e nas popula¢des do sul da Europa a 0,5%. Na América do Norte,
essa doenca afeta, aproximadamente, de 0,1 a 0,2% dos caucasianos, 0,5 a 1,0% dos
hispanicos e 2,6% dos negros. Ja sua prevaléncia na América do Sul esta entre 0,3% e 2,0%,
dependendo da composicdo da populagédo, e no continente asiatico estd entre 0,2% e 1,0%
(SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Susin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haas%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albandar%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Susin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haas%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albandar%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24738585
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Tabela 2. Prevaléncia padronizada e incidéncia de periodontite grave em 1990 e 2010, por
regides mundiais

Prevaléncia® Incidéncia”
1990 2010 1990 2010
Mundial 11,2 10,4-11,9 11,2 10,5-12,0 696 604-808 701 599-823
Asia-Pacifico — Alta 79 6,8-9,7 8,0 6,6-10,4 515 325-777 521 330-793
renda
Asia
Central 14,2 10,1-19,2 13,8 10,0-19,3 880 659-1171 856 635-1142
Leste 10,4 8,8-12,1 10,4 8,8-12,2 548 302-887 541 283-902
Sul 10,3 9,2-11,8 10,2 9,1-11,8 681 426-1075 682 420-1071
Sudeste 13,3 11,4-15,5 13,1 11,3-15,1 765 577-1010 751 560-1013
Australasia 14,6 13,1-16,1 14,9 13,3-16,5 909 519-1496 917 545-1484
Caribe 8,8 5,8-13,5 8,6 5,7-12,5 512 370-687 508 373-686
Europa
Central 12,0 8,8-16,4 12,1 8,8-16,7 747 585-950 752 590-978
Oriental 13,7 8,0-23,9 14,0 8,0-24,0 856 555-1298 850 516-1306
Ocidental 9,8 8,9-10,7 9,4 8,6-10,3 653 521-831 628 512-792
Ameérica Latina
Andina 15,1 8,7-24,9 15,2 9,2-22,7 937 611-1386 950 618-1408
Central 154 9,9-23,4 15,1 9,6-22,4 956 676-1358 934 638-1368
Sul 20,6 12,4-315 20,4 12,3-31,4 1431 916-2211 1427 922-2254
Tropical 18,0 17,0-19,1 18,5 17,5-19,6 1338 730-2294 1400 750-2422
Norte da Africa / Médio 10,5 8,4-13,2 10,4 8,4-13,0 593 472-740 586 472-730
Oriente
América do Norte - alta 7,2 6,4-8,0 7,2 6,4-8,1 491 448-541 487 444-537
renda
Oceania 4,1 2,5-71 4.2 2,4-7,2 244 152-385 253 160-393
Africa subsaariana
Central 13,5 7,6-22,6 13,3 7,7-21,5 841 550-1271 814 513-1237
L este 20,3 15,8-26,1 20,1 16,1-25,0 1390 1100-1726 1384 1099-1714
Sul 8,9 5,1-15,1 9,2 5,0-15,4 536 327-841 551 342-860
Oeste 9,2 6,3-14,1 9,3 6,6-14,0 556 419-765 554 413-753

3Por 100 pessoas. "Por 100.000 pessoas/ano. Fonte: KASSEBAUM et al. (2014).

Assim, considerando a prevaléncia, incidéncia e gravidade da periodontite é razoavel

entender que existe uma forte associacdo dessa doenca e o futuro aumento das despesas

médicas, sugerindo que seu controle e tratamento possam ser fatores modificaveis para a

reducdo do excesso de despesas médicas, principalmente em pessoas mais idosas (SATO et

al., 2016). Além do impacto econdmico e social, a periodontite estd associada a doencas que

podem acarretar inimeras alteragdes sistémicas ao individuo, como pode ser visto no item a

sequir.

3.2.3 Periodontite e comorbidades

A periodontite ¢ um potencial foco de infeccdo bacteriana e tem sido associada a um

risco aumentado de eventos cardiovasculares (BOKHARI et al., 2015) como insuficiéncia

cardiaca cronica (FROHLICH et al., 2016), doencas cardiovasculares aterosclerdticas (AHN
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et al., 2016; BEUKERS et al., 2017), endocardite bacteriana (YUSOF, 1988; LIEBERMAN,
1992) e sintomas como Angina Pectoris (SODER; MEURMAN; SODER, 2016).

Evidéncias cientificas tém demonstrado que existe uma associacdo entre salde
periodontal durante a gravidez e a incidéncia de parto prematuro ou de baixo peso ao nascer
(PUERTAS et al., 2017). A salde periodontal de mulheres gravidas é mais fragil do que a
salde periodontal das mulheres ndo gravidas, e estima-se que seis milhdes de mortes
perinatais ocorrem anualmente em todo o mundo, sendo o parto prematuro a principal causa
(GEEVARGHES; BASKARADOSS; SARMA, 2017).

Ainda neste contexto, a probabilidade de as criangas nascerem com baixo peso é seis
vezes maior quando suas maes apresentam essa doenca, comparado aos bebés nascidos de
mées com periodonto saudavel (GOMES-FILHO et al., 2016). Dois mecanismos patogénicos
tém sido propostos para explicar essa associacdo entre periodontite e parto prematuro ou de
baixo peso ao nascer. O primeiro é por via direta que se baseia na presenca de bactérias gram-
negativas anaerdbias originarias do biofilme gengival, ao passo que o segundo é por via
indireta onde envolve a producdo de citocinas pré-inflamatorias que entram na corrente
sanguinea a partir da submucosa gengival. Em ambos, ocorre o desenvolvimento de uma
resposta inflamatoria imunoldgica e a supressdo local de fatores de crescimento na unidade
fetal-placentaria desencadeando o parto (PUERTAS et al., 2017).

Hung et al. (2016b) estudaram a associacdo da periodontite com rinite alérgica em
mais de 142 mil pacientes, dentro de um conjunto de dados populacionais em Taiwan, e
observaram uma associacao direta entre essas doencas. Bertrand et al. (2017), em um estudo
de coorte prospectivo de 51.529 homens nos Estados Unidos, entre 1986 e 2012, sugeriram
que essa doenca periodontal pode representar um novo fator de risco para o linfoma néo-
Hodgkin.

Ja o estudo sobre a migracdo dentaria patologica realizado por Khorshidi et al. (2016)
mostrou que essa disfuncdo é relativamente comum entre os pacientes com periodontite, e sua
prevaléncia aumenta com a gravidade da doenca. Em geral, a migragdo dentaria patologica
tem sido definida como deslocamento dentério, que ocorre quando o equilibrio entre os
fatores que mantém a posicéo fisiologica do dente é perturbado pela doenca periodontal.

Além disso, estudos experimentais tém demonstrado que a periodontite pode causar
aumento do estresse oxidativo e da peroxidacdo lipidica no figado de ratos desencadeando,
assim, esteatose hepatica microvesicular (TOMOFUJI et al., 2008; CARVALHO et al.,
2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomofuji%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18603227
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3.2.4 Relacdo entre expressdao de genes moduladores de processos inflamatorios e

periodontite

A periodontite pode ser definida como um desequilibrio entre a qualidade e a
quantidade do biofilme bacteriano que coloniza a bolsa periodontal e o potencial imunolégico
do hospedeiro (KOWALSKI et al., 2006; ZUCCARELLO et al., 2014). Assim, embora
fatores de risco como tabagismo, diabetes e obesidade possam alterar a gravidade e a
progressdo da doenca, a periodontite possui um componente genético bastante complexo
(KORNMAN et al., 2008; ARMINGOHAR et al., 2014). Entre os genes associados a essa
alteracéo estéo aqueles que codificam a IL-1B, o TNF-a e a via RANK/RANKL/OPG.

3.2.4.1 Relacéo entre IL-1p, TNF-a e periodontite

Em geral, a periodontite provoca aumento tanto de IL-1 quanto de TNF-o. Niveis
elevados dessas citocinas foram detectados em amostras de fluido crevicular gengival na
periodontite (LAVU et al., 2017). A formacdo local de osteoclastos e sua estimulacdo séo
necessarias para o desencadeamento da perda dssea alveolar e liberacdo de mediadores
quimicos da inflamacdo (HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). Além disso, em um
estudo sobre casos incomuns de doenca periodontal destrutiva ndo inflamatdria, verificou-se
que nos locais com periodontite, niveis mais elevados dessas citocinas podem ser detectados,
revelando também que o metabolismo 6sseo local pode ser de fato modificado, mesmo
quando as caracteristicas sistémicas do individuo ndo se alteram (REPEKE et al., 2012).

A familia IL-1 é um grupo de citocinas associadas a uma complexa rede de
mediadores pré-inflamatérios, que regula respostas inflamatérias por meio da expressdo de
integrinas em leucocitos e células endoteliais (DINARELLO, 2011; LU et al., 2015).
Especificamente, a citocina pré-inflamatdria IL-1p é um mediador chave na resposta
imunoldgica do hospedeiro contra infeccdes, uma vez que desempenha um grande papel no
inicio e manutencdo da resposta inflamatéria provocada por agentes patogénicos. Essa
proteina € sintetizada como um precursor inativo, pro-IL-1B, no citosol de monocitos,
macrofagos e células epiteliais (MORANDINI et al., 2014), e representa a forma
predominante de IL encontrada em les6es periapicais humanas e seus exsudados, sendo assim
responsavel por induzir a reabsorcdo do osso alveolar em pacientes com inflamacéo e
infeccdo no periodonto (BARKHORDAR; HUSSAIN; HAYASHI, 1992; ATAOGLU et al.,
2002; DINARELLO, 2011; LU et al., 2015).

J& a proteina TNF-a, liberada pelos macrofagos, é uma das mais potentes citocinas

pro-inflamatorias, sendo conhecida por seu papel substancial na lesdo tecidual e na perda
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Ossea mediada pela periodontite (SINGH et al., 2014; WEI et al., 2016). Essa molécula pode
ser detectada na saliva e fluido crevicular gengival, tanto em individuos saudaveis quanto em
individuos com essa doenca periodontal (ROSSOMANDO; WHITE, 1993; SINGH et al.,
2014). Porém, a concentracdo aumentada de TNF-o observada na periodontite esta associada
a destruicdo do tecido e a resposta imunoldgica do hospedeiro (TELES et al., 2009; SINGH et
al., 2014).

Pesquisas sobre os niveis de TNF-a no liquido crevicular gengival de individuos com
periodontite mostrou que as concentracGes gengivais dessa citocina foram significativamente
maiores nesses pacientes, além da gravidade da periodontite estd diretamente associada ao
maior nivel de TNF-a (ESCALONA; MASTROMATTEO-ALBERGA; CORRENTI, 2016).
Relacionado a isso, pode ser observado que a expressdo do gene TNF-a é significativamente

maior em individuos com periodontite (RIBEIRO et al., 2012).

3.2.4.2 Relagéo entre a via RANK/RANKL/OPG e a periodontite

A periodontite € uma doenca inflamatoria osteolitica crénica e a falha das vias de
resolucdo enddgena parece levar a destruicdo dos tecidos, ja& 0 aumento desses mecanismos
defensivos naturais pode ser uma abordagem eficaz para controlar essa doenca (TRINDADE
DA SILVA et al., 2017).

A sinalizacdo autdcrina e paracrina de citocinas, e quimiocinas é importante para a
maturacao e atividade dos osteoclastos (PAULA-SILVA et al., 2016). A producdo por células
inflamatorias de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1 e TNF-0, aumentam o
recrutamento e a atividade das células reabsorventes dos 0ssos, 0s osteoclastos, por meio da
producdo aumentada de um fator osteoclastogénico crucial, o RANKL, e favorecem a
destruicdo 6ssea (Figura 6) (LAPERINE et al., 2016).

Por sua vez, a ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos sdo moduladas por trés
membros: os indutores de osteoclastogénese RANKL, RANK e OPG
(HIENZ; PALIWAL,; IVANOVSKI, 2015). A RANKL é uma proteina ligada a membrana
que pertence a superfamilia do TNF (Figura 6) (SAGLAM et al., 2015), sintetizado por
osteoblastos, linfocitos T e células endoteliais e liga-se a0 RANK em células osteoclasticas
para promover a expressdo da fosfatase acida resistente ao Tartarato (TRAF)
(HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015; PAULA-SILVA et al., 2016), integrinas [s,
catepsina K e aos receptores de calcitonina em pré-osteoclastos
(HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). A ligacdo de RANKL ao RANK, presente na

superficie dos prée-osteoclastos, induz a sua maturacdo e ativagdo, que, consequentemente,
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conduz a reabsorcdo dssea (Figura 6) (JAKOVLIJEVIC et al., 2016; PAULA-SILVA et al.,
2016).

Sob estimulos anabdlicos, a sinalizacdo osteoclastogénica mediada por RANKL é
bloqueada pela OPG produzida pelos osteoblastos (Figura 6) (PAULA-SILVA et al., 2016).
Essa proteina ¢ uma molécula solivel do tipo TNF (SAGLAM et al., 2015), onde atua
competindo com o RANK, bloqueando a ligagdo de RANKL a RANK, e assim promovendo a
recuperacdo dos 0ssos. Portanto, a razdo RANKL/OPG reflete o equilibrio entre reabsorcéo e
aposicao 6ssea (KOSTENUIK et al., 2005; GRIMM et al., 2015).

