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RESUMO

A periodontite € uma doenca inflamatdria crénica altamente prevalente no
mundo. Sua causa esta relacionada a reacado imuno-inflamatéria do hospedeiro
contra biofilmes microbianos subgengivais, que resulta em destruicdo
periodontal, eventualmente levando a perda do dente. Este estudo teve como
objetivo explorar o efeito da administracéo tdpica de formulagées em gel orabase
contendo goma do cajueiro (GC), um polissacarideo complexo oriundo de
Anacardium occidentale L., quanto a aspectos clinicos e moleculares
relacionados a periodontite, como perda éssea alveolar e a expressao
transcricional de genes relacionados as respostas imuno-inflamatorias e a
homeostase tecidual. Fémeas de ratos Wistar foram submetidas a insercéo de
uma ligadura de nylon ao redor dos primeiros molares inferiores para indugéo de
periodontite. Grupos de 7 animais foram aleatoriamente escolhidos para
receberem aplicacdes tdpicas didrias dos seguintes tratamentos: salina 0,9%
(grupo salina), gel veiculo (grupo veiculo), gel orabase contendo 5% da GC
(grupo GCsw%), gel orabase contendo 15% da GC (grupo GCis%) e clorexidina gel
2% (grupo CHX2%). Um grupo de animais sem periodontite induzida por ligadura
foi incluido como controle (grupo saudavel). Apds 20 dias de tratamento, 0s ratos
foram eutanasiados. Amostras de sangue foram coletadas para analises
bioguimicas e para contagem total de glébulos brancos. As mandibulas foram
removidas e processadas para analise da perda éssea alveolar. Os tecidos
gengivais ao redor da ligadura foram avaliados quanto a infiltracdo de neutrdéfilos
pelo ensaio da atividade da mieloperoxidase (MPO), e quanto a expressao de
genes envolvidos na patogénese da periodontite por qRT-PCR (TagMan Gene
Expression Assays). De acordo com a analise dos niveis de MPO e da contagem
total de glébulos brancos, os grupos GCsx, GCisuw € CHX2w apresentaram
inflamacéo local e sistémica significativamente reduzidas, comparado aos
grupos salina e veiculo. Porém, somente nos grupos GCis%s € CHX29% a perda
0ssea alveolar foi prevenida de forma estatisticamente significativa (p < 0,05). A
aplicacéo topica da formulacao contendo 15% da GC e clorexidina gel 2% foram
eficazes em inibir significativamente a expressdo do mMmRNA de genes
inflamatorios (IL-18, RANKL, COX-2, NOS-2, INF-y, TGFB1 e OSCAR) e de
genes relacionados a degradacao da matriz extracelular (MMP-2, MMP-8, MMP-
9, MMP-13, MMP-14, TIMP-1 e TIMP-2). Por outro lado, ndo exerceram
influéncia sobre os niveis do mMRNA de RANK, OPG, IL-4, IL-10 e MYD88. Para
todos os parametros analisados, ndao houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos salina e veiculo, bem como entre os grupos GCisw%
e CHX2%. Em conclusdo, a GC se mostrou eficaz em amenizar o quadro geral
da inflamacgéo no periodonto e suas consequéncias destrutivas sobre o 0sso
alveolar, abrindo perspectivas para o uso de formulagdes tépicas contendo GC
para prevencéo ou tratamento adjuvante da periodontite.

Palavras-chave: Periodonto, Inflamacédo, Polimero natural, Expressdo génica,
Reabsorcéo 0ssea, Tratamento.



ABSTRACT

Periodontitis is a highly prevalent chronic inflammatory disease worldwide. It is
mainly promoted by the immune-inflammatory responses of the host against
microbial biofilms that accumulate on dental surfaces, which in turn results in the
destruction of periodontal tissues, eventually leading to tooth loss. This study
aimed to explore the effect of topically administering an orabase gel containing
cashew gum (CG), a complex polysaccharide from Anacardium occidentale L.,
on clinical and molecular aspects related to periodontitis such as alveolar bone
loss and the transcriptional expression of genes related to immune-inflammatory
responses and tissue homeostasis. Female Wistar rats were subjected to the
insertion of a nylon ligature around the lower first molar to induce periodontitis.
After ligature placement, animals were randomly divided into groups of 7 to
receive daily topical applications of the following treatments: saline 0.9% (saline
group), vehicle gel (vehicle group), orabase gel containing CG at 5% (CGs%
group), orabase gel containing CG at 15% (CGis% group), and 2% gel chorexidine
(CHX2% group). A group without ligature-induced periodontitis was included as
control (healthy group). Rats were euthanized after 20 days of treatment. Blood
samples were collected for biochemical analysis and total white blood cell (WBC)
count. The jaws were removed and processed for alveolar bone loss analysis.
The gingival tissues around the ligature were evaluated for neutrophil influx by
myeloperoxidase activity assay (MPO) and gene expression by real-time
guantitative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR; TagMan
Gene Expression Assay). According to MPO levels and WBC count, GCsu,
GCis%, and CHX2% groups showed significantly reduced local and systemic
inflammation compared to saline and vehicle groups; however, alveolar bone loss
was prevented in a statistically significant way (p <0.05) only in GC1s% and CHX2%
groups. Topical application of the gel formulation containing GC at 15% or
chlorhexidine gel 2% significantly inhibited mMRNA expression of inflammatory
genes (IL-718, RANKL, COX-2, NOS-2, INF-y, TGFB1 e OSCAR) and genes
related to extracellular matrix degradation (MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13,
MMP-14, TIMP-1 e TIMP-2). On the other hand, there was no influence on RANK,
OPG, IL-4, IL-10 and MYD88 mRNA levels. In all the analyzed parameters, there
were no statistically significant differences between the saline and vehicle
groups, as well as between the GCis% and CHX2% groups. In conclusion, GC was
effective in reducing the overall inflammation in the periodontium and its
destructive consequences on the alveolar bone, opening perspectives for the use
of GC-containing topical formulations for the prevention or adjuvant treatment of
periodontitis.

Key words: Periodontium, Inflammation, Natural polymer, Gene expression,
Bone resorption, Treatment.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatdria crbnica caracterizada pela
destruicdo irreversivel dos tecidos que compdem o periodonto, aparato de
sustentacao dos dentes (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Na
auséncia de tratamento apropriado, e geralmente potencializada por diferentes
fatores de risco, a periodontite pode comprometer completamente a integridade
das estruturas de suporte dentario (cemento, ligamento periodontal e 0sso
alveolar), eventualmente levando a perda do dente. Além das consequéncias
fisicas, estéticas e psicossociais, 0 processo inflamatoério cronico instalado no
periodonto eleva significativamente o risco de desenvolvimento de patologias
sistémicas, especialmente doencas cardiovasculares (BEUKERS et al., 2017;
PAPAPANOU; SUSIN, 2017).

Embora amplamente desconhecida pela comunidade leiga, quando
comparada a outras condi¢Bes patoldgicas da cavidade oral (como as caries, por
exemplo), a periodontite € uma doenca altamente prevalente no mundo inteiro,
0 que a torna um sério desafio no ambito da saude publica (KASSEBAUM et al.,
2017). A forma mais severa da doenca acomete cerca de 11% da populacdo
mundial e esta estimativa sobe para 20% em paises da América Latina
(PAPAPANOU; SUSIN, 2017). Diante disso, a comunidade académica tem
demonstrado continuo interesse em elucidar os mecanismos patobiol6gicos da
periodontite, na busca por biomarcadores importantes da doenca, capazes de
inspirar novas alternativas de tratamento (Para revisdo, HAJISHENGALLIS et
al., 2017).

De acordo com o acumulo de evidéncias cientificas nos ultimos anos, a
periodontite pode ser considerada uma doenca multifatorial; no entanto,
apresenta um fator etiologico primario: a formacdo de comunidades
polimicrobianas ultraorganizadas sobre a superficie dos dentes (biofilme dental),
que porventura adentram as areas subgengivais (HARVEY, 2017). A presenca
de bactérias patogénicas no ambiente subgengival ativa as repostas inatas e
adaptativas do sistema imune do hospedeiro, as quais incluem a mobilizacéo de

um exercito de células de defesa para o sitio de infec¢cdo, mediada pela acao
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coordenada de uma grande variedade de citocinas inflamatérias (SILVA et al.,
2015a).

Nesta guerra imunologica contra a ameaca microbiana ao periodonto,
inicialmente travada no ambiente inflamado da gengiva, os neutréfilos compdem
a linha de frente de defesa do hospedeiro, combatendo a infec¢cdo por meio de
fagocitose e pela liberacdo do contetdo téxico dos seus granulos (CORTES-
VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016). No entanto, para aumentar a
mobilidade destas e de outras células de defesa nos tecidos fibrosos do
periodonto, a secre¢cdo de enzimas degradadoras de matriz extracelular,
coletivamente conhecidas como metaloproteinases de matriz (MMPSs), encontra-
se fisiologicamente aumentada. Com a persisténcia da infeccdo, a acao cronica
destas enzimas promove a gradual destrui¢do das fibras colagenas do ligamento
periodontal, responsaveis pela ancoragem da raiz do dente ao cemento e ao
osso alveolar (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017).