Figura 6. Esquema mostrando a via RANK/RANKL/OPG.

Receptor
OPG

Pré-osteoclasto

Reagdes intracelulares

Ativacdo Manutencdo

4

Reabsorcdo dssea

Fonte: Propria. Baseada nos estudos de SAGLAM et al. (2015); PAULA-SILVA et al. (2016) e LAPERINE et
al. (2016).

Em geral, os sitios com reabsorcdo 0ssea ativa apresentam um padrdo diferencial de
expressao de RANKL/OPG, quando comparados com locais onde a reabsorcdo dssea esta
ausente ou minima. Os locais onde a expressdo génica de RANKL é maior que a de OPG as
lesGes Osseas sdo progressivas, enquanto que os locais onde a expressdao de RANKL e OPG é
semelhante, ou a expressdo de RANKL menor que a de OPG, as lesdes sdo mais estaveis
(MENEZES et al., 2008; SAGLAM et al., 2015).

3.2.5 Tratamento da periodontite
Ao se admitir a complexidade da etiologia da periodontite, é razoavel pensar que o

tratamento dessa doenca também passa por procedimentos muitas vezes complexos. Além
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disso, os métodos de tratamento atuais ndo sdo capazes de promover a recuperacao do 0sso
alveolar danificado pela periodontite, mas promovem a prevencdo, controle e estagnagéo da
doenca. A intervencdo terapéutica pode incluir métodos que buscam mudancas
comportamentais do paciente como educacdo em saude bucal, dieta e controle do tabagismo;
mas também existe a necessidade do uso de procedimentos como a remocdo do biofilme
bacteriano, a retirada do célculo dentério, farmacoterapia local e sistémica, e diferentes
técnicas cirargicas (GRAZIANI et al., 2017).

A terapia periodontal ndo cirurgica tenta controlar a infec¢do do periodonto por meio
da remogdo do biofilme bacteriano, calculo e de toxinas produzidas pelo processo infeccioso
das raizes comprometidas pela doenca (AIMETTI, 2014). O método de raspagem e
alisamento radicular é o tratamento periodontal mais comum, que provou eficécia clinica em
termos de diminuicdo da profundidade da bolsa de sondagem e reducdo da inflamacéo
(MARTINS, et al.,, 2017). No entanto, esse tratamento apresenta limita¢cbes, como a
manutencdo de bolsas periodontais profundas, o risco de recorréncia da doenca e o nivel de
habilidade do operador (AIMETTI, 2014).

Pacientes com bolsa periodontal profunda tratados com desbridamento, feito
manualmente ou por meio de ultrassom odontoldgicos, podem apresentar melhora nas
condigOes periodontais e reducdo da infeccdo bacteriana. Os desbridamentos ultrassonicos e
manuais sdo igualmente eficazes na terapia periodontal ndo cirdrgica tanto em relacdo aos
efeitos clinicos, quanto aos parametros microbioldgicos, apesar do tratamento com ultrassom
ser mais rapido (TUNKEL; HEINECKE; FLEMMIG, 2002; D'ERCOLE et al., 2006).

Os lasers sdo utilizados como ferramenta complementar a terapia mecénica de controle
e tratamento da periodontite, pois possuem efeito bactericida e desintoxicante (ANNAJI et al.,
2016). No entanto, vale destacar que o uso de lasers na periodontite, como terapia Unica, ou
como complemento da terapia cirdrgica e ndo cirurgica, comprovadamente ndo apresenta
resultados antimicrobianos e curativos superiores aos alcancados pela terapia tradicional
(COBB, 2017).

J& a terapia fotodindmica da periodontite é a associacdo de uma fonte de luz e um
agente fotossensibilizante com o objetivo de promover a necrose celular e a morte microbiana
(ISHIKAWA et al., 2009). A atividade antimicrobiana da substéancia é obtida apds a luz de
baixa poténcia, que pode ser um laser ou LED, promover o surgimento de compostos que
podem neutralizar ou matar a célula alvo no local especifico onde a irradiacdo for direcionada
(BALATA et al., 2010).
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A irrigacdo subgengival também é proposta como um complemento aos métodos de
tratamento ndo cirurgicos na periodontite (GUSTKE, 1999). Algumas técnicas tém mostrado
eficacia ao combinar a irrigacdo subgengival com agentes quimioterapicos e 0os métodos de
alisamento e polimento radicular tradicionais (ISSAC et al., 2015; PERAYIL et al., 2016).
Porém, os beneficios dessa abordagem ainda trazem muitas controvérsias (NAGARAKANTI
etal., 2015).

Sendo assim, de forma geral, os métodos utilizados no tratamento e controle da
periodontite ndo possuem eficacia suficiente para serem utilizados isoladamente, sem
associacao entre as metologias de tratamento. Ademais, até hoje, os métodos mecénicos de
tratamento periodontal s&o melhores se aplicados com a ajuda da quimioterapia
antimicrobiana complementar (GRAZIANI et al., 2017).

As estratégias de tratamento que visam primariamente a supressdo ou eliminacao de
patdgenos periodontais especificos incluem o uso adjunto de antibiéticos locais e sistémicos
como parte da terapia periodontal ndo cirdrgica (WARAD et al., 2013). No entanto, outros
farmacos sdo utilizados no tratamento dos sinais e sintomas da periodontite. Na Tabela 3,

estdo listados alguns farmacos associados ao tratamento, prevencdo e controle da periodontite.

Tabela 3. Farmacos associados ao tratamento da periodontite e suas atividades bioldgicas

Farmaco Atividades Bioldgicas Referéncias
Alendronato Anti-inflamatorio, inibidor da CHEN et al., 2016;
reabsorgdo Gssea osteoclastica e PRADEEP et al., 2016b
osteostimulador
Atorvastatina Aumenta a diferenciacdo osteoblastica PRADEEP et al., 2016a;

e a producéo de osteoprotegerina PRADEEP et al., 2016b;
KUMARI; MARTANDE;
PRADEEP, 2017

Azitromicina Antibacteriano RENATUS et al., 2016

Cetoprofeno Anti-inflamatorio SRIVASTAVA,; KOHLI; ALL,
2016b

Clorexidina Antibacteriano KUMAR; RAMESH REDDY;

CHAVA, 2014; MEDAIAH et
al., 2014; JOHN et al., 2015;
LECIC et al., 2016;

Cloridrato de tetraciclina Antibacteriano SINHA et al., 2014
Curcumina Anti-inflamatério, antioxidante, BHATIA et al., 2014;
antimicrobiano, imunoestimulante, HOSADURGA et al., 2014;
anti-séptico e antimutagénico NASRA et al., 2017
Satranidazol Antibacteriano PRIYANKA et al., 2015
Hialuronano Inibidor da enzima elastase, anti- POLEPALLE et al., 2015;

inflamatorio e reparador tecidual MALLIKARJUN et al., 2016
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Continuacéo da Tabela 3:

Hiclato de doxiciclina

Metformina
Metronidazol

Minociclina

Cetoprofeno
Minociclina

Rosuvastatin
Sinvastatina
Tenoxicam
Tetraciclina

Tetraciclina

Tinidazol

Antibacteriano

Promove a proliferacéo osteoblastica
Antibacteriano

Antibacteriano

Anti-inflamatério
Antibacteriano

Inibe a reabsorgdo Ossea osteoclastica
e osteostimulador
Inibidor competitivo especifico da 3-
hidroxi-2-metilglutaril coenzima A
redutase
Anti-inflamatério
Anticolagenase
Antibacteriano

Antibacteriano

KOPYTYNSKA-
KASPERCZYK et al., 2015
PRADEEP et al., 2016¢

DA SILVA et al., 2016;
PAUL et al., 2015

YAO etal., 2014; YAO et al.,
2015

SRIVASTAVA et al., 2016°
ABBAS; MAHENDRA; ARI

etal., 2016
PRADEEP et al., 2015;

PRADEEP et al., 2016a
PRIYANKA et al., 2017

OZGOREN et al., 2014
GOLUB et al., 2016
MADHUMATHI; KUMAR;
2014

TIAN; SHEN; JV, 2016
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Além disso, em situacfes onde o tratamento ndo cirdrgico da periodontite ndo apresenta
eficacia e os sinais da inflamac&o persistem, a terapia cirurgica pode ser indicada. Assim, com
0 objetivo de facilitar o acesso e a higiene da superficie radicular, a gengivectomia e outros
procedimentos cirdrgicos associados sao utilizados na terapia periodontal. No entanto, o
controle adequado do biofilme bacteriano no pds-operatério continua sendo o fator
determinante para o sucesso da maioria das técnicas de tratamento cirdrgico a longo prazo
(HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2013).

3.2.6 Produtos naturais associados a prevencdo, tratamento e controle da periodontite

Nos ultimos anos, alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar 0 uso
popular de plantas em odontologia, permitindo identificar espécies vegetais com esse
potencial farmacéutico (VIEIRA et al., 2014). Dada a incidéncia de periodontite, 0 aumento
da resisténcia das bactérias orais a antibiéticos e os efeitos adversos de alguns agentes
antibacterianos atualmente utilizados na odontologia, ha necessidade de produtos alternativos
gue auxiliem os métodos tradicionais de controle e tratamento da periodontite (LAKHDAR et
al., 2012).

Apesar da necessidade de mais estudos para confirmar as atividades benéficas e seu
potencial terapéutico na prevencéo, tratamento e controle de doengas periodontais, 0 uso de

fitoterapicos tem sido aplicado com sucesso na odontologia como antisséptico, antioxidantes e
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analgésicos (GUPTA et al., 2015). Ervas com propriedades medicinais sdo uma fonte Gtil e
eficaz de tratamento para varios processos dessas doencas, ajudam a cicatrizacéo e o controle
da placa microbiana, melhorando assim a imunidade do individuo (KUMAR et al., 2013).

Os polifendis sdo importantes fitoterapicos presentes em alimentos vegetais. Esses
compostos possuem atividades biologicas e podem ser (teis na prevencdo e manejo da
periodontite. O estudo dos efeitos antibacterianos de polifenois sobre patégenos comumente
encontrados no periodonto, mostrou que, em geral, esses compostos possuem atividades
antimicrobianas contra essas bactérias tanto no crescimento quanto no biofilme bacteriano
(SHAHZAD et al., 2015).

A baicalina € um composto flavonoide purificado da planta medicinal Scutellaria
baicalensis. Estudos experimentais mostraram que grupos tratados com esse composto
apresentaram menor perda dssea alveolar, maior area das fibras de colageno e reduziram a
expressdo de Cicloxigenase-2 (Cox-2), Oxido Nitrico Sintase Indutivel (iNOS) (CAI et al.,
2008) e RANKL por meio da supressdo da expressdo de Cox-2 induzida por IL-/5 (WANG et
al., 2006), mostrando que a baicalina protege os tecidos periodontais (CAl et al., 2008).

A Hypericum perforatum é uma planta medicinal que contém muitos compostos
polifendlicos como flavondides e acidos fenolicos. A avaliacdo do efeito de compostos
obtidos dessa espécie em modelo animal obteve como resultado a diminuicdo do edema,
menor infiltracdo de neutrofilos, de producdo de citocinas, reducao no recrutamento de outras
células inflamatorias e da producdo de mediadores inflamatdrios como Fator Nuclear Kappa
B (NF-kB) e iINOS, alem da diminuicdo da apoptose e do grau de leséo dos tecidos gengivais,
eventos associados a periodontite (PATERNITI et al., 2010).

Nesse contexto, extrato enriquecido com polifendis, caracterizado em relagdo a flavan-
3-ol e proantocianidinas oligoméricas de Myrothamnus flabellifolia, tradicionalmente
utilizado na periodontite, reduziu a adesdo ou invasdo de Porphyromonas gingivalis e pode,
assim, ser Util para a prevencdo de doencas periodontais associadas a esse micro-organismo
(LOHR et al., 2011).

Além dos polifendis, outros compostos também tém sido estudados como agentes no
tratamento dessa doenca. Extratos de plantas que contém quantidades significativas de taninos
sdo frequentemente utilizados na prevencdo e tratamento da periodontite, entre esses 0s
elagitaninos. Esses compostos modulam a resposta inflamatoria de neutréfilos humanos pela
inibicdo da producdo e libertacdo de citocinas e de enzimas pré-inflamatdrias e diminuem a
expressao superficial de Toll-like Receptor-4 (TLR-4) em neutréfilos ativados (GRANICA,;
PIWOWARSKI; KISS, 2015).
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Além disso, a investigacdo da associacdo de resveratrol e curcumina sobre a
progressao da doenca em ratos revelou menor perda 6ssea alveolar nos grupos tratados. O
tecido gengival mostrou uma menor concentracdo de IL-1p no grupo onde ocorreu a
associacdo das substancias e reducdo nos niveis de IFN-y no grupo que recebeu apenas
resveratrol. O resveratrol e a curcumina sdo substancias derivadas de plantas que possuem
propriedades bioldgicas imunomoduladoras (CORREA et al., 2017).

Em estudo conduzido para avaliar a eficicia antibacteriana da bromelina em micro-
organismos periodontais aerobios e anaerdbios constatou-se que a bromelina exerce um efeito
antibacteriano contra potentes agentes patogénicos periodontais como Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis e, portanto, pode ser utilizado como um
agente antibacteriano na prevencdo e tratamento da periodontite (PRAVEEN et al., 2014).

Além disso, diversos extratos de ervas medicinais tém sido estudados. A Salvia
sclarea L. € uma planta aromatica tradicionalmente utilizada na medicina popular no
tratamento da gengivite, estomatite e aftas. Um estudo sobre o efeito do extrato etanoico de
Salvia sclarea L. na periodontite induzida por lipopolissacarideo em ratos mostrou que o0 uso
desse extrato diminuiu o processo de inflamacdo, os niveis de IL-1pB, IL-6 e TNF-a, ¢ as
lesBes do tecido gengival, preservando a reabsorcdo alveolar 6ssea, além de reduzir o nimero
de células inflamatorias e aumentar o nimero de fibroblastos (KOSTIC et al., 2017).

A Cymbopogon citratus, popularmente conhecida como erva-principe ou capim-limao,
¢ uma planta medicinal cujo 6leo essencial inibe o crescimento de varios tipos de micro-
organismos incluindo patdgenos periodontais, especialmente Actinomyces naeslundii e
Porphyromonas gingivalis, resistentes ao cloridrato de tetraciclina. Esse 6leo essencial
aplicado em forma de gel ap6s o tratamento radicular na doenga periodontal promove uma
reducdo na profundidade de sondagem e indice gengival, oferecendo, assim, uma nova
alternativa de tratamento na terapia periodontal (WARAD et al., 2013).

Na Africa, pequenas varas de mascar de origem vegetal sd0 comumente usadas como
ferramenta de higiene bucal, mas seu papel como agente terapéutico na doenga periodontal é
pouco investigado. Extratos etanoicos foram feitos a partir de plantas comuns usadas para
esse fim e testados como inibidores do crescimento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Como resultado, foi observado que os extratos de Psidium guajava
(Goiaba) neutralizam a morte celular e a resposta pré-inflamatoria de leucécitos humanos
induzida por toxinas (KWAMIN et al., 2012).

Além disso, foram avaliados os efeitos do extrato de Prunella vulgaris L. e do acido

rosmarinico sobre os danos oxidativos induzidos por lipopolissacarideos e a inflamagdo em
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fibroblastos gengivais humanos e constatou-se que esses compostos promovem a diminuicao
da producéo de espécies reativas de oxigénio, aumentam os niveis intracelulares de glutationa,
bem como reduzem a peroxidacéo lipidica em células tratadas com lipopolissacarideos. Além
disso, a administracéo desses compostos foi responsavel pela regulacdo da IL-1p, IL-6 e TNF-
o e da expressdo de INOS (ZDARILOVA et al., 2009).

Um gel preparado com extrato fluido de folhas de manjericdo (Ocimum sanctum) foi
testado por Hosadurga et al. (2015) e esses autores observaram uma diminuicdo da
inflamacéo gengival e da profundidade da bolsa periodontal em modelos experimentais.

J& o extrato de propolis indigena administrado subgengivalmente como adjuvante no
tratamento da inflamag&o no periodonto mostrou ser eficiente na melhoria dos parametros
clinicos e microbiologicos nos sitios de raspagem e alisamento radicular no tratamento de
pacientes com periodontite (SANGHANI; SHIVAPRASAD; SAVITA, 2014). Além disso, a
suplementacdo de propolis em pacientes com essa doencga cronica, e ainda com Diabetes
Mellitus tipo 2, melhorou de forma significativa o resultado da terapia periodontal nesses
individuos (EL-SHARKAWY; ANEES; VAN DYKE, 2016).

Outro fitoterapico importante é a Aloe vera (Aloe barbadensis), uma planta que
pertence a familia Liliaceae. Esse vegetal possui varias propriedades na natureza, tais como
imunomodulador, antiviral e anti-inflamatorio e pode desempenhar um papel significativo no
tratamento do liquen plano, fibrose da submucosa oral, estomatite aftosa recorrente, osteite
alveolar e periodontite (MANGAIYARKARASI et al., 2015).

Sobre os extratos de plantas, Oh et al. (2014) analisaram cinquenta e oito extratos de
plantas coreanas quanto & atividade contra bactérias periodontopaticas tais como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum. Entre as vérias
plantas medicinais, o extrato alcodlico de Pittosporum tobira apresentou efeito antibacteriano
significativo para todas as cepas testadas.

Além disso, o estudo que avaliou o estado periodontal e a presenca de micro-
organismos complexos como Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella
forsythia em tecidos subgengivais de pacientes com periodontite antes e depois da aplicagéo
de gel de mangostana a 4% (Garcinia mangostana) mostrou que os parametros clinicos, tais
como a profundidade da bolsa de sondagem, nivel de insercdo clinica, indice de sangramento,
indice de placa e presenga de T. denticola, foram significativamente reduzidos no grupo
tratado com a formulagdo (MAHENDRA et al., 2017).

Ja o estudo do efeito de gel de extrato de plantas medicinais (casca de Mimusops

elengi, casca de Acacia arabica e sementes de Punica granatum) mostrou melhoras nos
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parametros clinicos, tais como presenca de biofilme bacteriano, indice gengival, profundidade
de bolsa periodontal e nivel de ligacdo clinica, podendo, assim, ser utilizado no tratamento da
periodontite como um adjuvante a terapia periodontal mecanica (PHOGAT et al., 2014).
Sendo assim, na busca por produtos com potencial terapéutico para o tratamento de
doencas inflamatorias, entre estas a periodontite, pode ser destacado a importancia da espécie
Anacardium occidentale L., principalmente devido a sua propriedade anti-inflamatoria

(VASCONCELOS et al., 2015) e antimicrobiana (MADUREIRA et al., 2012).

3.3 Anacardium occidentale L.

3.3.1 Taxonomia e caracteristicas da espécie Anacardium occidentale L.
A espécie Anacardium occidentale L. pertence ao género Anacardium, da familia

Anacardiaceae, ordem Sapindales, que por sua vez pertence a classe Magnoliopsida, divisdo
Magnoliophyta, do filo Tracheophyta, constituinte do reino Plantae (SANTOS, 2011; SILVA,
2012; GBIF, 2016a).

A familia Anacardiaceae compreende, aproximadamente, 70 géneros de plantas com
cerca de 875 espécies amplamente distribuidas em regides tropicais e o género Anacardium é
distribuido em varias regides do mundo, mostrando adaptacdo em muitos ecossistemas. No
Brasil, os géneros presentes sdo, principalmente, Anacardium, Mangifera, Spondias e
Schinusgenus (MABBERLEY, 1997; RAMOS; COTTA; DA FONSECA FILHO, 2016).
Entre essas diferentes espécies se destaca a Anacardium occidentale L., rvore do caju, ou
cajueiro, como é popularmente conhecido (Figura 7) (RAMOS; COTTA; DA FONSECA
FILHO, 2016). O nome “caju” vem da lingua indigena Tupi, e significa “a castanha que se

produz” (ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003).

Figura 7. Espéecie Anacardium occidentale L.

A - Anacardium occidentale L. B - Fruto do cajueiro ou castanha de caju (circulo amarelo), pseudofruto ou
pedinculo do cajueiro (seta) e folha do cajueiro (circulo branco). Fonte: Prépria.
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Atualmente, essa espécie estd disseminada em diversos paises como india,
Mocambique, Tanzénia, Quénia e, mais recentemente, Vietnd, Indonésia e Tailandia (Figura
8) (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

Figura 8. Dados de georeferéncia da espécie Anacardium occidentale L.

“

Os quadrados amarelos e laranjas representam os locais onde a espécie esta presente, sendo 0s quadrados
amarelos a representacdo de &reas com menor densidade, e os quadrados laranja, &reas de maior densidade.
Fonte: Global Biodiversity Information Facility, GBIF (2016b).

O cajueiro adapta-se melhor as regides costeiras do nordeste brasileiro, onde faz parte
da vegetacdo de praias e dunas, além das formacdes de restingas, permitindo supor que a
origem filogenética da espécie reside nos limites da mata amazdnica ou cerrados com
ecossistemas da regido Nordeste, com base na maior diversidade e adaptacdo da planta nestas
localidades (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009). O clima tropical e o solo seco
dessas regifes sdo ideais ao cultivo dessa arvore, e seu processo de amadurecimento ocorre de
setembro a janeiro, e apés 4 anos pode produzir de 100 até 150 kg de caju por ano
(ASSUNCAO; MERCADANTE, 2003).

Arvore de troncos tortuosos, folhas glabras, flores masculinas e hermafroditas e fruto
reniforme (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009), o cajueiro pode crescer até 12 m de
altura (RIBEIRO et al., 2016). Seu pedunculo desenvolvido é fibroso e altamente suculento,
com uma casca macia e, obviamente, ndo contém nozes ou sementes; pode ser consumido cru
ou na forma de geleia, marmelada, suco, xaropes, refrigerantes ou outras bebidas (GARRUTI
et al., 2006), é frequentemente confundido com o fruto, quando na verdade se trata do
pseudofruto, cientificamente denominado de pedunculo floral (Figura 7B) (FERNANDES;
MESQUITA, 1993; MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009; RAMOS; COTTA; DA
FONSECA FILHO, 2016). Esse pedunculo possui forma de pera, e é encontrada em trés
cores: amarelo, laranja e vermelho (ASSUNCAQ; MERCADANTE, 2003).
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A castanha de caju, o fruto do cajueiro, tem grande valor no mercado internacional de
alimentos, além de numerosos usos na indudstria de plasticos e resinas (Figura 7B) (RAMOS;
COTTA; DA FONSECA FILHO, 2016), é um aquénio de comprimento e largura variavel,
casca coriacea lisa, mesocarpo alveolado, repleto de um liquido escuro quase preto, caustico e
inflamével, chamado de liquido da casca da castanha do caju. Na parte mais interna da
castanha esta localizada a améndoa, constituida de dois cotilédones carnosos e oleosos, que
compdem a parte comestivel do fruto, revestida por uma pelicula em tons avermelhados
(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

3.3.2 Atividades bioldgicas da espécie Anacardium occidentale L.

A espécie Anacardium occidentale L. possui atividade bioldgica diretamente associada
ao controle, prevencédo e tratamento de doencas bucais, parte dessas descobertas podem ser
observadas na Tabela 4.

Tabela 4. Partes da planta, composto extraido e atividades bioldgicas da espécie Anacardium

occidentale L.

Partes da Planta Composto Atividades Bioldgicas Referéncias
Caju Suco Antioxidante, anti- VASCONCELOS et al.,
(Pedunculo) inflamatorio, cicatrizante 2015
Suco Antioxidante LIMA et al., 2014
Néctar de caju Antioxidante SILVA et al., 2013
Suco Antigenotdxica e MELO-CAVALCANTE et

Casca de Caju
(Pedinculo)
Casca de castanha

Casca de caule

Castanha

Casca liofilizada

Oleo
Extratos etanélico

Cardanol
Lipidios fendlicos

Acidos anacardico
Compostos fendlicos
Extrato

Acido Anacardico
Acido Anacardico
Alquilfendéis

Cardol

Extrado metandlico
Cardol
Isobenfuranonas

anticlastogénica
Antioxidante

Prebiéticas
Clastogénica
Larvicida

Antiflingica
Moduladora sobre a
acetilcolinesterase

Mutagénica
Anti-inflamatdria
Hipotensora e cardio-
inibitéria

Contra os radicais livres
Antiflingica
Antiparasitaria

Antibacteriana
Tromboliticas
Anti-tirosinase
Citotdxica ou
antitumoral

al., 2011
MOO-HUCHIN et al.,
2015

DUARTE et al., 2017
OWUMI et al., 2015
TORRES; GARBO;
WALDE, 2015
MAHATA et al., 2014
STASIUK;
JANISZEWSKA,;
KOZUBEK, 2014
CARVALHO et al., 20112
VILAR etal., 2016
TCHIKAYA et al., 2011

MORAIS et al., 2017
MORAIS et al., 2017
ALVARENGA et al., 2016

MURATA et al., 2013
KHAN et al., 2011
ZHUANG et al., 2010
LOGRADO et al., 2010



http://www.dicionarioinformal.com.br/antiparasit%C3%A1ria/

Continuacao da Tabela 4:
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Folhas

Zoapatanolida A,
agatisflavona, 1,2-bis (2,6-
dimetoxi-4-
metoxicarbonilfenil) etano
e galato de metil

Acido anacardico

Extrato etandlico
Extrato

Extrado metandlico
Extrado metandlico
Extrato cetdnico

Citotdxica
(anticancerigeno)

Anti-metastatica

Antimicrobiana
Ativador da superoxido
dismutase
Antibacteriana
Larvicida
Antimicoplasmatica

TAIWO et al., 2017

SHILPA; KAVERI;
SALIMATH, 2015
ANAND et al., 2015
OKPASHI; BAYIM; OBI-
ABANG, 2014
MADUREIRA et al., 2012
TRIPATHY etal., 2011
MURAINA et al., 2010

Infusdes Estimulante de SANTOS et al., 2010
oviposi¢do
Extrato metanolico Hipoglicémica FAGBOHUN,

ODUFUWA, 2010
AYEPOLA, ISHOLA,
2009

Folhas e casca do caule  Alcaldides e taninos Antimicrobiana

3.4 Polissacarideo da Goma do Cajueiro (P-GC)

As gomas podem ser definidas como substancias poliméricas capazes de formar
dispersdes ou solucdes altamente viscosas, ou mesmo géis (RODRIGUES; PAULA; COSTA,
1993). S&o produzidas naturalmente por um processo denominado gomose que consiste na
secrecdo de exsudato gelatinoso, liberado pelos galhos e troncos das arvores, que ao se
solidificar com a exposico ao ar, forma um composto transltcido e amorfo (MUNOZ et al.,
2007; OLORUNSOLA et al., 2016).