Outra consequéncia do cenario inflamatério induzido pela infeccao
periodontal se reflete no metabolismo 6sseo. Potentes mediadores inflamatorios
secretados, sobretudo, por macréfagos e linfocitos T, sendo a interleucina 1 beta
(IL-1B) seu principal representante, induzem a sintese do ligante do receptor
ativador kappa-B (RANKL), principal estimulo molecular para génese de
osteoclastos. Estas células multinucleadas passam a secretar enzimas
proteoliticas especializadas na degradacdo de matriz éssea, colateralmente
atuando sobre o tecido alveolar ao redor do dente (CEKICI et al., 2014). Assim,
a insercao do dente no seu alvéolo, ja fragilizada pela destruicdo do ligamento
periodontal e cemento, torna-se inviavel com a deterioracdo do suporte 6sseo
circundante, resultando em perda dentaria.

Uma vez reconhecida a natureza primordialmente infecciosa da
periodontite, a remocao do biofilme patogénico parece ser a solucdo terapéutica
mais 6bvia. No entanto, em grande parte dos casos, a doenca evolui de forma
silenciosa, ou seja, sinais e sintomas se tornam evidentes somente em estagios
avancados da doenca (PAPAPANOU; SUSIN, 2017). Portanto, a prevencéao
deve ser a medida a considerada antes de tudo, o que inclui boa higiene oral,
eliminacdo de fatores de risco modificaveis (tabagismo e mé higiene bucal, por
exemplo) e profilaxia profissional periédica (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOU, 2017). Neste contexto, diversos estudos tém buscado
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desenvolver métodos de prevencao farmacoldgica para a periodontite, com a
utilizacdo de agentes capazes de prevenir a formacao do biofilme dental sem
afetar o equilibrio biolégico da cavidade oral, ou de modular a expresséo de
genes associados a destruicdo inflamatoria do periodonto (FURLANETO et al.,
2018; KHARAEVA et al., 2016; RENN et al., 2018; SUN et al., 2016).

Quando diagnosticada, a periodontite € principalmente tratada por
intervencdes mecanicas nao cirargicas para remocao do biofilme patogénico, e
cirdrgicas, quando a infeccdo persiste pela presenca de bactérias nos tecidos
profundos do periodonto. Em ambos 0s casos, agentes antimicrobianos séo
também utilizados como parte da terapia (SMILEY et al., 2015). Entre os mais
comuns, destacam-se os antibioticos de amplo espectro, tais como amoxicilina
e doxiciclina, e agentes antissépticos, principalmente representados pela
clorexidina (HARVEY, 2017). Embora de crucial importancia para a eliminacéo
dos resquicios bacterianos apos o tratamento mecanico primario, prevenindo
assim a recorréncia da doenca, a farmacoterapia adjuvante nem sempre
demonstra beneficios claros, e geralmente envolve o risco de efeitos adversos e
resisténcia bacteriana (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Por
conseguinte, novas estratégias sao urgentemente necessarias para resolver tal
problema.

Nos ultimos anos, uma maior atencdo tem sido dada ao potencial
terapéutico de produtos naturais na promoc¢ado da saude periodontal (CHAVA,
VEDULA, 2013; JUIZ; ALVES; BARROS, 2010; NAGATA et al., 2008; NASRA et
al., 2017). O reino vegetal é considerado a principal fonte de compostos bioativos
com potencialidades farmacéuticas. No Brasil, pais de rica biodiversidade
vegetal, a Anacardium occidentale Linn., arvore popularmente conhecida como
cajueiro (familia: Anacardiaceae), € uma planta de grande valor econémico e
medicinal, sendo encontrada quase que endemicamente na regido Nordeste do
pais (DA SILVA; RODRIGUES, 2014).

A goma do cajueiro € um heteropolissacarideo complexo que compde o
exsudato produzido naturalmente por A. occidentale em resposta a injarias
mecanicas ou ao ataque de patdgenos, e pode ser obtida a partir do caule apdos
a poda da arvore. A exemplo de outros polissacarideos naturais, a goma do
cajueiro é um excelente insumo para diversos produtos e apresenta vantagens

relacionadas a capacidade natural em formar géis, facilidade de interagir com
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espécies dissolvidas e moléculas de origem biologica (FURTADO et al., 2013).
E principalmente explorada para aplicagdes industriais, especialmente na area
alimenticia e de cosméticos; no entanto, seu potencial farmacoldgico e
biotecnologico vem sendo destacado nos ultimos anos, principalmente como
agente antidiarreico, gastroprotetor, antiflamatorio e antimicrobiano (ARAUJO et
al., 2015; CAMPOS et al., 2012; CARVALHO et al., 2015; FIGUEIREDO et al.,
2017; YAMASSAKI et al., 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho visou desenvolver uma formulagao
em gel orabase contendo goma do cajueiro e avaliar seu efeito na prevencéo da
perda Ossea alveolar causada pela periodontite experimental em ratos, assim

como nha expressao de genes intimamente relacionados a doenca periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA E FUNCAO DO PERIODONTO

Periodonto é o termo utilizado em odontologia para descrever o conjunto
de tecidos e estruturas da cavidade oral responsaveis pela insercdo e
sustentacdo dos dentes nos ossos maxilares. E constituido por: osso alveolar,
cemento, ligamento periodontal e gengiva (Figura 1) (HASSELL, 1993). Embora
apresentem localizacdo, arquitetura tecidual e composi¢céo bioquimica e celular
relativamente distintas, estes tecidos atuam coletivamente como uma unidade,
cujo propdsito principal € manter os dentes em posicdo fixa, mesmo sob
influéncia de forcas mecanicas, tais como as exercidas durante a mastigacao
(NANCI; BOSSHARDT, 2006). Para a manutencdo de sua integridade, o
periodonto é também especialmente adaptado a microbiota bucal, contando com
barreiras fisicas de protecdo e com uma vasta rede vascular e linfatica que
garante o imediato acesso dos componentes do sistema imune aos tecidos
periodontais (EBERSOLE et al., 2017).

Figura 1 — Arquitetura anatdbmica e tecidual do periodonto
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Fonte: pocketdentistry.com [Acesso em 25 de abril de 2018]
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A gengiva, em condi¢des saudaveis, é o0 Unico componente periodontal
visivel ao exame clinico (HASSELL, 1993). E o tegumento que reveste toda a
extensdo do periodonto e fornece protecdo as demais estruturas. Compreende
um tipico epitélio escamoso estratificado, majoritariamente queratinizado, e um
tecido conjuntivo subjacente. Curiosamente, o epitélio que reveste o sulco
gengival (canal raso entre a margem da gengiva e a superficie do dente) é
desprovido de camada protetora de queratina, 0 que torna esta regido o
epicentro das reac¢fes inflamatérias que posteriormente podem dar origem as
doencas periodontais (GROEGER; MEYLE, 2015). Na base do sulco gengival,
células epiteliais especializadas aderem organicamente aos tecidos calcificados
do dente (epitélio juncional), selando assim o acesso de microrganismos da
cavidade oral aos tecidos mais profundos do periodonto (POLLANEN;
SALONEN; UITTO, 2003).

A insercdo da gengiva aos arredores dos demais tecidos periodontais é
mantida gracas a uma intricada rede de fibras densas de coladgeno que compde
cerca de 60-65% do tecido conjuntivo gengival. Este tecido, também conhecido
como lamina propria, também abriga toda a arquitetura nervosa, vascular e
linfatica da gengiva, assim como uma variedade de células, embebidas em uma
matriz extracelular rica em glicoproteinas e proteoglicanos (GROEGER; MEYLE,
2015; HASSELL, 1993). Todo o colageno e a maioria dos demais componentes
da matriz extracelular € sintetizada por fibroblastos, o que explica a extrema
abundéancia destas células na lamina propria gengival. Por outro lado, os
fibroblastos gengivais também secretam enzimas degradadoras de matriz, como
colagenases e MMPs, o que confere a eles papel central na manutencéo da
integridade e homeostase tecidual (CHIQUET; KATSAROS; KLETSAS, 2015).

Entre as células presentes na lamina propria da gengiva encontram-se
também células do sistema imunolégico, como mastocitos e macrofagos
teciduais, que, juntamente com as células dendriticas do epitélio gengival, séo
responsaveis por iniciar e manter uma resposta de defesa contra substancias e
células estranhas ao tecido (HASSELL, 1993). Além disso, diferentes tipos de
leucdcitos que transitam no limen da vasculatura gengival também podem ser
eventualmente observados no ambiente colagenoso da lamina propria da
gengiva saudavel. Estas células, especialmente os neutrofilos, imigram em

massa para 0s tecidos gengivais atraidos por substancias quimiotaticas
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liberadas localmente em resposta a presenc¢a de microrganismos patogénicos
(CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016).