Nesse contexto, a especie Anacardium occidentale L. produz um exsudato resinoso
conhecido como goma do cajueiro que pode ser explorada por incisdes na casca. Essa
secrecdo € produzida como defesa da planta as agressdes externas e pode ser estimulada
diretamente por insetos ou micro-organismos como bactérias e fungos, ou induzida
quimicamente por substancias como Oxido de etileno e derivados do &cido benzoico em
contato direto com a casca da arvore (INTINI, 1987; ARAUJO, 1991; TORQUATO et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2016).

A analise das propriedades fisico-quimicas dessa goma mostrou que esta resina
apresenta um pH acido (3,8-4,2) e 0s seguintes componentes: cinzas totais (0,5-1,2%),
proteina (1,27-1,8%), acUcares totais (0,96 -2,10 mg/g), fenois totais (0,21-2,26%), umidade
(9,8-13,2%), matéria insolavel (1,9-4,8%); além de minerais como Ca**, K*, Na" e Fe*'

(GYEDU-AKOTO et al., 2008).
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A goma do cajueiro in natura é matéria-prima para extragdo de um complexo
polissacarideo acido, o P-GC (LIMA et al., 2002; CARVALHO et al., 2015). Porém, no
processo de isolamento do P-GC é necessario a remocdo dos sais inorganicos, materiais de
baixo peso molecular, proteinas, além de ligninas e acidos nucleicos para garantir a qualidade
desse polimero (RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993). Assim, a utilizacao desse P-GC tem
aumentado, principalmente, em decorréncia das suas possibilidades de uso na industria
(LIMA et al., 2002).

As investigacdes sobre as propriedades reoldgicas, mucoadesivas € como agente de
suspensdo do P-GC tornaram este composto um agente promissor capaz de melhorar a
farmacocinética de inimeras drogas (KUMAR et al., 2009; DAS et al., 2014; HANI;
KRISHNA; SHIVAKUMAR, 2015).

Figura 9. Polissacarideo da Goma do Cajueiro.
LR d % £ 5 ‘
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t“ .~“|ﬁ'§' S v - l & ‘O
A - Exsudato resinoso no caule do cajueiro (Goma do cajueiro in natura - setas); B - Polissacarideo
extraido da goma do cajueiro. Fonte: Prépria.

Sobre esse assunto, a propriedade mucoadesiva do P-GC em comprimidos
(GOWTHAMARAJAN et al., 2012; HANI; KRISHNA; SHIVAKUMAR, 2015), como
adjuvante farmacéutico (KUMAR et al., 2009), em géis topicos (DAS; NAYAK; NANDA,
2013) e sistemas de entrega de drogas (DAS et al, 2014), proporcionam uma
biodisponibilidade fitoquimica melhorada em alguns compostos (DAS; NAYAK; NANDA,
2013; DAS et al., 2014).

O P-GC ja mostrou atividade bioldgica significativa em modelos de diarreia aguda
(ARAUJO et al., 2015), como agente anti-inflamatério (ARAGAO-NETO et al., 2017;
YAMASSAKI et al., 2015), antitumoral (MOTHE; SOUZA; CALAZANS, 2008) e efeito
gastroprotetor (CARVALHO et al., 2015), trazendo novas abordagens terapéuticas. Ademais,

com o avango de novas técnicas em nanotecnologia e a combinac¢do do P-GC com outros


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AGokul%20Krishna
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AH.%20G.%20Shivakumar
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AUmme%20Hani
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AGokul%20Krishna
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AH.%20G.%20Shivakumar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nanda%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nanda%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
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componentes bioativos, esse polimero tem sido amplamente estudado (QUELEMES et al.,
2013; OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014).

A estrutura quimica, os processos de purificacdo e fitoquimicos da goma do cajueiro
sdo estudados desde meados da década de 1970 (ANDERSON; BELL; MILLAR, 1974;
ANDERSON; BELL, 1975; RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993). No entanto, novos
aspectos quimicos desse composto ainda estdo surgindo com os avangos de novas tecnologias.

As proximas paginas trazem algumas caracteristicas da goma do cajueiro in natura e
as principais propriedades do P-GC, além das descobertas mais recentes sobre esse assunto e a

importancia desses compostos.

3.4.1 Método de Purificacdo do P-GC
Basicamente, dois métodos sdo utilizados para o isolamento da goma do cajueiro, 0

método de Anderson, e o de Rinaudo e Milas (RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993;
COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996). O método de Anderson preconiza a trituracdo,
dissolucdo em &gua fria, filtracdes, dialise e liofilizacdo da goma. J4 o método de Rinaudo e
Milas é realizado por meio da trituracdo, dissolucdo em agua com ajuste de pH a temperatura
ambiente, filtracdo e precipitagdo com etanol (COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996).

Segundo Rodrigues et al. (1993), o método Rinaudo e Milas é o mais adequado para o
isolamento de gomas. Porém, esse método esta limitado aos estudos académicos, pois, para
fins industriais, deve-se levar em conta fatores como a viabilidade econémica e a
disponibilidade de equipamentos. Ainda segundo os autores, boas caracteristicas foram
observadas tanto na goma obtida pelo método Anderson quanto pelo método de Rinaudo e
Milas como brancura do sélido, boa solubilidade em agua e transparéncia da solucao, porém,
além dessas caracteristicas, 0 método Rinaudo e Milas apresentou menor contaminacéo, maior
rendimento, homogeneidade e rapidez no processo.

Vale destacar que o processo de purificacdo da goma do cajueiro desencadeia alguns
efeitos nas suas propriedades fisico-quimicas (OFORI-KWAKYE; ASANTEWAA; KIPO,
2010) incluindo a substituicdo gradual dos céations Mg®*, Ca®* e K por Na*, reduz
drasticamente a quantidade de proteina, mantéem o &cido urdnico, reduz a viscosidade
intrinseca, preserva os polissacarideos, fragmenta a amostra como um todo e desencadeia uma
pequena diminuicdo na massa molar média, como resultado é obtido um sal de sodio de alta
pureza, boa solubilidade e excelente rentabilidade (RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993;
COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996; DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998).

Abaixo esta representado um esquema do processo de isolamento do P-GC

preconizado pelo método de Rinaudo e Milas:
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Figura 10. Esquema simplificado do processo de isolamento do Polissacarideo da Goma do
Cajueiro segundo o método de Rinaudo e Milas.
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Fonte: COSTA; RODRIGUES; PAULA (1996).

3.4.2 Estrutura e composicédo do P-GC
Por meio do método de degradacdo sequencial de Smith, das analises por metilacédo e

dos produtos de degradacdo do P-GC foi observado que esse composto possui uma estrutura
constituida principalmente por cadeias ramificadas de D-galactose ligadas por ligacdes B-(1-
3) e intercaladas por ligagdes B-(1-6) (ANDERSON; BELL; MILLAR, 1974; ANDERSON;
BELL, 1975).

Foram indicados trés tipos de unidade dentro do nucleo ramificado do P-GC, as
ligadas em C-1 e C-3; C-1 e C-6; e C-1, C-3 e C-6 (DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998);
e outras estruturas de cadeia lateral foram caracterizadas, principalmente, a a-D-Galp-(1 — 6)-
D-Galp- ¢ a o-L-Araf-(1—6)-D-Galp- (MENESTRINA et al., 1998). Além disso, a L-
arabinose esta presente em grupos terminais ou em pequenas cadeias de até cinco unidades
constituidas de D-glicose, L-ramnose, D-manose, D-xilose e o Acido 4-O-metil-D-
glicurénico, presentes nos grupos terminais da molécula (Figura 11) (ANDERSON; BELL,;
MILLAR, 1974; ANDERSON; BELL, 1975; DE PAULA; RODRIGUES, 1995; PINTO et
al., 1995; DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998).
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Figura 11. Estrutura do Polissacarideo da Goma do Cajueiro.
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R - representa cadeias ligadas de D-manose, D-xilose, L-ramnose, L-arabinose ou cadeias de 1,2-arabinose. R" -
representa D-glicose ou &cido D-glicuronico. Fonte: ANDERSON; BELL (1975).

Vale destacar, no entanto, que a composi¢do do P-GC pode variar de acordo com o
local de origem do composto (GYEDU-AKOTO et al., 2008) e com o método de analise
escolhido (Tabela 5) (DE PAULA; HEALTHY; BUDD, 1998).

Tabela 5. Composicdo do P-GC segundo a origem do composto e 0 método de analise

Monossacarideo Composicgdo do P-GC por origem
(Peso Total%)
india® Papua® Brasil® Brasil®  Venezuela®

Galactose 61,0 63,0 73,0 72,0 49,0
Arabinose 14,0 15,0 5,0 4,6 31,0
Glicose 8,0 9,0 11,0 14,0 -
Ramnose 7,0 7,0 4,0 3,2 7,0
Acido glicurénico 43 4,5 6,3 4,5 -
Manose 2,0 1,0 1,0 - 4,0
Xilose 2,0 - - - 1,0
Acido 4-O-metil glicurénico 1,9 1,2 - - -

20,5 M H,S0, por 7,5 h a 100 °C, analisado por Cromatografia em Papel (ANDERSON; BELL; MILLAR, 1974);
b4 M Acido trifluoroacético por 5 h a 100 °C, analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (DE
PAULA; RODRIGUES, 1995);

“4 M TFA por 5 h a 100 °C, analisado por Cromatografia de Gés-Liquido (GLC) (DE PAULA; HEALTHY; BUDD,
1998);

¢ Determinagao colorimétrica pelo método Fenol/Acido Sulfirico (PINTO et al., 1995).
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3.4.3 Caracteristicas do P-GC

O P-GC apresenta baixa viscosidade e uma energia de ativacdo de fluxo para uma
solugdo a 2 ou 3% de ~16 kJ mol™, com poucas interacdes intra e intermoleculares (DE
PAULA; RODRIGUES, 1995). Essas intera¢cBes quimicas que ocorrem na solucdo aquosa
com P-GC podem modificar sua conformacgdo e dimensdo molecular desempenhando um
importante papel na solubilidade e viscosidade desse composto (ZAKARIA; RAHMAN,
1996).

As diferengas de viscosidade das fracdes aquosas do P-GC podem ser atribuidas aos
diferentes graus de acilagédo e ao contetdo dos cations divalentes presentes nessa solucdo. As
fragdes com graus elevados de acilacdo formam um gel, quando parcialmente desaciladas
dispersam na &gua para formar um gel mais estavel. Ademais, a maior viscosidade exibida
pelas fracdes sollveis é atribuida ao maior teor de cations divalentes (ZAKARIA; RAHMAN;
MAHMOOD, 1997), experiéncias sobre os efeitos de NaCl, CaCl, e AICl; na viscosidade do
P-GC, bem como o efeito da concentracdo de sal na viscosidade especifica, indicaram que a
afinidade entre esse polimero e os fons metélicos segue a presente ordem: AlI** > Ca** > Na*
(DE PAULA; RODRIGUES, 1995).

Outros fatores influenciam a viscosidade das fragdes aquosas do P-GC. Em pH acima
de 5,5 a viscosidade da solucdo diminui drasticamente (ZAKARIA; RAHMAN, 1996). Além
disso, a temperatura influencia no grau de acilagdo do polianion (ZAKARIA; RAHMAN;
MAHMOOQOD, 1997). Em um estudo sobre a solubilidade do P-GC, verificou-se que 64,2% de
uma fracdo do polissacarideo foi dissolvida em agua a 30°C e apenas 13,4% ap0s O
aquecimento da suspensao restante, sugerindo que a maior viscosidade do polimero €
encontrada a 30°C (ZAKARIA; RAHMAN, 1996).

Outra importante caracteristica do P-GC é sua capacidade emulsificante. Um
hidrocolodide apresenta uma capacidade de emulsificacdo relevante quando tem uma atividade
de superficie na interface agua-o6leo capaz de facilitar a formacdo de goticulas finas e estaveis
(DICKINSON, 2003; PORTO; CRISTIANINI, 2014). O P-GC possui boas propriedades
emulsionantes em emulsdes liquidas, sendo um ingrediente promissor no uso em emulsées de
bebidas, assim como ocorre com a goma ardbica (PORTO; CRISTIANINI, 2014). Além
disso, as emulsbes formuladas com P-GC podem ser estabilizadas pela incorporagdo de
pequenas quantidades de Tween 80, um surfactante e emulsionante usado em alimentos e

cosmeticos, melhorando suas propriedades emulsificantes (ASANTEWAA et al., 2011).
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O P-GC também é um potencial agente de suspensdo em formulacfes farmacéuticas
(ASANTEWAA et al., 2011). As suspensdes sdo usadas em aplicacdes externas e produtos
parenterais, mas principalmente na administracdo oral de farmacos (IBEZIM; KHANNA;
SINGH, 2000), e representam sistemas compostos por duas fases nos quais particulas solidas
séo dispersas em uma fase fluida.

O P-GC em concentragdes de 0,1-2,0% p/v, produz suspensdes floculadas com
sobrenadante claro, sedimentacao rapida, baixo volume de sedimento e maior facilidade para
se dispersar. No entanto, a capacidade de suspensdo desse polissacarideo é inferior aos
polimeros obtidos a partir da goma de xantana (ASANTEWAA et al., 2011) e veegum
(IBEZIM; KHANNA; SINGH, 2000), agentes de suspensao usados como referéncia.

Além disso, as dispersdes compostas com P-GC exibem um comportamento de fluxo
ndo-newtoniano de cisalhamento em concentracdes de 4 a 50% p/v, podendo ser utilizadas
como agente espessante (MOTHE; RAO, 1999) com propriedades semelhantes ao
polissacarideo obtido da goma arabica utilizado na indUstria de alimentos (MOTHE; RAO,
2000).

3.4.4 P-GC na composi¢ao e desenvolvimento de fArmacos

Os sistemas topicos de administracdo de drogas sdo importantes na acdo local e
sustentada de muitos principios ativos (DUA; PABREJA; RAMANA, 2010; NAYAK;
NANDA, 2013). Em um estudo que investigou a acdo de novos géis de cloridrato de lidocaina
a 4% usando P-GC e Carbopol 940 foi observado que estes compostos eram fisicamente
estaveis sem a ocorréncia de sineresis (DAS; NAYAK; NANDA, 2013).

O P-GC tem sido aplicado na liberacdo gradativa de substancias especificas
(OLORUNSOLA et al., 2016). Este polissacarideo foi utilizado para o aprisionamento da
tripsina usando celulose como suporte, esta formulacdo foi administrada em feridas cutaneas
de camundongos e promoveu uma aceleracdo da proliferacdo de fibroblastos,
neovascularizacdo do tecido de granulagdo e provocou um efeito estimulante na formacéo do
epitélio, sugerindo que a preparacdo que associou tripsina, P-GC e celulose pode ser Gtil em
aplicagdes topicas de curativo cutdneo para cicatrizagdo de feridas (MONTEIRO et al., 2007).

Géis preparados com P-GC apresentaram caracteristicas semelhantes a uma
preparacdo comercial, ndo produzindo reacfes dermatoldgicas ou outras reacGes adversas
importantes. Além disso, estes géis apresentaram boa estabilidade em pardmetros com

viscosidade, contetido do farmaco e aparéncia fisica em todas as condi¢des de temperatura,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nanda%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayak%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nanda%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24099938

46

sugerindo que o P-GC pode ser considerado um agente gelificante em potencial (KUMAR et
al., 2009).

Filmes a base de P-GC utilizando o paracetamol como principio ativo tém
propriedades necessarias para o revestimento bem-sucedido de comprimidos. O P-GC
plastificado com glicerol, quando aplicado como filme em comprimidos de paracetamol atua
como revestimento ndo funcional, pois ndo é capaz de modificar a liberacdo e outras
propriedades biofarmacéuticas do farmaco. Assim, esses filmes podem ser uteis no
revestimento de formas de dosagem solidas de liberacdo imediata ou convencional para
mascarar o sabor e odor desagradaveis do farmaco e facilitar a degluticdo, melhorar as
propriedades mecéanicas e proteger o principio ativo contra condigdes ambientais extremas
(OFORI-KWAKYE et al., 2012).

Comprimidos constituidos por P-GC, curcumina e etilcelulose, como camada de
revestimento impermeavel, mostraram-se de fécil formulacdo e aplicacdo, com baixo custo,
apresentando remocdo conveniente da superficie mucosa e uma melhor entrega de
substancias, sugerindo que esses comprimidos com P-GC sdo suficientemente mucoadesivos
para aplicacdo clinica (GOWTHAMARAJAN et al., 2012). Além disso, comprimidos de
paracetamol com P-GC apresentaram baixa desintegracdo, rapida dissolugdo e boas
propriedades fisico-mecanicas, em comparacdo com aglutinantes ja utilizadas, como a acécia
e a polivinilpirrolidona (PVP K-30) (GOWTHAMARAJANB et al., 2011). Outro estudo
mostrou que o P-GC foi empregada com sucesso como aglutinante na preparacdo de
comprimidos de metronidazol. Os comprimidos produzidos demonstraram as propriedades
fisico-quimicas necessarias da uniformidade de peso, dureza, friabilidade, desintegracdo e
dissolucdo (OFORI-KWAKYE; ASANTEWAA,; KIPO, 2010).

Em um estudo comparativo das propriedades do P-GC e do polissacarideo extraido a
partir da goma arabica, foi sugerido que o P-GC pode servir como excipiente na formulacédo
de farmacos suscetiveis a oxidacdo (OLORUNSOLA et al., 2016).

De forma complementar, nanoparticulas de prata reduzidas e estabilizadas pelo P-GC
apresentaram atividade antibacteriana, especialmente contra bactérias gram-negativas, em
concentragdes em que ndo se observou citotoxicidade significativa (QUELEMES et al.,
2013).

3.4.5 Atividade farmacoldgica do P-GC
Os polissacarideos com alto teor de arabinose e galactose exibem atividades

moduladoras, a goma do cajueiro mostrou ter capacidade de diminuir as concentragoes de IL-
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6, 0s niveis de NO- e IFN-y em macrofagos (YAMASSAKI et al., 2015). Os efeitos anti-
inflamatorios do P-GC podem ser evidenciados no estudo sobre sua atividade gastroprotetora
contra os danos induzidos por naproxeno em ratos. Neste estudo, o pré-tratamento dos
animais com P-GC reduziu as lesbes causadas por naproxeno, atenuou 0s niveis de
mieloperoxidase e malondialdeido (CARVALHO et al., 2015).

O P-GC possui também atividade antidiarreica em modelos de diarreia inflamatoria. A
atividade antidiarreica pode ser explicada pela capacidade do P-GC de inibir a motilidade
gastrointestinal e pela diminuicdo do volume de secrecdo de fluido intestinal induzido por
PGE2 (ARAUJO et al., 2015).

Além disso, a avaliacdo do efeito do hidrogel a base de P-GC e quitosana, associada a
terapia a laser de baixo nivel, na cicatrizacdo de feridas em ratos, demonstrou que esta
formulacdo contribuiu para processos de cicatrizacdo mais eficientes, diminuicdo da
inflamacdo, maior contracdo da ferida, maior quantidade de colageno, baixa necrose focal,
exsudato neutrofilico baixo e regressdo ou modulagdo da neoformacéo vascular (ARAGAO-
NETO et al., 2017).

O P-GC foi testado também quanto a sua atividade antimicrobiana e apresentou uma
atividade baixa contra Saccharomyces cerevisiae e ndo promoveu crescimento como fonte de
carbono as espécies Listeria monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces
marxianus apés cinco dias de incubacdo (TORQUATO et al., 2004). No entanto, outro estudo
sobre o potencial antimicrobiano da goma do cajueiro in natura evidenciou significativas
propriedades antimicrobianas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina, Staphylococcus aureus resistente & meticilina, Listeria innocua, Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus faecium (CAMPOS et al., 2012).

Além disso, 0 P-GC combinado com B-galactose ramificada (1—3) soluvel em agua,
com outros oligossacarideos e proteinas, apresentou alta atividade inibitéria contra sarcoma
induzido em camundongos, caracterizando uma atividade antitumoral significativa (MOTHE
et al., 2008).

3.4.6 Outras aplicacdes e toxicidade do P-GC

O P-GC, um biomaterial ativo, em conjunto com ftalocianinas, se destaca como um
excelente material formador de filme com potencial aplicagdo em dispositivos
nanobiomédicos como sensores eletroquimicos (ARAUJO et al., 2012). Além disso, a
adsorcdo do P-GC a Concanavalina A, uma lectina que se liga especificamente a manose e

glicose, mostrou aumento das reacGes e da concentracdo dessa proteina, indicando interacdo
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especifica entre esses compostos, 0 que pode ser utilizada no desenvolvimento de
biossensores e kits para imunoensaios (MACIEL et al., 2007).

O P-GC pode ser utilizado como polieletrélitos aniénicos na formacdo de
nanocompositos eletroativos preparados por técnica camada por camada, aumentando a
estabilidade eletroquimica, a reprodutibilidade e a sensibilidade do filme para este analito,
protegendo o polimero condutor da degradacdo acida (BARROS et al., 2012).

Ademais, o P-GC mostrou ser uma alternativa viavel para o encapsulamento de
compostos bioativos alimentares. Quando comparado com a goma arabica, material
comumente usado no encapsulamento de alimentos, o P-GC apresentou menor viscosidade,
maior eficiéncia, retardou a oxidagéo e a alta absorg¢éo de umidade (BOTREL et al., 2017).

Outro exemplo que mostra o potencial desse biopolimero é o encapsulamento do 6leo
de echium, com P-GC, como materiais de parede, e acido sindpico, como um agente de
ligacdo cruzada. As experiéncias mostraram que o P-GC protegeu o 6leo e os tratamentos
proporcionaram maior estabilidade oxidativa (COMUNIAN et al., 2016). Além disso, as
particulas de P-GC e inulina como material encapsulante também mostraram ser uma
alternativa potencial no processo de encapsulamento de 6leos essenciais (FERNANDES et al.,
2016).

Novas tecnologias também estdo sendo empregadas para melhorar o processo de
encapsulamento de 6leos e outros alimentos. A associa¢do de um alginato especifico com o P-
GC provou ser capaz de maximizar o carater hidrofilico das matrizes do polimero, permitindo
uma liberacdo mais rapida com uma carga de Oleo satisfatéria (OLIVEIRA; PAULA;
PAULA, 2014).

Além disso, meios de cultura com P-GC foram capazes de estimular a embriogénese
de cenoura e aumentar a conversao de embriGes em plantulas em meios de cultura, mostrando
gue esse composto pode ser usado como uma ferramenta potencial para a melhoria das taxas
de conversdo em sistemas nos quais baixas taxas de conversdo sdo um problema para
programas de reproducdo (PEREIRA-NETTO et al., 2007). Ademais, nanogeis produzidos a
partir do P-GC e quitosana apresentaram eficacia contra as larvas de Stegomyia aegypti, onde
a taxa de mortalidade estava relacionada as propor¢des de P-GC e quitosana, atingindo mais
de 90% da mortalidade ap6s 72 h (ABREU et al., 2012).

Sobre os danos causados pelo uso desse polimero pode-se dizer que o P-GC possui em
sua composicdo moléculas de baixa toxicidade, frequentemente, presentes na dieta. Um
estudo de toxicidade desse polimero, usando o método de Knudsen e Curtis (KNUDSEN;

CURTIS, 1947), mostrou que ratos albinos machos da variedade Wistar, pesando de 160-200
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g, receberam doses de 500 a 4.000 mg/kg de suspensdo com P-GC em solucdo salina por via
oral e ndo foram observadas manifestacfes toxicas. Além disso, 0 padrdo comportamental
também néo foi afetado apds 48 h de teste. Nesse mesmo experimento, foram administrados
250 mg/kg de suspensdo com P-GC em solucdo salina por via oral, diariamente por 30 dias, e
0s animais permaneceram saudaveis (KUMAR et al., 2009).

Diante das principais caracteristicas desse polissacarideo, o capitulo | mostra os efeitos
de uma formulacdo em orabase composta por P-GC sobre marcadores inflamatérios e da

perda 6ssea na periodontite experimental em ratos.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de uma formulacdo em orabase com
Polissacarideo da Goma do Cajueiro (P-GC) extraido de Anacardium occidentale L. sobre a
perda Ossea alveolar e a expressao relativa do RNAmM de TNF-a, IL-18, RANK, RANKL, e
OPG no tecido periodontal de ratos da variedade Wistar (Rattus norvegicus) submetidos a
periodontite induzida por ligadura. A goma do cajueiro in natura foi coletada e purificada por
processos gquimicos e 0 P-GC misturado com gel orabase. Os ratos (fémeas) foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos de seis animais cada: salina a 0,9% (Grupo Sal); Gel orabase
(Grupo Gel); 50 mg P-GC/1 g gel orabase (Grupo P-GC50) e 150 mg P-GC/1 g gel orabase
(Grupo P-GC150). A periodontite foi induzida nos animais, e estes foram tratados por 20 dias
com uma aplicacdo tdépica diaria dos compostos. O processo de purificacdo do P-GC
apresentou alto rendimento e resultou em um produto livre de proteinas. O tratamento com P-
GC150 (150 mg P-GC/1 g de gel orabase) reduziu significativamente a perda 0ssea alveolar,
diminuiu a expressdo relativa do RNAm de TNF-a, IL-/8, RANKL e da propor¢édo
RANKL/OPG, e causou uma reducéo significativa na atividade da mieloperoxidase do tecido
gengival. Assim, o P-GC em orabase representa um potencial agente terapéutico para o

tratamento da periodontite e possivel fonte de novas descobertas biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Anacardium occidentale; anti-inflamatorio; expressao génica.