Além da lamina propria gengival, o periodonto conta com um segundo
tecido conjuntivo fibroso, conhecido como ligamento periodontal, que preenche
integralmente o estreito espaco entre a raiz do dente e o 0sso alveolar no qual
esta alojado. Como qualquer outro tecido conjuntivo, o ligamento periodontal é
formado por células em uma matriz extracelular constituida por colageno e outros
constituintes ndo colagenosos. E caracterizado por um arranjo complexo de
feixes densos de colageno que se ancoram ao cemento radicular de um lado,
espalham-se no espaco do ligamento periodontal em varios planos e se inserem
dentro da placa cribiforme dos alvéolos dentarios do outro lado. No intersticio,
encontram-se células, fibras secundarias, vasos sanguineos, canais linfaticos e
elementos nervosos (NANCI; BOSSHARDT, 2006).

Além de proporcionar uma ancoragem robusta do dente no seu alvéolo e
fornecer suprimento vascular e nutritivo para os tecidos periodontais adjacentes,
o ligamento periodontal desempenha outras fun¢des importantes para a
manutenc¢ao da unidade periodontal. Ele funciona como um amortecedor natural,
absorvendo e dissipando os choques mecanicos associados a mastigacédo ou a
outros contatos dentarios. Além disso, as fibras do ligamento periodontal formam
um segundo nivel de contencao fisica, agindo em conjunto com a gengiva como
barreira protetora contra a microbiota patogénica da cavidade oral (DE JONG et
al., 2017). Nado menos importante, células residentes no ligamento periodontal
sdo importante reguladores da sintese e reabsorcdo dos componentes
extracelulares dos tecidos periodontais, garantindo assim a constante renovacao
das fibras de colageno do ligamento periodontal (fibroblastos), deposi¢do de
novo cemento sobre a raiz do dente (cementoblastos) e producdo de matéria
prima para neoformacdo Ossea (osteoblastos) (JIANG et al., 2016; NANCI;
BOSSHARDT, 2006).

O cemento esta interposto entre a raiz do dente e o ligamento periodontal.
E uma fina camada de tecido mineralizado que cobre toda extensé&o da superficie
da raiz, e se assemelha ao tecido 6sseo em muitos aspectos, com algumas
diferencas marcantes, entre elas a auséncia de vasos sanguineos e capacidade
reduzida de remodelamento. A matriz organica do cemento € composta

predominantemente por fibrilas de colageno entrecruzadas, sobre as quais se
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depositam cristais de hidroxiapatita (YAMAMOTO et al., 2016). Com base na
presenca ou auséncia de cementocitos em sua estrutura, 0 cemento pode ser
classificado em dois tipos, que se distinguem em localizacdo e funcéo. O tipo
acelular reveste a superficie cervical da raiz e fornece o ponto de ancoragem
para as principais fibras do ligamento periodontal, sendo, portanto, crucial para
a fixacdo do dente na arcada alveolar. Ja o cemento celular cobre a porcao
apical, e acredita-se que desempenhe um papel adaptativo, mantendo o dente
em sua posicéo oclusal (FOSTER, 2017).

Em odontologia, alvéolo é o nome dado a cavidade do processo alveolar
(extensdo do corpo da mandibula e maxila) onde a raiz do dente esta alojada
(HASSELL, 1993). O osso alveolar, tecido 6sseo que envolve os alvéolos,
fornece outro ponto de ancoragem as fibras do ligamento periodontal,
completando assim a funcao primaria do periodonto: fixacdo e sustentacao do
dente. Embora maior parte do 0sso alveolar tenha aspecto trabecular (osso
€esponjoso), suas porcdes externas sao constituidas de osso compacto. A placa
de osso compacto adjacente ao ligamento periodontal contém perfuracdes por
meio das quais vasos sanguineos e fibras nervosas sdo compartilhadas entre o
ligamento periodontal e o espaco medular do osso alveolar (JIANG et al., 2016;
SAFFAR; LASFARGUES; CHERRUAU, 1997). As fibras do ligamento
periodontal, por outro lado, estdo embebidas na superficie do osso compacto,
dentro do qual se tornam parcialmente calcificadas, passando a receber o nome
de fibras de Sharpey (NANCI; BOSSHARDT, 2006).

O osso alveolar, como qualquer tecido 6sseo, é constituido por uma matriz
organica majoritariamente colagenosa intimamente associada a uma matriz
inorganica composta basicamente por ions de célcio e fosfato na forma de
cristais de hidroxiapatita. A matriz 0ssea é essencialmente povoada por
ostedcitos (osteoblastos enclausurados na matriz mineralizada) (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015). Devido as forcas mecanicas as quais esta continuamente
submetido, 0 osso alveolar esta em constante remodelamento. Este processo
envolve o recrutamento de células progenitoras de osteoclastos, que se
diferenciam sob o comando de estimulos moleculares especificos e, ao se
fundirem umas as outras, tornam-se osteoclastos maduros, capazes de aderir
ao 0SSO e secretar substancias acidas e enzimas liticas que destroem as

estruturas proteicas e mineralizadas do 0sso. Em contrapartida, os osteoblastos,
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secretam 0s componentes de matriz necessarios para aposicado de novo 0sso
(NANCI; BOSSHARDT, 2006).

Fisiologicamente, os processos de reabsorcdo 0ssea osteoclastica e de
formacao Ossea osteoblastica estdo em perfeito equilibrio, regulados por uma
complexa rede de sinalizacdo molecular, incluindo fatores locais e sistémicos
(HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). Obviamente, qualquer evento que
perturbe este equilibrio tem consequéncias qualitativas e quantitativas sobre o
tecido 6sseo, muitas vezes de carater patologico (FLORENCIO-SILVA et al.,
2015). Ostedcitos também exercem papel importante no remodelamento 0sseo,
funcionando como mecanorreceptores e orquestradores desse processo
(HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). No caso particular do osso alveolar,
quando um ou mais dentes sdo perdidos, a falta de estimulos mecéanicos
desencadeia sua completa reabsorcéo, demonstrando assim a interdependéncia
entre os tecidos periodontais e o dente (NANCI; BOSSHARDT, 2006). Assim, a
preservacao dos processos alveolares torna-se uma estratégia fundamental na

periodontia preventiva.

2.2 DOENCAS PERIODONTAIS

Qualquer condicdo patoldgica, herdada ou adquirida, que envolva os
tecidos de revestimento e suporte do periodonto pode ser referida como doenca
periodontal. Os termos gengivite e periodontite, por sua vez, sdo usados para
descrever os dois fendtipos clinicos mais comuns. Ambos compartiiham o
biofilme dental como gatilho etiologico e a inflamagdo como principal
caracteristica (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). Quando a
doenca atinge o periodonto ao redor de implantes dentarios, 0s termos gengivite
e periodontite sdo, por convencdo, substituidos por mucosite peri-implantar e
peri-implantite, respectivamente (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017).

A gengivite corresponde ao estagio mais basico de doencga periodontal,
sendo geralmente iniciada em um contexto de higiene oral deficiente, propicio a
formacao de biofilmes multibacterianos sobre a superficie do dente. Na regiédo
supragengival, o biofilme dental é o principal responsavel pelo aparecimento de

caries (HARVEY, 2017). Quando adentra o ambiente subgengival, os
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componentes bacterianos do biofilme se defrontam com mecanismos de defesa
inatos do sistema imune hospedeiro, gerando os sinais inflamatoérios classicos
de gengivite, como inchaco e vermelhiddo locais, associados a eventuais
sangramentos (SILVA et al., 2015a).

Geralmente, as respostas imediatas do sistema imunolégico s&o
eficientes em controlar o constante desafio microbiolégico no sulco gengival. No
entanto, varios fatores podem desequilibrar este delicado sistema de defesa. Um
deles é a destruicdo da integridade estrutural e funcional do epitélio que une
gengiva e dente (epitélio juncional), que acontece ndo apenas em detrimento da
acao direta de fatores de viruléncia especificos do biofilme, mas também como
consequéncia indireta da prépria resposta inflamatoria. Assim, com a
degeneracdo das jungdes intercelulares e o gradual descolamento do epitélio
juncional da superficie do dente, ocorre uma ampliacdo das dimensées do sulco
gengival (vertical e horizontalmente), o que permite um maior acumulo de
biofilme nos tecidos periodontais (BOSSHARDT, 2018).

Em condi¢des normais, a profundidade do sulco gengival varia de 1 mm
a 3 mm. Profundidades iguais ou superiores a 4 mm estdo significativamente
relacionadas a les@es inflamatorias no periodonto. Nestas condi¢cdes, o sulco
gengival pode ser convenientemente referido como bolsa gengival (quando os
danos estao restritos a gengiva) ou bolsa periodontal (quando os danos também
comprometem o cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) (Figura 2)
(HARVEY, 2017). A formacao destas “bolsas” € acompanhada pelo aumento, em
volume, do fluido crevicular gengival. Este fluido nada mais é do que soro
sanguineo que transborda osmoticamente dos capilares locais para o fundo do
sulco gengival. Em condi¢cfes saudaveis, embora seja encontrado em pequenas
quantidades, o fluido crevicular gengival desempenha um papel importante na
defesa local, pois concentra indmeros componentes moleculares e celulares do
sistema imune. Na doenca periodontal, torna-se um exsudato inflamatoério
abundante, que, por outro lado, ajuda a estabelecer um ambiente favoravel para
a proliferacao de microrganismos patogénicos (BARROS et al., 2016).
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Figura 2 — Aspectos clinico-patolégicos das doencas periodontais
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Fonte: Nat Rev Immunol, 15 (1): 30-44, 2015 (HAJISHENGALLIS, 2015)

Felizmente, em estagios mais brandos de doenca periodontal, como na
gengivite, a efetiva fragmentacao e remocao do biofilme microbiano subgengival
por meio de medidas simples de higiene bucal, como escovacao e uso do fio
dental, por exemplo, é suficiente para reverter os danos inflamatérios causados
aos tecidos gengivais. Caso contrario, a inflamacdo pode se estender aos
demais tecidos periodontais, ocasionando a gradual e irreversivel destruicao das
fibras do ligamento periodontal, cemento e 0sso alveolar. Neste nivel, a doenca
passa a ser clinicamente reconhecida como periodontite (PIHLSTROM;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Periodontite € um termo genérico usado para descrever um grupo
heterogéneo de doencas periodontais, que compartilha o mesmo principio
etiolégico basico, mas apresenta desfechos clinicos ligeiramente distintos, em
detrimento da existéncia de um variado repertério de fatores etioldgicos
secundarios (HARVEY, 2017). Neste contexto, as expressoes fenotipicas de
periodontite sdo geralmente enquadradas em duas classes gerais: cronica e
agressiva. Estas por sua vez, se ramificam em formas localizadas e
generalizadas, dependendo do niumero de areas dentais comprometidas. Por
fim, cada forma pode apresentar graus variados de destruicéo tecidual, sendo
entdo classificadas como leve, moderada ou severa (Tabela 1).
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Tabela 1 — Critérios para a determinacdo da severidade da periodontite

Critérios Leve Moderada Severa
Profundidade das bolsas >3 & <5 mm 25 & <7 mm 27 mm
Sangramento apés sondagem Sim Sim Sim
Perda éssea radiografica 22 mm & <3 mm >3 mm & <5 mm >5 mm
Perda de inserc¢éo clinica la2mm 3admm =5 mm

Fonte: Eur J Oral Sci, 123 (6): 385-9, 2015 (LOPEZ; BAELUM, 2015).

A periodontite cronica € caracterizada principalmente por um processo de
destruicdo periodontal lento, que acomete individuos adultos em sua maioria. Os
sinais clinicos basicos incluem: sangramentos associados a estimulos
mecanicos, perda de insercao clinica e bolsas periodontais acompanhadas por
perda 6ssea radiogréfica. No entanto, visto que tais sintomas geralmente nao
sdo acompanhados de dor, a doenca segue silenciosa até atingir niveis
avancados de destruicdo tecidual. Nas formas severas, a periodontite crénica
pode resultar em abcessos, halitose, dor ocasional ou desconforto, mastigacao
prejudicada e eventual perda do dente (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOQU, 2017). Por outro lado, a periodontite agressiva € uma doenca de
progressao rapida, que se manifesta tipicamente em individuos jovens (entre a
puberdade e o inicio da terceira década de vida). A forte agregacao familiar
observada nesta doenca indica que individuos com periodontite agressiva
compartilham configuracdes genéticas herdadas que exacerbam as reacfes
imuno-inflamatérias do hospedeiro frente as ameacas microbiolégicas no
periodonto, desproporcionalmente a extensao do biofilme microbiano (VAN DER
VELDEN, 2017).

Embora a classificacdo das periodontites seja um instrumento Util para a
determinacdo do progndéstico e para o0 estabelecimento de estratégias de
tratamento e de manutencdo a longo prazo, a literatura especializada ainda
carece de critérios universais bem definidos, que possam garantir a classificacéo
inequivoca dessas patologias (PAPAPANOU; SUSIN, 2017). Na Tabela 2, estdo
compilados os principais achados e caracteristicas que justificam o estudo e
manejo das periodontites cronica e agressiva separadamente, embora suas
similaridades etiologicas e histopatologicas possam sugerir que ambas

representam caminhos diferentes de uma mesma entidade patoldgica (LOPEZ;
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BAELUM, 2015). Ao longo das préximas sessoes, o termo periodontite estara se

referindo a forma mais prevalente desta doenca, a periodontite crénica.

Tabela 2 — Achados caracteristicos de periodontite crénica e periodontite

agressiva

Periodontite cronica

Periodontite agressiva

e Mais prevalente em adultos, mas pode
acometer criancas e adolescentes

¢ O grau de destruicdo é proporcional a
presenca de fatores etiolégicos locais

¢ Presenca frequente de célculo subgengival

e Associada com um padrdo microbiol6gico
variavel

e Progressdo lenta a moderada, mas pode
ocorrer periodos de rapida destruicao

¢ Pode também ser classificada com base na
extensdo e severidade

e Pode estar associada com fatores de
predisposi¢éo (ex.: fatores iatrogénicos)

e Possivelmente modificada ou associada

com doengas sistémicas (ex.: diabetes
mellitus, infec¢é@o por HIV)
¢ Possivelmente modificada por fatores

ambientais, tais como tabagismo e estresse

emocional

e Exceto pela presenca de periodontite, os
pacientes séo clinicamente saldaveis

¢ Rapido progressao na perda de insergao e
na destruicao 6ssea

e Agregacao familiar

e Caracteristicas secundérias (comuns, mas
n&o universais):
o Quantidades de depdésitos microbianos

(biofilme) sdo inconsistentes com a

severidade da destrui¢cdo periodontal

o Proporcdes elevadas de Actinobacillus
actinomycetemcomitans e em algumas
populacdes, de Porphyromonas
gingivalis

o Anormalidades na fun¢éo dos fagécitos

o Macréfagos com fendtipos
hiperresponsivos (elevados niveis de
PGE: e IL-1B)

o A progressdo da destruicdo tecidual
pode ser, contida

alguns casos,

naturalmente

Fonte: Eur J Oral Sci, 123 (6): 385-9, 2015 (LOPEZ; BAELUM, 2015)

2.3 PERIODONTITE

2.3.1 Aspectos patobioldgicos gerais

O atual paradigma da patogénese periodontal sustenta a periodontite
como uma doenca imuno-inflamatoria crénica de etiologia multifatorial, resultante
da complexa e desarmoniosa relagéo entre o biofilme microbiano subgengival e

o sistema imunolégico do hospedeiro, estando esta relacéo sujeita a influéncia,
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isolada ou combinada, de fatores microbiol6gicos, ambientais e imunogenéticos.
Outro aspecto bem estabelecido € o de que, embora fatores de viruléncia
bacterianos possam causar danos diretos aos tecidos, a maior proporcédo da
destruicdo periodontal observada na periodontite é creditada a resposta imuno-
inflamatdria empreendida pelo hospedeiro (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF,
2017; HARVEY, 2017).

Em suma, o desafio microbiologico no ambiente subgengival da inicio a
uma resposta inflamatoéria imediata, que a principio pode trazer resultados
benéficos, incluindo o total controle da infeccdo. No entanto, dependendo das
linhagens patogénicas que predominam no biofilme e de seus fatores de
viruléncia e mecanismos de escape (fatores microbiologicos), a resposta
inflamatéria pode falhar em vencer tal desafio (HAJISHENGALLIS, 2015). Neste
caso, o constante estimulo microbioldgico prolonga a inflamacéao, principalmente
na auséncia de medidas regulares de higiene bucal ou acompanhamento
profissional (fatores ambientais) (LERTPIMONCHAI et al., 2017). Além disso,
polimorfismos genéticos podem corromper vias de sinalizacdo inter e
intracelulares importantes para o correto funcionamento do sistema imunolégico
(fatores imunogenéticos), que acentuam ainda mais o quadro inflamatério que
posteriormente se chamara periodontite (DA SILVA et al., 2017).