Todos os direitos reservados a Elsevier
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4.1. Introducao

Desde a pre-historia, as plantas sdo usadas para o tratamento de diversas doencas [1] e
uma grande quantidade de fitoterapicos tém sido isolados nas Gltimas décadas [2, 3]. A
Anacardium occidentale L. € uma planta com importante valor medicinal [2], comumente
conhecido como cajueiro.

A goma do cajueiro in natura, um polissacarideo complexo, pode ser extraida da casca
do caule do cajueiro [4]. As andlises de metilacdo, as degradacGes sequenciais de Smith e os
produtos de degradacdo dessa goma mostraram uma estrutura de galactana altamente
ramificada constituida por cadeias de residuos ramificados de D-galactose unidos por ligagdes
B-(1-3) e intercaladas por ligagdes B-(1-6); a arabinose esta presente como grupos terminais
ou em cadeias menores unidas por ligagbes (1-2) com até cinco unidades. Os
monossacarideos glicose, ramnose, manose, xilose e o acido urbnico também estavam
presentes como grupos terminais. O principal acido aldobiurénico presente era o 6-O-B-D-
acido glicopiranosilurénico-D-galactose junto com o andlogo 4-O-methyl, em menor
guantidade. A hidrdlise do acido leve revelou duas galactobioses, 3-O-p-D-galactopiranosil-
D-galactose e 6-O-p-D-galactopiranosil-D-galactose [5].

O polissacarideo purificado, ou seja, o Polissacarideo da Goma do Cajueiro (P-GC),
composto principalmente por galactose (59,4%), glicose (6,4%), arabinose (5,3%), ramnose
(2,4%), manose (1%), e acido glicurénico (13,5%) [6, 7, 8] tem sido obtido da goma do
cajueiro in natura [9]. Este processo de purificacdo passa por estagios sequenciais de
trituracdo, dissolucdo em agua com ajuste de pH, filtracdo, precipitacdo com EtOH e
liofilizac&o [10].

Estudos experimentais com P-GC mostraram que esse polimero possui atividade anti-
inflamatdria capaz de reduzir o edema e 0s processos de hiperemia [11]; inibir a
prostaglandina E2 [2]; e reduzir os marcadores inflamatérios como mieloperoxidase e
malondialdeido [12]. Ademais, o P-GC possui uma influéncia significativa nos niveis de
oxido nitrico (NO-), IFN-y e na modulagdo de macrofagos [13]. No entanto, pouco se sabe em
relacdo aos efeitos desses biopolimeros sobre as doencas periodontais.

A periodontite é o resultado de respostas inflamatdrias ativadas pela placa bacteriana
que se acumula na margem gengival [14] e provoca a destrui¢do do tecido conjuntivo ao redor
dos dentes [15]. Neste processo, células inflamatorias como leucdcitos polimorfonucleares,
monacitos e macrofagos [16] liberam citocinas e outros fatores inflamatoérios resultando em

perda dssea alveolar e subsequente perda dentaria [17].

Todos os direitos reservados a Elsevier
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A reabsor¢do e formacgédo dos o0ssos sdo reguladas pela via do Receptor Ativador do
Fator Nuclear kB (RANK)/Ligante RANK (RANKL)/Osteoprotegerina (OPG) [16, 17]. As
alteracdes na estrutura 0ssea alveolar ocorrem devido as citocinas pro-inflamatorias, incluindo
TNF-a ¢ IL-1B, 0 aumento do recrutamento e da atividade dos osteoclastos causando perda
Ossea, e através da producdo aumentada de RANKL, um importante fator osteoclastogénico
[18, 19].

Assim, considerando as propriedades anti-inflamatdrias do P-GC e a busca constante
por produtos naturais obtidos de fontes renovaveis e com atividade bioldgica, este estudo teve
como objetivo investigar as caracteristicas quimicas e os efeitos de uma formulacdo em
orabase com P-GC sobre a perda de o0sso alveolar e a expresséao relativa do RNAm de TNF-q,
IL-18, RANK, RANKL e OPG no tecido periodontal de ratos submetidos a periodontite

induzida por ligadura.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1 Extracdo e purificacdo do P-GC

Amostras de goma do cajueiro in natura foram coletadas da casca do tronco de
cajueiros cultivados na cidade de Ilha Grande, Piaui, Brasil (Latitude, graus decimais S -
2.8242; Longitude, graus decimais W -41.7331). Um exemplar de Voucher do cajueiro
mencionado neste estudo (niumero 52) foi depositado no herbario da Universidade Federal do
Piaui, Parnaiba, Piaui, Brasil. O P-GC foi isolado a partir do exsudato das arvores usando um
método anteriormente descrito por De Paula et al. [7].

O exsudato foi triturado, dissolvido em agua destilada a 26 °C até ser obtido uma
solucdo a 10% (p/v). Hidrdxido de sodio aquoso diluido foi adicionado a solucdo para ajustar
0 pH para, aproximadamente, 7,0. A solucéo clara foi sucessivamente filtrada através de vidro
sintético e o polissacarideo precipitado com etanol na proporcdo de 1:3 (v/v) (Solucdo de
goma:etanol). Essa goma isolada foi seca em um forno de ar forgado a 60 °C/8 h e pesado. O
peso molecular foi estimado por meio da dispersdo de luz em um Malvern Zetasizer Nano ZS
Model 3600 usando um laser de 633 nm em um angulo de dispersao fixo de 173 ° e a analise

elementar foi realizada utilizando o Elementary Analyzer - Perkin EImer 2400 series ii.

4.2.2 Animais
Vinte e quatro ratos (fémeas) da variedade Wistar (Rattus norvegicus), obtidos na

Universidade Federal do Piaui, pesando de 200 a 260 g, com trés meses de idade, foram

Todos os direitos reservados a Elsevier
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utilizados no estudo. Os ratos foram aclimatados, antes do ensaio, durante uma semana, €
alojados em ambientes com temperatura controlada, a 24 + 2 °C, sob ciclos de claro-escuro de
12 h e acesso a 4gua e comida ad libitum.

Os protocolos experimentais e métodos de tratamentos dos animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui, Brasil
(NUmero de registro: 229/16) e foram realizadas de acordo com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal. Ao longo da pesquisa, todos os esforgos foram feitos

para minimizar o sofrimento dos animais.

4.2.3 Protocolo Experimental de inducéo da Periodontite

Todos os animais foram submetidos a inducdo da periodontite. Essa doenca foi
induzida como descrito anteriormente [20]. Os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg; i.p. - Francotar, Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda, Brasil) e xilazina (20 mg/kg i.p. -
Kensol, Konig S.A., Brasil) [21]. Uma ligadura de fio de nylon 3.0 esterilizada (Shallon®,
Brasil) foi colocada ao redor do colo dos primeiros molares inferiores. O n6 da ligadura foi
fixado no lado mesial dos dentes e o fio permaneceu no espaco subgengival nos outros lados.
A ligadura foi mantida até o final do experimento. Entdo, os animais foram observados
durante 20 dias ap6s a colocacdo de ligadura e eutanasiados com uma dose elevada de
cetamina (300 mg/kg; i.p. - Francotar, Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda, Brasil) e xilazina
(30 mg/kg; i.p. - Kensol, Konig S.A., Brasil).

4.2.4 Composicao dos géis

No presente estudo, um veiculo e dois géis foram preparados como segue abaixo:

1. Gel orabase: Um composto inerte, foi utilizado como veiculo na preparacdo dos
outros geis. Este gel foi composto de carbopol 934P (2%), p-
hidroxibenzoato de metilo (0,1%), etanol a 98% (0,6%),
propilenoglicol (1%), trietanolamina (1%) e agua pura. O Carbopol
934P é um polimero com propriedades mucoadesivas. Atua como
adjuvante em sistemas de administracdo de medicamentos bioadesivos
e € seguro no uso em mucosa oral [22]. Funcionalmente, o gel orabase
continha um agente mucoadesivo e gelificante (carbopol 934P), um
conservante  (p-hidroxibenzoato de metilo), um umectante

(propilenoglicol), um solvente (etanol a 98%), e agua pura como
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veiculo. Além disso, a trietanolamina, uma base fraca, foi
gradualmente adicionada para ajustar o pH deste gel orabase para 6,5.
2. P-GC50: Este gel continha 50 mg de P-GC/1 g de gel orabase.
3. P-GC150: Este gel continha 150 mg de P-GC/1 g de gel orabase.

Os componentes de cada gel foram colocados sobre uma placa de vidro e misturados
com uma espatula de metal. Apds a formacdo de uma mistura homogénea, os géis foram
armazenados em tubos de plastico de 50 g com tampa tipo flip-top e armazenados na geladeira
a6-8 °C.

4.2.5 Aplicacéo topica das composicoes
Os compostos foram administrados por via tépica, com cotonete, na regido lingual e
vestibular da gengiva dos primeiros molares inferiores (Figura 1), imediatamente apds a

colocacéo da ligadura e, posteriormente, uma vez por dia, durante 20 dias.

Figura 1. llustracdo esquematica da preparacdo do gel em orabase com P-GC e sua
administracdo topica no tecido gengival dos animais.

(a) Fotografia da espécie Anacardium occidentale L., a arvore da qual a goma do cajueiro in natura é extraida;
(b) Goma do cajueiro in natura, setas brancas; (c) P-GC, pd branco (a esquerda) e gel orabase ou veiculo
(direita); (d) P-GC na formulagdo em orabase, gel marrom; e (e) administracdo topica da formulagdo sobre o
tecido gengival do primeiro molar inferior do animal com cotonete.
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Todos os animais foram submetidos a periodontite experimental e distribuidos
aleatoriamente em grupos de seis animais. Cada grupo recebeu uma Unica formulacéo
farmacéutica, solucdo ou veiculo, conforme especificado abaixo:

- Grupo Sal: Os animais receberam apenas aplicacOes topicas de solucdo salina a 0,9%

(Eurofarma Laboratdrios Ltda, Brasil);

- Grupo Gel: Os ratos receberam aplicacdes topicas de gel orabase (veiculo);

- Grupo P-GC50: Os ratos receberam aplicacdes topicas de P-GC50;

- Grupo P-GC150: Os animais receberam aplicaces tépicas de P-GC150.

4.2.6 Avaliacdo do peso corporal dos animais e do peso relativo dos 6rgdos

O peso corporal dos animais foi medido em dois momentos durante o0 experimento -
imediatamente antes da inducdo da periodontite, no primeiro dia, e antes da eutanésia dos
animais, no 20° dia. Apo6s a eutanasia dos animais, o figado, o coragdo, o baco e os rins foram
removidos e 0 peso relativo desses 6rgdos foi determinado.

4.2.7 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

No ultimo dia do experimento, apOs anestesia geral e pesagem de cada animal,
amostras de 1 mL de sangue total foram coletadas do plexo retro-orbital por meio de tubo
capilar com heparina para microhematécrito [23] e conservados em tubos de vidro contendo
anticoagulante (Acido etilenodiaminotetracético - EDTA) para avaliacio da contagem global

de leucdcitos e dosagens bioguimicas.

4.2.7.1 Avaliacdo da lesdo hepatica e da funcéo renal

Os niveis séricos de transaminase glutdmica-oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmica-piravica (TGP) foram utilizados para investigar a presenca de lesbes hepaticas.
Para avaliar a fungdo renal, os niveis de creatinina e ureia foram quantificados. Estes
parametros foram investigados 20 dias ap0s a inducdo da periodontite nos animais. Para isso,
Kits especificos foram utilizados, de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Labtest®,
Brasil).

4.2.7.2 Contagem global de leucocitos

No 20° dia apds a inducdo da periodontite, 20 pL de sangue total, previamente

coletados, foram armazenados em tubos contendo EDTA, e adicionados a 380 pL de solugdo
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de Turk. Depois disso, a contagem global de leucdécitos, em triplicata, foi realizada usando
uma cadmara de Neubauer e o resultado obtido pela média das trés contagens [24].

4.2.8 Dissecacdo e armazenamento do tecido gengival

Ap0s a eutanasia dos animais, o tecido gengival de cada primeiro molar inferior foi
dissecado com lamina de bisturi estéril. Esta gengiva foi armazenada em microtubos estéreis
(1,5 mL) para posterior dosagem da mieloperoxidase (MPO) e em microtubos estéreis e livres
de RNase e DNase (1,5 mL), com RNAlater® Solution (Sigma-Aldrich Co., USA), para
realizacdo da Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), de acordo com as instrucoes
do fabricante. Todas as amostras foram armazenadas em um freezer (-70 °C) até o

processamento.

4.2.9 Dosagem da MPO

O acumulo de neutréfilos foi avaliada em amostras de tecido gengival a partir dos
primeiros molares inferiores por meio do ensaio que mediu os niveis de MPO.
Resumidamente, 50 mg de tecido gengival foram homogeneizados a 50 mg/mL em tampé&o de
potéssio contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamdémio (HTAB). O homogeneizado
foi centrifugado em 4.000 x g por 7 min a 4 °C. O pellet foi ressuspenso e os niveis de MPO
foram medidos em leitor de ELISA pela alteracdo na absorbancia a 450 nm, usando o-
dihidrocloridrato de dianisidina e perdxido de hidrogénio a 1%. Os niveis de MPO foram
relatados como unidade/mg de tecido e a unidade da atividade da MPO foi definida como a

conversao de 1 umol de peroxido de hidrogénio em agua, a 22 °C, em 1 min [25].