Portanto, as inUmeras possibilidades de interacao entre fatores etioldégicos
secundarios com a dinamica da relacao biofilme-hospedeiro (Figura 3) d4 a cada
pessoa um grau diferente de susceptibilidade e explica a variabilidade observada
nos padrées de destruicdo tecidual em pacientes com periodontite. No entanto,
embora um esboco tenha se delineado nos Ultimos anos, 0os mecanismos
moleculares que regem essas interacdes ainda estdo longe de estarem
completamente esclarecidos (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017).
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Figura 3 — Fatores envolvidos na patogénese da periodontite
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Fonte: J Clin Periodontol, 44 (2): 125-131, 2017 (BOUCHARD et al., 2017)

2.3.2 Fator etiolégico primario

Estima-se que cada mililitro de saliva humana contenha entre 100 milhdes
e 1 bilhdo de células bacterianas. Isto representa uma pequena amostra da
populacdo microbiana que compde o ecossistema da cavidade oral (microbioma
oral), que também inclui uma grande variedade de outros microrganismos, como
virus e fungos (LARSEN; FIEHN, 2017). Mais de 700 espécies de bactérias
podem colonizar a cavidade bucal humana. A maioria dessas espécies, no
entanto, mantém uma relagcéo simbidtica com seu hospedeiro. O microbioma oral
estd completamente integrado a fisiologia humana, desempenhando papéis
importantes para a manutencdo da saude bucal, principalmente ao impedir a
proliferacdo de espécies microbianas patogénicas (ROBERTS; DARVEAU,
2015).

As bactérias habitam as superficies da cavidade oral predominantemente
no formato de biofilmes, ou seja, microcolbnias espacialmente estruturadas,
formadas por multiplas espécies bacterianas aderidas entre si e embebidas em
substancias organicas sintetizadas por elas préprias. Muito mais do que um
amontoado desorganizado de bactérias, os biofilmes sdo comunidades
altamente organizadas, nas quais seus integrantes desenvolvem complexas
interacdes sociais (sejam elas cooperativas ou antagbnicas) que modulam a

estabilidade do biofilme e a homeostase necessaria para o convivio saudavel
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com o hospedeiro (LI; HUANG; TIAN, 2017). Além disso, este formato garante
uma série de vantagens de sobrevivéncia. Por exemplo, 0 manto polissacaridico
gue cobre as bactérias do biofilme as tornam mais de mil vezes mais resistentes
a antibioticos (HARVEY, 2017). Em superficies dentais, o biofiime pode
progressivamente acumular sais de fosfato de calcio e adquirir uma crosta
mineralizada conhecida como calculo dental (ou tartaro), que oferece um grau
adicional de resisténcia, inclusive contra a acdo mecanica da escovacao
(AKCALI; LANG, 2018).

Na superficie dos dentes, a formacéo do biofilme (mais difundido como
placa dental) se inicia quando bactérias dotadas de componentes bioquimicos
especificos (adesinas) se ancoram a glicoproteinas salivares que naturalmente
lubrificam as superficies dentais. Estas bactérias iniciadoras passam a se
multiplicar e sintetizar polimeros extracelulares, que ndo apenas reforcam sua
propria aderéncia ao dente, mas também facilitam a aderéncia de outras
espécies, desprovidas de adesinas. Nas primeiras horas, pelo menos 90
espécies diferentes de bactérias participam da formacao do biofilme, das quais
predominam bactérias aerodbias, representadas sobretudo por cocos gram-
positivos do género Streptococcus e, mais tardiamente, por bacilos flamentosos
do género Actinomyces (HELLER et al., 2016; LARSEN; FIEHN, 2017).

A medida que o biofilme adquire mais camadas microbianas, a difus&o de
oxigénio torna-se prejudicada, criando assim um ambiente mais propicio a
colonizacdo por espécies anaerObias. Assim, observa-se uma progressiva
proliferacdo de bactérias gram-negativas e, portanto, um aumento na
heterogeneidade de espécies microbianas no biofilme. Nos seus estagios finais
de desenvolvimento, o biofilme passa a incorporar bactérias dotadas de maior
motilidade, sendo, portanto, mais invasivas, como espiroguetas e bacilos
flagelados (Figura 4) (HARVEY, 2017). Mais de 500 espécies distintas de
bactérias ja foram identificadas em biofilmes dentais humanos, no entanto, o
perfil bacteriano pode variar significativamente entre diferentes individuos e
mesmo entre areas dentais adjacentes em um mesmo individuo. Na realidade,
em condigbes saudaveis, a composicdo bacteriana de cada biofilme dental
(espécies e abundancias) parece obedecer a um padréo individuo-especifico

(“fingerprints” microbiolégicos), que permanece relativamente estavel ao longo



30

do tempo, embora também inclua componentes variaveis (HALL et al., 2017;
UTTER; MARK WELCH; BORISY, 2016).

Figura 4 — Fotomicrografia eletronica de biofilmes dentais

altamente diverso; B: biofilme subgengival dominado por espiroquetas.

Enquanto permanecem acima da margem gengival, as bactérias do
biofilme dental obtém nutrientes a partir de restos alimentares dissolvidos na
saliva. ApoOs 48 horas de crescimento ininterrupto (considerando a auséncia de
medidas adequadas de higiene oral), o biofilme atinge o espacgo subgengival e
gradualmente se expande em direcdo ao fundo do sulco gengival. Neste
ambiente, o biofilme passa a extrair nutrientes dos tecidos periodontais e do
fluido crevicular gengival. E também neste nicho que as bactérias do biofilme,
assim como seus metabdlitos, passam a entrar em contato direto com células
apresentadoras de antigenos residentes no epitélio da gengiva, que alarmam o
sistema imune quanto a presenca de elementos potencialmente perigosos
(HARVEY, 2017; HASAN; PALMER, 2014).

Embora as evidéncias deixem claro que o biofiime subgengival é o
principal protagonista na patogénese da periodontite, ainda restam duvidas se a
doenca surge pelo simples acumulo bacteriano, independente das espécies
envolvidas, ou se € provocada por uma ou mais espécies patogénicas presentes
no biofilme. A hipotese mais amplamente aceita sustenta a ideia de que a
periodontite € o resultado de uma desarmonia ecolégica no biofilme, que envolve
fatores intrinsecos a ele (alteragbes na viruléncia bacteriana), fatores

imunoldgicos e fatores ambientais, favorecendo a proliferacdo desenfreada de
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uma ou mais espécies patogénicas (DENG et al.,, 2017; HAJISHENGALLIS;
KOROSTOFF, 2017). Este fendbmeno, conhecido como disbiose, pode surgir, por
exemplo, como consequéncia de alteracdes dietéticas ou nos habitos de higiene
bucal, de tratamentos médicos (uso de antibibéticos ou medicamentos
Imunossupressores) ou em casos de imunodeficiéncias adquiridas, por exemplo
(LARSEN; FIEHN, 2017).

Um dos maiores desafios da periodontia clinica na atualidade se
concentra na identificacdo de assinaturas microbioldgicas, ou seja, de possiveis
combinacdes de patdgenos periodontais, responsaveis pelo desencadeamento
e progressao das respostas imunes destrutivas que caracterizam a periodontite.
Esta tarefa é dificultada por inUmeros fatores, principalmente pela enorme
variabilidade observada na composicdo dos biofilmes presentes em bolsas
periodontais (HASAN; PALMER, 2014). No entanto, com o advento das técnicas
moleculares de alto rendimento, muito progresso tem sido obtido nos ultimos
anos. A patogénese da periodontite tem sido principalmente creditada a espécies
anaerObias gram-negativas, incluindo Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum e Campylobacter spp. (DENG et al., 2017; MEURIC et al., 2017).

2.3.3 Imunopatogénese: aspectos gerais

Ao contrario do intestino, o periodonto ndo possui uma barreira mucosa
que restrinja o contato de seus hdéspedes microbianos com as células que
compdem sua superficie epitelial. Em contraste, o epitélio juncional, primeira
estrutura periodontal a se defrontar com o desafio microbiolégico, além de
desprovido de queratina, € altamente poroso (juncdes intercelulares frouxas), o
que o torna mais permeavel do que a maioria dos epitélios (DARVEAU, 2010).
Para lidar com as constantes ameacas de invasao microbiana, o periodonto
conta com um orquestrado sistema de defesa. Para fins didaticos, o sistema
imunoldgico do hospedeiro € dividido em duas frentes de defesa, classicamente
reconhecidas como imunidade inata e imunidade adaptativa. A manutencdo da
saude periodontal, no entanto, depende de uma resposta imune equilibrada,

incapaz de causar danos significativos aos tecidos, porém, suficiente para impor
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limites & invaséo e proliferacdo patogénica do biofilme subgengival (CEKICI et
al., 2014).

Compondo a linha de frente da defesa periodontal, a imunidade inata age
mediante mecanismos ndo especificos, ou seja, que limitam o potencial de
proliferacdo bacteriana independente da espécie ou patogenicidade. Tais
mecanismos incluem a barreira fisica do epitélio queratinizado da gengiva,
peptideos antimicrobianos naturalmente secretados na saliva e no fluido
crevicular gengival, e, principalmente, a transmigracao de células fagocitarias
(neutrdfilos e macréfagos) da microvasculatura para o sulco gengival e para 0s
tecidos conjuntivos do periodonto (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018).

Estima-se que 30 mil neutrdfilos transitem pelos tecidos periodontais a
cada minuto. Individuos com neutropenias congénitas ou disfun¢des no trafego
de neutrdfilos invariavelmente desenvolvem formas severas de periodontite, o
gue demonstra a crucial importancia destas células da imunidade inata para a
saude periodontal (DARVEAU, 2010). Evidéncias histolégicas sugerem que
neutrofilos formam verdadeiras “paredes” entre os tecidos do hospedeiro e o
biofilme microbiano (Figura 5). Esta barreira de contencdo neutrofilica néo
apenas funciona como uma rede unificada de células fagocitarias, mas também
como uma fonte secretoria de substancias bactericidas. As substancias contidas
nos seus granulos sado principalmente enzimas. Dentre estas, a enzima
mieloperoxidase (MPO) promove a sintese de acido hipocloroso, o qual é toxico
nao apenas para as bactérias, mas também para as células residentes do
periodonto (SCOTT; KRAUSS, 2011).
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Figura 5 — Barreira de neutréfilos contra o avancgo do biofilme subgengival
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Fonte: Front Oral Biol, 15: 56-83, 2012 (SCOTT; KRAUSS, 2011). Setas amarelas mostram as
tentativas de fagocitose e setas vermelhas indicam os granulos toxicos que séo despejados ho
ambiente gengival.

Para assegurar a eliminacdo da ameaca microbiologica ao periodonto,
células da imunidade inata dotadas de capacidades de reconhecimento e
apresentacao de antigenos microbianos (principalmente macrofagos teciduais e
células dendriticas), invocam a presenca de células altamente especializadas
em neutralizar e matar patdogenos especificos (linfécitos B e T). Estas células
compdem a segunda frente de defesa do periodonto, a imunidade adaptativa,
que além da alta especificidade, possui o artificio da memoria imunoldgica,
impedindo ou dificultando futuras infecces pelos mesmos patdégenos (HASAN;
PALMER, 2014).

E importante entender que, apesar de funcionalmente integrados, os dois
bracos do sistema imunolégico estdo temporalmente divididos. Visto que o0s
componentes da imunidade inata ja estdo previamente formados e totalmente
ativos, eles podem combater a infeccdo imediatamente. Por outro lado, varios
dias sdo necessarios para que o braco adaptativo se torne totalmente funcional
(LEVINSON, 2016). Na maioria das infec¢gdes humanas, quando o sistema inato
falha em controlar a infecgdo, os mecanismos celulares e humorais (mediados
por anticorpos) da imunidade adaptativa sao geralmente eficazes em eliminar a
ameaca. A periodontite, no entanto, € um caso particular. O biofilme subgengival
localizado acima do limite do epitélio juncional funciona como um reservatorio
bacteriano permanente. Assim, as batalhas imunes pela erradicacdo da infeccao
se perpetuam por tempo indefinido (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018).
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As respostas imunes do hospedeiro contra a infec¢cdo periodontal sé&o
intrinsecamente dependentes de uma série de eventos moleculares e celulares
que, a nivel macroscopico resulta no que conhecemos como inflamacéo.
Basicamente, o propdsito da inflamacao é facilitar o acesso de células imunes
aos tecidos infectados. Assim, a maioria dos eventos inflamatérios se dao no
ambiente vascular e perivascular, resultando, principalmente, em aumento do
fluxo sanguineo, da permeabilidade vascular, e do metabolismo da matriz
extracelular. Tais eventos sao clinicamente percebidos pelos sinais de rubor,
inchaco, calor e dor (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018). Varios mediadores
liberados por células residentes do periodonto e por células imunes mediante
estimulos microbianos, sdo essenciais para o fendmeno da vasodilatacdo. Entre
tais mediadores, encontram-se o0s produtos do metabolismo do acido
araquidonico, tais como prostaglandinas sintetizadas pela enzima cicloxigenase-
2 (COX-2), e o o6xido nitrico (NO), radical livre proveniente das reacdes de
oxidacdo do aminoacido L-arginina promovidas pela enzima Oxido nitrico
sintetase-2 (NOS-2) (CEKICI et al., 2014).

Conceitualmente, a inflamacédo é categorizada em dois tipos: aguda e
cronica. A inflamacgéo aguda é uma resposta de curta duracéo, histologicamente
caracterizada por um infiltrado macico de células da imunidade inata, sobretudo
neutrofilos. Na persisténcia do estimulo inflamatorio, a inflamagdo torna-se
cronica, podendo se estender por anos. Nesta fase, predominam as respostas
da imunidade adaptativa, embora neutrofilos permanecam ativamente presentes
no local da infeccdo, no caso particular da periodontite (HAJISHENGALLIS;
KOROSTOFF, 2017). Na inflamac&o cronica, linfécitos e mondcitos/macrofagos
inundam os tecidos infectados seguindo gradientes quimiotaticos especificos.
Tanto na inflamacao aguda quanto na crénica, uma complexa rede de moléculas
sinalizadoras, conhecidas como citocinas, regula a amplitude e a duracdo das
respostas imunes (NEDZI-GORA; KOWALSKI; GORSKA, 2017).

No periodonto, respostas inflamatérias contra infeccbes bacterianas
podem ser entendidas como verdadeiras guerras imunoldgicas iniciadas com o
objetivo de proteger o territorio periodontal de ameacas estrangeiras. Nesta
analogia, uma bomba lancada sobre o inimigo inevitavelmente ir4 causar danos
fisicos ao territério. Dessa forma, as lesbes periodontais ja se iniciam na fase

aguda da inflamacéo, ndo apenas como consequéncia do poder de fogo inimigo
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(viruléncia), mas principalmente como efeito colateral do armamento utilizado por
neutrofilos e por células residentes do periodonto durante o combate (granulos
toxicos e enzimas degradadoras de matriz) (EBERSOLE et al., 2017).

ApGs a eliminagdo dos invasores, mecanismos de cicatrizagdo e reparo
rapidamente devolvem aos tecidos sua vitalidade original. No entanto, se a
guerra se estende por mais tempo (inflamac&o crénica), os mecanismos de
reparo ndo conseguem acompanhar o0s estragos causados pela exposicdo
excessiva dos tecidos periodontais a esta guerra imunoldgica. Fibrose e
angiogénese sao caracteristicas histolégicas comuns da inflamacéo crénica do
periodonto, representando tentativas fracassadas de reparo tecidual. Pelo
contrario, ajudam a criar um ambiente rico em nutrientes, que sustentam a
proliferacdo patogénica do biofiime (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017,
KURGAN; KANTARCI, 2018).

2.3.4 Imunopatogénese: aspectos moleculares

As tentativas do hospedeiro de neutralizar a carga bacteriana periodontal
envolvem mecanismos moleculares altamente complexos e integrados, que
estdo sob constante regulacdo, inclusive por circuitos de retroalimentacao
positiva e negativa. Na periodontite esta regulacdo é perdida, favorecendo a
producdo excessiva de determinados mediadores moleculares. No entanto,
embora varios destes mediadores tenham sido identificados como pecas
importantes no desenvolvimento da periodontite, o exato caminho molecular da
patogénese periodontal estda ainda longe de estar totalmente trilhado
(HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017).

Embora os eventos moleculares que convergem na periodontite nao
obedecam a uma ordem cronolégica bem definida, o inicio de tais eventos se da
gquando as células residentes do periodonto (células epiteliais, fibroblastos,
macréfagos teciduais etc.), detectam a presenca de microrganismos invasores.
Este fenbmeno € possivel gracas a existéncia de um repertorio limitado de
receptores celulares (receptores de reconhecimento de padrbes — PRRs) que
reconhecem determinados padrées moleculares associados a patdégenos
(PAMPS), ou seja, componentes estruturais que 0S microrganismos preservaram

ao longo da evolucao, e que sédo naturalmente estranhos aos tecidos humanos.
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PAMPs podem ser reconhecidos a partir de diferentes classes de moléculas
microbianas, tais como lipopolissacarideo (LPS), lipoproteinas, flagelina,
peptideoglicanos, acidos nucléicos, entre outras. A ligacdo de um PAMP ao seu
respectivo PRR em uma célula periodontal promove a ativagdo de vias
intracelulares que sinalizam a maquinaria transcricional destas células a produzir
e secretar diferentes mediadores inflamatérios, tais como citocinas, quimiocinas
e prostaglandinas (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018).

Uma familia de proteinas conhecida como toll-like receptors (TLR) € a
classe mais bem caracterizada de PRRs encontrada no periodonto. A ligagao de
produtos microbianos a estes receptores causa sua dimerizacdo, e esta
alteracdo conformacional promove o recrutamento de cinases para seu dominio
citoplasmatico, que, com a ajuda de moléculas adaptadoras, tais como o fator de
resposta primaria de diferenciacdo mieloide 88 (MYD88), induzem a ativagcéo de
fatores de transcricAo nucleares que dirigem a expressdao de potentes
mediadores inflamatoérios, como IL-1, interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), os quais passam a ser também secretados pelas células
inflamatorias recrutadas para os locais infectados, amplificando assim o quadro
inflamatorio (SILVA et al., 2015a).