4.2.10 Medida da perda 6ssea alveolar

Os animais foram eutanasiados 20 dias ap6s a inducdo da periodontite por ligadura e
as mandibulas foram dissecadas e fixadas em tampdo de formalina a 10%. As arcadas
dentarias foram imersas em peréxido de hidrogénio (30 V) durante 7 h para facilitar a
remo¢do mecénica do tecido mole, separadas em hemi-arcadas direita e esquerda e coradas
com azul de metileno a 1% (Dindmica, Brasil) para diferenciar o o0sso dos dentes [21, 26],
finalmente, foram colocadas em lupa estereoscopica e fotografadas usando uma camera
digital.

As imagens digitais foram submetidas a analise da perda Ossea alveolar usando o
software ImageJ, versdo 1.47 (N.I.H., Bethesda, MD, USA) [27]. Neste procedimento, a area

(mm?) correspondente s raizes expostas dos primeiros molares inferiores foi medida
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conforme descrito anteriormente [16]. Todas as imagens adquiridas foram comparadas com

uma area conhecida de 1,0 mm?.

4.2.11 Avaliacao histopatolégica do figado

Depois que os animais foram submetidos a eutanasia, o figado de cada animal foi
removido, pesado, cortado e fixado em tampdo de formalina a 10%. As amostras foram
desidratadas em concentracGes crescentes de alcool e imersas em Xilol, envolvidas em
parafina, cortadas em fragmentos de 5 mm de espessura, coradas com hematoxilina e eosina, e
avaliadas por meio do microscopio Optico. O figado foi avaliado histologicamente quanto a
presenca de esteatose, inflamagéo e necrose, conforme descrito por Carvalho et al. [20], para
investigar os efeitos hepaticos da periodontite induzida por ligadura, bem como a acdo do P-
GC.

4.2.12 Analise da expressdo génica por RT-PCR

O RNA total foi extraido de 50 mg de tecido gengival com TRIzol® Reagent
(Invitrogen, USA), seguindo as instrucbes do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de
100 ng de RNA total usando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, USA), seguindo as instruc¢des do fabricante e armazenado a -30 °C.

A expressdo dos genes alvo foi investigada por RT-PCR, com o instrumento 7500 fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA), usando aliquotas de cDNA e utilizando
TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA), primers e sondas
especificas para a espécie escolhida: TNF-a (LOC103694380, Rn00562055 _m1); IL-14 (ll1b,
Rn00580432_m1); RANK  (Tnfrsflia, Rn04340164_m1); RANKL  (Tnfsfl1,
Rn00589289 m1), OPG (Tnfrsfllb, Rn00563499 11) ou Gliceraldeido-3-fostato
dehidrogenase (GAPDH) (Gapdh, Rn01775763 gl) (Simbolo do gene e Assay ID,
respectivamente), de acordo com as instrucgdes do fabricante.

Todas as amostras foram executadas em triplicada, e a expresséo relativa de RNAmM
foi determinada apds a normalizacdo de todos os valores aos do GAPDH [16]. Os resultados

-AACt
2

foram analisados usando o método [28] com o GAPDH como um housekeeping gene

[16] e controle ndo tratado como calibrador (Grupo Sal) [28].

4.2.13 Analise estatistica
Os dados foram apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM). O teste t de

student e a Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste post-hoc Bonferroni, foram
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usados para comparar as medias e p<0,05 foi considerado para indicar diferencas
estatisticamente significativas. Todos os calculos foram realizados usando o software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).

4.3. Resultados

4.3.1 Rendimento do processo de purificacdo do P-GC

Em nosso estudo, a purificacdo do exsudato a P-GC resultou em um processo com
rendimento de 80% * 2,45%, e em um polimero com peso molecular estimado em
1,4 x 10* kDa. O resultado da anélise elementar ndo mostrou a presenca de proteina na

constituicdo do polissacarideo obtido.

4.3.2 Efeito do P-GC em orabase na perda éssea alveolar, sobre as citocinas pro-
inflamatorias e a via RANK/RANKL/OPG

A aplicacdo topica de P-GC150 resultou em inibigdo significativa da perda 6ssea
alveolar (3,12 + 0,85 mm?) comparado aos animais que receberam tratamento com P-GC50
(4,89 + 1,20 mm?), gel orabase (4,83 + 1,53 mm?) ou solucdo salina a 0,9% (4,79 + 1,99 mm?)
(p<0,05) (Figuras 2 e 3). No entanto, as aplicacGes tdpicas de P-GC50 ndo mostraram nenhum
efeito protetor no 0sso alveolar dos animais apds a inducdo de periodontite (Figuras 2; 3e e
3f).
Figura 2. Efeito do P-GC em orabase na perda dssea alveolar associada a periodontite

experimental em ratos.
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Os dados representam a média + EPM da area de perda d¢ssea alveolar dos molares inferiores de seis animais em
cada grupo. Todos os animais foram submetidos a indugdo da periodontite. *p<0,05. Determinado com ANOVA
e pds-teste de Bonferroni.
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Figura 3. Efeito do P-GC em orabase sobre a perda 6ssea alveolar associada a periodontite

experimental em ratos.

Aspectos macroscépicos das faces vestibular (esquerda) e lingual (direita) do primeiro molar inferior direito.
Todos os animais foram submetidos a inducdo da periodontite. Grupo Sal (a e b); Grupo Gel (c e d) e Grupo P-
GC50 (e e f) mostrando a reabsorcdo éssea alveolar grave com exposicdo radicular. Grupo P-GC150 (g e h)
mostrando menor reabsor¢do 6ssea alveolar. As imagens foram obtidas com uma amplia¢do da imagem original
de x40.

Em relacdo as citocinas pro-inflamatorias, os animais tratados com P-GC150
mostraram uma diminuicdo significativa na expressdo relativa do RNAm de TNF-«a e IL-1f
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em comparacao aqueles tratados com gel orabase ou solucédo salina a 0,9% (p<0,05) (Figuras
4a; 4b).

Figura 4. Expresséo relativa do RNAm de TNF-« (a), IL-15 (b), RANK (c), OPG (d), RANKL
(e) e da proporcdo RANKL/OPG (f), normalizada com um housekeeping gene
(GAPDH), no tecido gengival dos molares inferiores de animais submetidos a

periodontite experimental e tratados com aplicacdo topica de P-GC.
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Os dados representam a média £+ EPM das mudancas na expressao relativa do RNAm. Todos os animais foram
submetidos a inducdo da periodontite, considerando seis animais em cada grupo. As barras representam 0s
valores de 2% calculado por meio do método AACt. *p<0,05. Determinado com ANOVA e pos-teste de

Bonferroni.
Observou-se uma diminuicdo significativa da expressdo relativa do RNAm de

RANKL (Figura 4e) (p <0,05), e uma reducéo significativa na expressdo relativa do RNAm
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da propor¢cdo RANKL/OPG nos tecidos periodontais de ratos submetidos ao tratamento com
P-GC150 (p<0,05) (Figura 4f). Ademais, a andlise sobre a via RANK/RANKL/OPG néo
revelou diferenca estatisticamente significativa na expresséo relativa do RNAm de RANK e

OPG entre os grupos (Figuras 4c e 4d, respectivamente).

4.3.3 Niveis de MPO

Animais tratados com P-GC50 (24,17 + 11,16 U/mg) ou P-GC150 (19,78 + 19,64
U/mg) apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de MPO no tecido gengival
quando comparados aos ratos tratados com gel orabase ou salina a 0,9% (51,86 + 17,98
U/mg) (p<0,05) (Figura 5). Além disso, os niveis de MPO nos animais tratados com gel

orabase (54,73 £ 18,92 U/mg) ndo diferiu estatisticamente do grupo Sal (Figura 5).

Figura 5. Efeito da aplicacédo topica do P-GC nos niveis de MPO em tecido gengival de ratos
submetidos a periodontite experimental.
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Os dados representam a média £ EPM dos niveis de MPO no tecido gengival dos molares inferiores dos animais
(seis animais em cada grupo). Todos os animais foram submetidos a inducdo da periodontite. *p<0,05.
Determinado com ANOVA e pés-teste de Bonferroni.

4.3.4 Efeito sistémico e toxicidade dos tratamentos com P-GC em orabase

Em relacdo aos efeitos da formulacdo com P-GC aplicada no tratamento da
periodontite induzida neste estudo sobre o peso corporal dos animais, nenhuma mudanca
significativa foi observada (Figura 6a). Quanto aos efeitos da aplicacdo topica de P-GC em
orabase sobre a contagem global de leucdcitos, 0s animais pertencentes aos grupos P-GC50
(6928,57 £ 1112,37/uL) e P-GC150 (7481,12 + 917,01/uL) tiveram uma contagem global de

Todos os direitos reservados a Elsevier



63

leucocitos significativamente menor do que a observada nos grupos Sal (13028,33 *
3717,74/uL) ou Gel (12862,28 + 1603,11/uL) (p<0,05) (Figura 6b).

Figura 6. Efeito da aplicacdo topica do P-GC sobre o peso corporal, contagem global de

leucdcitos, TGO, TGP, creatinina e ureia em ratos submetidos a periodontite

experimental.
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Os dados representam a média + EPM do peso corporal (a), contagem global de leucécitos (b) e niveis séricos de

TGO (c); TGP (d); Creatinina (e) e Ureia (f), de seis animais em cada grupo. Todos 0s animais foram submetidos

a inducdo da periodontite. Determinado com ANOVA e pos-teste de Bonferroni. O teste t de student foi utilizado

para comparagdo do peso corporal dos animais antes e ap6s o tratamento.
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Além disso, todos 0s grupos apresentaram niveis séricos estatisticamente semelhantes
de TGO (Figura 6¢) e TGP (Figura 6d). Além disso, a andlise histopatoldgica do figado
mostrou esteatose hepéatica microvesicular em todos os animais sem diferenca significativa
entre os grupos (p>0,05) (Apéndice B). Além disso, a avaliacdo da funcéo renal, com base nos
niveis de creatinina e ureia (Figura 6e e 6f, respectivamente), ndo revelou diferencas
significativas entre 0s grupos.

Observou-se também que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
pesos relativos do figado, baco, coracdo e rins dos animais submetidos a periodontite

experimental apds o tratamento com P-GC em orabase (Tabela 1).

Tabela 1. Peso relativo dos 6érgdos de ratos apds a periodontite induzida por ligadura e
tratamento com aplicacgdo topica de P-GC

Orgaos Peso Relativo (%)
Sal Gel P-GC50 P-GC150
X X X X p
Figado 301+133 297+042 346+030 3,04x0,24 0,40
Baco 040x0,21 038+0,04 050+0,21 0,39x0,09 0,65
Rins 0,72+032 0,72+0,11 0,74+0,04 0,69+0,04 0,26
Coracao 03+0,14 0,36x004 037+£0,03 037+£0,05 0,30

4.4. Discussao

O propésito do isolamento de qualquer substancia é obter um material quimicamente
puro e homogéneo com o rendimento mais alto possivel [10]. O método de extracdo e
purificacdo do P-GC, em geral, produz um rendimento préximo de 70% [7]. Em nosso estudo,
0 processo de purificacdo do exsudado a P-GC resultou em um alto rendimento e um
polimero com peso molecular proximo do observado por De Paula et al. [7]. Além disso, a
anélise elementar mostrou que o polissacarideo purificado e utilizado na formulagdo néo
continha proteinas residuais na sua composi¢do, 0 que mostra 0 sucesso do processo de
isolamento do composto.

Os polissacarideos sdo macromoléculas amplamente distribuidas em animais, plantas e
micro-organismos e atrairam muita atengdo nos ultimos anos devido as suas possiveis

atividades biologicas [29, 30]. Neste estudo, a aplicagdo topica de P-GC150 resultou em uma
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inibicdo da perda 6ssea alveolar. No entanto, as aplicacfes tdpicas do P-GC em concentracdo
mais baixa, por exemplo, P-GC50, ndo mostraram nenhum efeito protetor sobre o 0sso
alveolar dos animais apds a inducéo de periodontite, sugerindo que, como em outros estudos
em modelos experimentais com compostos obtidos a partir de plantas [31], os efeitos
benéficos desse polimero no processo de perda 6ssea alveolar podem ser dose-dependentes.
Assim, observou-se que entre os protocolos estudados o que apresentou melhores resultados
em relacdo ao tratamento da periodontite foi aquele que utilizou a formulacdo composta por
150 mg de P-GC/1 g de gel orabase.

A periodontite € uma doenca osteolitica inflamatoria, cuja falha nas vias de resolugdo
enddgena leva a destruicdo de tecido, mas o controle desta doenca passa pela acdo de
mecanismos naturais de defesa [32]. Considerando que este polissacarideo ainda ndo foi
utilizado no tratamento da periodontite, nossos resultados mostraram que o P-GC150 possuli
potencial terapéutico significativo contra processos inflamatérios, semelhante a
polissacarideos complexos extraidos de espécies vegetais como Passiflora edulis [33], e algas
marinhas como Gracilaria verrucosa [34], Gracilaria caudata [25], e Digenea simplex [35].