Estudos também tém revelado a importancia de imunoreceptores sollveis
no desencadeamento das respostas inflamatérias. E o caso do receptor
associado a osteoclastos (OSCAR), um fator coestimulatério essencial para a
formacdo de osteoclastos, mas que também é expresso por mondcitos e células
dendriticas e apresenta papel importante para sobrevivéncia, maturacdo e
ativacao destas células. A ligacdo de OSCAR em mondcitos e neutrdéfilos resulta
na inducdo de cascatas pro-inflamatérias que dao inicio as respostas imunes
contra agentes infecciososos (NEMETH et al., 2011).

As citocinas pro-inflamatérias atuam sobre células residentes do
periodonto estimulando a secrecdo de MMPs. Estas, por sua vez, degradam as
fibras de colageno, desfigurando assim a histologia gengival. Se ndo tratada, a
inflamacéo se estende apicalmente e causa um desequilibrio nos processos
fisiologicos que regulam a reabsorcdo 6ssea. O principal mecanismo regulador
deste processo é baseado na proporcéo entre duas moléculas pertencentes a
familia de ligantes e receptores de TNF: RANKL e osteoprotegerina (OPG),

respectivamente. RANKL € expresso predominantemente como uma proteina de
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membrana em osteoblastos, fibroblastos e linfocitos T ativados. A ligagdo de
RANKL ao receptor ativador do fator nuclear kapa B (RANK) na superficie de
células progenitoras, promove a diferenciacao destas em osteoclastos maduros,
0S quais passam a secretar enzimas que degradam o osso (BOSTANCI;
BELIBASAKIS, 2018). A acao osteoclastogénica de RANKL, no entanto, pode
ser bloqueada por OPG, o qual funciona como um receptor neutralizante de
RANKL (Figura 6). Varias citocinas pro-inflamatorias sao capazes de favorecer
a osteoclastogénese por meio da inducao da expresséo de RANKL e repressao
de OPG. O desequilibrio na propor¢cdo RANKL/OPG é um dos fenbmenos
moleculares relacionados a patogénese periodontal mais bem estabelecidos na
literatura (DARVEAU, 2010).

Figura 6 - Sistema RANK/RANKL/OPG na patogénese da periodontite
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Fonte: Expert Rev Mol Med, 5;15:e7, 2013 (YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013)

Para conter a acdo deletéria dos niveis elevados de mediadores pro-
inflamatorios e MMPs nos tecidos periodontais, o hospedeiro responde com o
aumento de mediadores anti-inflamatérios, tais como as interleucinas 4 e 10 (IL-
4/1L-10) e o fator de crescimento transformador beta (TGFB), e de inibidores
teciduais de MMPs (TIMPs). Em condi¢cdes normais, o periodonto encontra-se
num estado permanente de inflamacao controlada, no qual a acdo destrutiva das
citocinas inflamatodrias é equilibrada pela expresséo de citocinas antiflamatérias
(SILVA et al., 2015a). A periodontite & o resultado de um desequilibrio neste
cenario (Figura 7), onde o constante estimulo microbiologico ocasiona a
producéo excessiva de mediadores pro-inflamatérios e a consequente ativacado

e secrecao de MMPs, fazendo com que a protecéo oferecida pelas citocinas
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antiflamatoérias e TIMPs ndo seja suficiente para prevenir a destruicdo dos
tecidos periodontais (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018).

Figura 7 - Resumo esquemético da patogénese da periodontite
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2.3.5 Aspectos epidemioldgicos

Cerca de 90% dos seres humanos sdo acometidos por alguma patologia
oral ao longo de suas vidas (JIN et al., 2016). Além disso, os indicadores de
saude bucal ndo tém melhorado com o passar dos anos. Pelo contrario, o
ndamero de pessoas com doencas orais ndo tratadas aumentou em 40% entre
1990 e 2015. As doencas dentais e periodontais, por sua vez, representam a
maior parcela destes casos. No ano de 2015, cerca de 3 bilhdes de pessoas
(entre criancas e adultos) foram afetadas por caries e 538 milhdes
desenvolveram formas avancadas de periodontite, consequentemente levando
a perda dentaria em 276 milhdes de pessoas no mundo inteiro (KASSEBAUM et
al., 2017). Os custos referentes ao tratamento destas condicbes somaram
US$356,80 bilhdes, correspondendo a 4,6% dos gastos globais com saude em

2015. Além disso, perdas de produtividade totalizaram em US$187,61 bilhdes,
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dos quais 67% foram atribuidos a perda dentéaria, 21% a periodontite severa e
12% a caries (RIGHOLT et al., 2018).

A periodontite € a doenca inflamatoria crénica mais comum em humanos,
e a principal causa de perda dentéria em adultos, prejudicando ndo apenas a
mastigacao e o status nutricional, mas também a fala, autoestima, qualidade de
vida e interacdo social (JIN et al., 2016). Além de ser uma das principais
ameacas a saude bucal, estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a
periodontite apresenta consequéncias sistémicas, afetando especialmente o
sistema cardiovascular (BEUKERS et al., 2017). Individuos com periodontite
podem estar sujeitos a um risco 2 a 3 vezes maior de desenvolver acidente
vascular cerebral (LEIRA et al., 2017). Embora os mecanismos que ligam uma
doenca a outra nao estejam totalmente esclarecidos, algumas evidéncias
sustentam que patégenos periodontais podem alcancar a circulacdo sistémica
através do epitélio gengival inflamado e iniciar uma cascata de reacfes
inflamatorias que promovem alteracdes endoteliais (KHOLY; GENCO; VAN
DYKE, 2015). Varias outras condigdes sistémicas tém sido associadas a
periodontite, incluindo doencas metabdlicas, artrite reumatoide, adversidades
gestacionais e cancer (NAZIR, 2017).

Levantamentos sobre a prevaléncia da periodontite costumam apresentar
resultados altamente heterogéneos no mundo todo, refletindo a deficiéncia de
definicbes claras e de critérios diagnosticos universais frente as diferentes
manifestacdes clinicas da doenca (PAPAPANOU; SUSIN, 2017). A estimativa €
a de que a periodontite, em seus mais variados graus de progressdo e
severidade, afeta entre 20 e 50% da populacdo mundial (NAZIR, 2017). No que
se refere as formas severas da doenca, a prevaléncia global estimada em 2010
foi de aproximadamente 11%, com pronunciadas diferencas geogréficas. Paises
da Oceania apresentaram as menores prevaléncias (4,5%) e paises da América
do Sul as maiores (20,4%) (FRENCKEN et al., 2017).

No Brasil, inquéritos epidemiolégicos promovidos pelo Ministério da
Saude séo realizados periodicamente para diagnosticar a saude bucal da
populacdo, afim de implementar ou otimizar programas de prevencdo e
tratamento oferecidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). No Ultimo
levantamento, realizado em 2010, foi constatado que 28,6% dos adultos

examinados apresentavam calculo dentéario e 19,4% tinham bolsas periodontais



40

de 4 mm ou mais (BRASIL, 2012). Por outro lado, resultados de estudos
independentes revelam que a prevaléncia de periodontite no Brasil pode variar
de 9,5 a 83%, dependendo da regido, da faixa etaria analisada e dos critérios
diagnosticos utilizados no estudo (BONFIM et al., 2013; CORRAINI et al., 2008;
SUSIN et al.,, 2011). Estudos sobre a prevaléncia dessa doenca na regiao
Nordeste sdo escassos, no entanto, o inquérito epidemiolégico de 2010 revelou
gue as condicbes periodontais nas regides Norte e Nordeste foram piores em
todas os grupos etarios, quando comparadas com as constatadas nas demais
regides (BRASIL, 2012).

Ao longo dos anos, tem sido evidente a crescente preocupacdo da
populacdo em geral em manter uma boa saude bucal. O mercado global de
higiene oral foi avaliado em US$43,31 bilhdes em 2017 e estima-se que atinja
US$53,97 bilhdes em 2022. Acredita-se que a maior conscientizacdo das
pessoas sobre a importancia da saude bucal, 0 aumento na incidéncia de caries
e doencas periodontais, e 0os avanc¢os tecnolégicos incrementados aos produtos
de higiene oral sdo os principais propulsores deste mercado (MARKETS AND
MARKETS, 2017). Dados sobre vendas de produtos de cuidados pessoais no
Brasil mostram um surpreendente aumento per capita na compra de cremes
dentais (38%), escova de dentes (138%), fio dental (177%) e enxaguantes bucais
(618,5%) no periodo entre 1992 e 2002. Um crescimento nas vendas também
foi notado no periodo entre 2002 e 2006 (JARDIM; ALVES; MALTZ, 2009).