Neste contexto, as citocinas, em particular a TNF-a ¢ a IL-1P, podem amplificar a
resposta inflamatdria causando destruicdo de tecido e perda dssea [16, 36]. A IL-1B é um
importante mediador da resposta inflamatéria e esta envolvido na proliferacdo, diferenciagédo
e apoptose celular [37, 38]; enquanto a TNF-o é uma adipocitocina pro-inflamatéria e
imunomoduladora que contribui para o desenvolvimento de varias doencas inflamatérias [39,
40], por meio da regulacdo da osteoclastogénese e osteoblastogénese [41].

Nossos resultados mostraram que o tratamento com P-GC150 diminuiu as expressoes
relativas do RNAm de TNF-a e IL-/8. Assim, a aplicacdo topica do P-GC150 diminuiu a
expressao de dois genes diretamente associados ao processo de inflamacdo gengival
observado na periodontite. Estes resultados sdo concordantes com os de outros estudos,
considerando que Vvérios polissacarideos obtidos a partir de plantas tém a capacidade de
regular a liberacdo dessas citocinas [42, 43, 44], e a diminuicdo nos niveis de TNF-a ¢ IL-1p
esta associada a administracdo de compostos extraidos de Anacardium occidentale L. [45].

Ademais, a via RANK/RANKL/OPG tem um papel importante na diferenciagéo e
funcdo dos osteoclastos [46], diretamente associada a fatores inflamatorios que ativam a
reabsorcdo Ossea na periodontite [47]. A proteina RANKL é uma citocina pertencente a
familia TNF produzida por osteoblastos e células da medula dssea, e seu sinal é transduzido
pelo receptor RANK especifico, que se localiza na superficie celular dos progenitores de

osteoclastos, essenciais para a inducdo da osteoclastogénese [46]. Ja a OPG é uma citocina
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que também pertence a familia TNF [46,48]; no entanto, sua funcdo € inibir a
osteoclastogénese por meio da ligacdo ao receptor RANK, regulando assim o processo de
reabsorcéo dssea [46]. Em resumo, a proteina RANKL ativa a reabsor¢do dssea enguanto a
OPG possui fungdes inibitdrias nesse processo [46, 47, 48].

Em nosso estudo, a analise da via RANK/RANKL/OPG mostrou uma reducao
significativa na expressdo relativa do RNAm de RANKL e, assim, uma consequente
diminuicdo na expressdo relativa do RNAm da propor¢do RANKL/OPG no tecido periodontal
de ratos tratados com P-GC150, ou seja, causada pela queda da expressdo relativa do RNAmM
de RANKL.

Citocinas pré-inflamatérias tais como TNF-a e IL-1B podem induzir a via
RANK/RANKL/OPG a promover a destruicdo 6ssea inflamatdria [46, 49]. As citicinas TNF-
a e IL-1B promovem a inducdo da osteoclastogénese por aumentar a expressdo de RANKL e
reduzir a producdo de OPG em osteoblastos e células da medula 6ssea, resultando em perda
Ossea [49, 50]. Assim, nossos resultados sugerem que o P-GC150 pode ser capaz de diminuir
a expressao relativa do RNAmM de TNF-« e IL-1p, e, assim, influenciar a expressao génica de
fatores associados a via RANK/RANKL/OPG, como a expressdo relativa do RNAm de
RANKL. Portanto, o P-GC150 também pode reduzir o processo inflamatério desencadeado
por essas proteinas e diminuir a perda Ossea alveolar causada pelo aumento da
osteoclastogénese.

Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa contra a inflamacéo e as infeccdes, estas
células ttm a sua disposicdo varios mecanismos antimicrobianos e pré-inflamatérios que
justificam sua funcdo protetora [51, 52]. A MPO esta intimamente associada a processos
inflamatorios e é uma das proteinas mais abundantes em neutréfilos, podendo participar do
inicio e progressdo da doenca periodontal [53], sendo assim um importante marcador de
doencas periodontais [54, 55]. Além disso, a MPO promove estresse oxidativo em varias
doencas inflamatorias [56] e juntamente com o peroxido de hidrogénio e um cofator, forma o
sistema MPO, um importante mecanismo de defesa dos leucdcitos [57].

Observamos que os animais tratados com P-GC apresentaram diminuicdo nos niveis
de MPO no tecido gengival. Este resultado sugere que o P-GC contribui para a redugéo do
estresse oxidativo causado pelo sistema MPO, semelhante aos resultados mostrados em um
estudo sobre as propriedades gastroprotetoras do P-GC em ratos [12] e outros estudos com
polissacarideos obtidos de plantas e algas que também demonstraram uma estreita relacdo

com a prevencdo do estresse oxidativo e a reducdo de processos inflamatorios [58, 59].
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Em relacdo ao efeito sistémico do gel com P-GC aplicado no tratamento da
periodontite induzida, ndo foram relatadas alteragdes no peso corporal ou peso relativo do
figado, coracdo, baco e dos rins. Os estudos de toxicidade sobre o P-GC mostraram que a
administracdo oral de doses elevadas desse composto é segura, ndo levando a danos
sistémicos significativos [60]. Resultados semelhantes foram observados em polissacarideos
obtidos de Gracilaria birdiae [61] e Gracilaria intermedia [62]. Estudos realizados com
Anacardium occidentale L. também mostraram que 0leos e extratos obtidos a partir desta
planta apresentaram baixa toxicidade em tratamentos experimentais [63].

No presente estudo, a analise histopatologica do figado revelou que a periodontite
induzida por ligadura provocou esteatose hepética microvesicular nos animais, conforme
observado anteriormente por Carvalho et al. [20] e Tomofuji et al. [64] em seus estudos
mostrando aumento do estresse oxidativo hepéatico e peroxidacdo lipidica por periodontite.
Assim, esses achados mostraram que o tratamento topico da periodontite com P-GC em
orabase foi incapaz de reverter a esteatose hepética; no entanto, também n&o agravou o dano
causado pela periodontite induzida por ligadura (p>0,05). Enzimas como a TGO e a TGP sao
liberadas no sangue em resposta a leses hepaticas [65]. No entanto, o0 modelo experimental
utilizado aqui ndo mostrou nenhuma alteracao significativa nos niveis de TGO e TGP entre 0s
grupos, consistente com os resultados de outros estudos [66].

Ainda neste contexto, os rins sdo sensiveis a toxicidade induzida por xenobioticos e
esta nefrotoxicidade tem sido tradicionalmente investigada pela dosagem de marcadores
bioquimicos séricos como a ureia e a creatinina [67]. No presente estudo, ndo houve alteracéo
significativa nos niveis de creatinina e ureia entre 0s grupos, sugerindo assim a seguranga no
uso desses polissacarideos. Em geral, apenas doses muito elevadas de polissacarideos tém
efeitos toxicos representativos nos rins e nos figados em ratos [62, 68].

A contagem global de leucdcitos € um importante biomarcador, onde um nimero
maior que o normal dessas células estd associado a piora da doenca periodontal [69, 70]. Em
resumo, nossos resultados sobre essa contagem fornecem evidéncias de que as aplicagdes
topicas de P-GC50 e P-GC150 na gengiva desses animais podem ter atuado no controle da
inflamacdo causada pela periodontite. Além disso, a doenca periodontal tem sido associada a
um risco aumentado de eventos cardiovasculares [71] incluindo hipertrofia miocardica [72],
entre outras mudancas cardiovasculares [73]. No presente estudo, apos a aplicacdo do P-GC,
néo foi encontrada nenhuma alterac&o no peso relativo do coracao.

Os sistemas tdpicos de administracdo de farmacos sdo importantes para a atividade

bioldgica de muitos agentes terapéuticos, pois potencializam a entrega do medicamento
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diretamente no local desejado e por um longo periodo de tempo [74, 75], além de oferecer
uma maneira mais segura e eficaz de administrar as drogas e em doses mais baixas, em
comparagdo com os sistemas de administracdo oral de farmacos [75, 76].

Observamos também que o veiculo ou gel orabase utilizado na formulagcdo comportou-
se como um composto inerte, no entanto, todos os resultados apresentados acima
provavelmente ndo teriam sido obtidos sem o uso correto deste veiculo, uma vez que a
orabase é capaz de manter os compostos bioativos em alta concentracdo dentro de uma area
restrita por um periodo de tempo prolongado [77], que pode ajudar a liberar o farmaco na

mucosa oral de forma mais eficiente [78].

4.5. Conclusoes

Esses resultados mostraram que o processo de purificagdo do P-GC apresentou alto
rendimento, obtendo-se um produto livre de proteinas. A aplicacdo tdpica do P-GC150
reduziu a perda dssea alveolar, a expressao relativa do RNAm de TNF-«, IL-15, RANKL e da
proporcdo RANKL/OPG, e causou uma diminuic¢do nos niveis de MPO no tecido periodontal
dos ratos com periodontite, além de apresentar caracteristicas ndo-toxicas. Portanto, 0 P-GC
em orabase representa um potencial agente terapéutico no tratamento da periodontite e uma

possivel fonte de novas descobertas biotecnoldgicas.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que:

» O processo de purificagdo da goma do cajueiro obteve alto rendimento e resultou em
um polissacarideo livre de proteinas.

» O método de inducdo da periodontite por meio de ligadura provocou perda Ossea
alveolar em todos os animais do experimento.

» A aplicagdo tdpica de P-GC150 inibiu significativamente a perda dssea alveolar.

» A administragdo do P-GC50 ndo mostrou efeito protetor no osso alveolar dos animais
apos a inducdo da periodontite.

» Os animais tratados com P-GC150 apresentaram reducdo na expressdo relativa de
RNAmM de TNF-« e IL-1p no tecido periodontal.

» Houve diminui¢do nos niveis de expressdo de RNAmM de RANKL e na expressdo de
RNAmM da proporcdo RANKL/OPG nos animais tratados com P-GC150.

» Ocorreu reducdo nos niveis de MPO do tecido gengival dos animais tratados com P-
GC50 ou P-GC150.

» O estudo da via RANK/RANKL/OPG ndo revelou diferenca nos niveis de expressdo
de RNAmM de RANK e OPG.

» A avaliacdo dos efeitos do gel com P-GC sobre o peso corporal e peso relativo dos
Orgdos ndo apresentou alteracdes significativas nesses parametros entre 0s grupos.

» Apesar da esteatose hepatica microvesicular provocada pela periodontite induzida por
ligadura, o tratamento com o P-GC em orabase ndo foi capaz de agravar essa alteracéo
ou causar danos significativos nesse 6rgao.

» Ap6s o tratamento, todos os grupos apresentaram niveis séricos de TGO, TGP,
creatinina e ureia semelhantes, e em relacdo aos efeitos da aplicacdo tépica de P-GC
na contagem global de leucdcitos, os grupos P-GC50 e P-GC150 obtiveram valores
inferiores quando comparados aos demais grupos.

» ApOs inducdo da periodontite, os animais tratados com P-GC150 em orabase
apresentaram o tecido periodontal dos primeiros molares inferiores em melhores

condigdes clinico-patoldgicas.
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APENDICE A

Aspecto clinico dos 1° molares inferiores ao final do tratamento com P-GC em orabase.

(a) Grupo Sal: Extenso edema gengival na regido lingual (seta preta) e erosdo tecidual no periodonto

vestibular (seta branca); (b) Grupo Gel: Formacéao de placa bacteriana ao longo da ligadura (seta); (c)
Grupo P-GC50: Leve inflamagdo periodontal (seta) e (d) Grupo P-GC150: Leve edema periodontal
(seta). Todos os animais foram submetidos a inducéo da periodontite.
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APENDICE B

Seccdes histologicas do figado dos animais ap6s o tratamento com P-GC em orabase.

(a) Grupo Sal; (b) Grupo Gel; (c) Grupo P-GC50 e (d) Grupo P-GC150. As setas indicam hepat6citos com

esteatose microvesicular. Todos os animais foram submetidos a inducédo da periodontite. Aumento 400x.



APENDICE C

Real time PCR amplification plot da expressdao de RNAm do gene TNF-«

ARn

ARn

ARn

55

50

45

40

35

30

25

20

05

00

55

50

45

40

35

30

25

20

05

00

55

50

45

35

30

25

20

05

00

Grupo Sal

Amplification Plot

Cycle

Grupo Gel

Amplification Plot

2 4 6 L] 10 12 14 16 18 20 z
Cycle

Grupo P-GC150

Amplification Plot

104



Real time PCR amplification plot da expressdo de RNAm do gene IL-1p
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APENDICE D
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APENDICE E

Real time PCR amplification plot da expressao de RNAm do gene RANK

ARn

ARn

ARn

55

50

45

40

35

30

25

20

15

10

0s

0o

55

50

45

40

35

30

25

20

156

10

0s

00

60

55

50

45

40

35

30

25

20

16

10

0s

0o

Grupo Sal

Amplification Plot

2 4 L] L] 10 12 14 16 18 20 z 2 % 2 Ed k- 3 » k] « @
Cycle
Grupo Gel
Amplification Plot
2 4 L) a 10 12 14 18 18 20 z 24 2% 2 Ed » £ £ £ « «
Cycle
Grupo P-GC150
Amplification Plot
2 4 L] L] 10 12 14 16 18 20 z 2 % 2 Ed k- 3 » k] « @

106



107

APENDICE F

Real time PCR amplification plot da expressdao de RNAmM do gene RANKL
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APENDICE G

Real time PCR amplification plot da expressao de RNAm do gene OPG
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Real time PCR amplification plot da expressdo de RNAm do gene GAPDH
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