2.3.6 Aspectos terapéuticos

Tanto o diagndstico quanto o tratamento das doencas periodontais
requerem a colaboracdo ativa do paciente. No caso da periodontite, visto se
tratar de um processo patolégico indolor (portanto silencioso), cabe ao paciente
estar atento aos sinais de inflamacao na gengiva, ou submeter-se a avaliacdes
periodicas com um periodontista, para que a doenca possa ser diagnosticada e
tratada ainda nos seus estagios iniciais. O exame clinico profissional envolve o
uso de um instrumento graduado, de pequeno diametro, conhecido como sonda
periodontal, que permite avaliar a profundidade do sulco gengival de diferentes
areas dentais (GRAZIANI et al., 2017). Basicamente, a identificacdo de bolsas
periodontais associada a achados radiograficos com evidéncias de destruicao
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Ossea caracteriza o diagnéstico de periodontite. Informacgfes adicionais, tais
como o histérico médico e familiar e caracteristicas clinicas especificas
(localizacdo das lesdes e proporcao entre quantidade de biofilme e progressao
da doenca, por exemplo) podem ajudar a distinguir os diferentes fenotipos da
doenca (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANQOU, 2017).

No entanto, é bastante comum que pacientes sejam diagnosticados com
periodontite quando ja apresentam um grau de comprometimento periodontal
avancado. Isso se deve principalmente ao desconhecimento da populacdo em
geral a respeito dos sinais e sintomas da doenca e de suas consequéncias, ao
dificil acesso a servicos odontoldgicos publicos de qualidade, e em parte pela
negligéncia (e até mesmo aversao) a consultas odontologicas (BONFIM et al.,
2013). Porém, mesmo em estagios avancados, diferentes estratégias
terapéuticas podem impedir que a doenca atinja sua Ultima consequéncia: a
perda do dente. A completa remocéo do biofilme ou céalculo dental situado acima
e abaixo da margem da gengiva € a estratégia imediata a ser tomada, sendo
realizada geralmente por raspagem mecanica manual, ou por meio de
instrumentos ultrassénicos. Subsequentemente, as superficies irregulares da
raiz do dente sdo alisadas ou planificadas, dificultando assim a aderéncia de
novo biofilme (GRAZIANI et al., 2017).

Uma vez que o acumulo de bactérias orais sobre as superficies dos
dentes continuara a ocorrer naturalmente, o sucesso do tratamento periodontal
(assim como a manutencdo dos resultados) depende fundamentalmente da
adesdo do paciente a medidas minuciosas de higiene bucal e do seu
compromisso em comparecer a avaliacdo profissional periédica. No Brasil, um
estudo prospectivo de 5 anos observou que a recorréncia da periodontite apos
intervencdes terapéuticas foi significativamente mais baixa em pacientes que
mantiveram visitas odontolégicas em intervalos regulares. Além disso, foi
observado que o risco de recorréncia foi aproximadamente 4 vezes maior em
individuos fumantes. Assim, a identificacdo e eliminacdo de fatores de risco
modificaveis deve obrigatoriamente integrar o programa de tratamento da
periodontite (COSTA et al., 2015).

Em alguns casos, especialmente nas formas severas de periodontite, a
raspagem e alisamento radicular podem néo ser eficientes em remover

componentes do biofilme situados nos espacos mais profundos das bolsas
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periodontais, impedindo assim o controle da inflamagé&o e o restabelecimento da
homeostase do periodonto. Nestes casos, parte da gengiva pode ser
cirurgicamente separada dos tecidos subjacentes para dar acesso e melhor
visibilidade a lesdo. Uma variedade de procedimentos cirargicos também pode
ser utilizada para reduzir a profundidade das bolsas periodontais, e para
estimular a regeneracdo do suporte periodontal danificado, por meio da enxertia
de materiais biocompativeis ou substancias biolégicas regeneradoras
(PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). A terapia fotodinamica tem
recentemente ganhado destague como uma modalidade menos invasiva de
tratamento periodontal. Ela se baseia na aplicacdo de drogas sensiveis a luz no
interior das lesdes periodontais e subsequente exposicdo a um laser, o qual
provoca sua fotodegradacédo. Os compostos toxicos provenientes desta reacao
se encarregam de destruir a populagcdo bacteriana local (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

Mesmo apds minuciosos procedimentos cirargicos de limpeza, resquicios
bacterianos ainda podem persistir nos tecidos periodontais, tornando necessario
0 uso de farmacoterapia antimicrobiana como estratégia complementar. Neste
contexto, agentes antimicrobianos (incluindo antissépticos e antibiéticos) podem
ser administrados localmente ou sistemicamente por via oral, causando a morte
direta das bactérias remanescentes ou impedindo sua proliferacdo (GRAZIANI
et al., 2017). A antibioticoterapia sistémica é geralmente reservada a pacientes
com periodontite refrataria ou em casos de doenca altamente progressiva. Entre
0os antibidticos mais utilizados nesta modalidade de tratamento periodontal
destacam-se o0 metronidazol, clindamicina, doxiciclina ou minociclina,
ciprofloxacina, azitromicina e combinagdes de metronidazol com amoxicilina ou
ciprofloxacina (HARVEY, 2017).

Apesar da comprovada eficacia como adjuvante na terapia periodontal, o
uso de antibidticos sistémicos apresenta uma seérie de restricbes e de
consequéncias inconvenientes (KEESTRA et al., 2015). Falhas no tratamento
podem decorrer do descumprimento do esquema antibiético prescrito, ou mesmo
quando a prescri¢cdo recomendada ndo é suficiente em concentrar quantidades
adequadas do antibiético nos tecidos periodontais (FERES et al., 2015). Ambos
0s casos podem favorecer a selecao e proliferacdo de bactérias resistentes a

antibioticos, um dos principais problemas medicos da atualidade. Um estudo nos
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Estados Unidos revelou que patégenos subgengivais provenientes de pacientes
com periodontite apresentaram resisténcia in vitro a concentracdes terapéuticas
dos antibioticos mais comumente utilizados na pratica periodontal (RAMS;
DEGENER; VAN WINKELHOFF, 2014). A administracdo sistémica de
antibiéticos também promove um desequilibrio geral no microbioma humano,
gerando varios efeitos colaterais, como diarreia e candidiase vaginal. Além
disso, ha ainda a possibilidade de reacdes alérgicas e de interacdes
medicamentosas e alimentares, que podem resultar em ineficacia terapéutica ou
em efeitos adversos adicionais (HARVEY, 2017).

Os efeitos adversos da antibioticoterapia sistémica podem ser
parcialmente evitados por meio da aplicacédo local de agentes antimicrobianos.
Esta estratégia também diminui as chances de induzir resisténcia bacteriana
(FERES et al., 2015). Algumas formulac6es especificas (p0, gel, chips ou fibras)
permitem a liberacéo controlada de altas concentracfes do farmaco diretamente
no interior das bolsas periodontais. Tais formula¢cdes sdo comumente utilizadas
para tratar sitios periodontais com inflamacdo persistente, apés a terapia
mecéanica primaria. Entre as mais amplamente utilizadas estdo as fibras de
tetraciclina (Actisite®), doxiciclina em matriz bioabsorvivel (Atridox®),
microesferas de minociclina (Arestin®), e os chips de clorexidina (Perio chip®)
(HARVEY, 2017). No entanto, revisdes criticas publicadas nos ultimos anos tém
se deparado com limitagdes significativas que impedem uma clara avaliacdo da
utilidade pratica dos antimicrobianos topicos. Além disso, alguns produtos tem
sido criticados quanto a sua dificuldade de manuseio, rapida remocéo das bolsas
periodontais e altos custos de aquisicéo (FERES et al., 2015; GRAZIANI et al.,
2017).

A clorexidina € um dos principais principios ativos utilizados em sistemas
de liberacéo intrabolsa periodontal (SAHNI et al., 2012). Isso se deve ao fato de
se tratar do agente antimicrobiano mais amplamente estudado, cuja eficacia é
comprovada contra a formacao de biofilme dental. Por este motivo, a clorexidina
também é considerada o padrdo ouro com o qual devem ser comparados novos
agentes antibiofilme em investigacdo (SANTOS et al., 2017). A clorexidina
compde enxaguantes ou sprays bucais (0,12 a 0,2%) e géis dentais (0,12 a 1%)
rotineiramente utilizados nas praticas diarias de higiene pessoal para prevencao
de céries e inflamacées na gengiva (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015).
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Na clinica odontolégica, irrigacées com 0,2 a 1% de clorexidina s&o comumente
aplicadas concomitantemente aos procedimentos de raspagem e alisamento
radicular, com o objetivo de atrasar a recolonizacéo subgengival (GRAZIANI et
al., 2017).

A molécula de clorexidina (formula quimica: C22H30Cl2N10) € composta de
duas estruturas simétricas com quatro anéis de clorofenil e dois grupos
biguanida, ligados por uma ponte de hexametileno (Figura 8). Devido sua baixa
solubilidade em agua, é amplamente utilizada na forma de sais de clorexidina. O
gluconato de clorexidina é a formulacao antisséptica mais empregada, sendo um
liguido amarelo palido, quase incolor, e altamente solivel em agua. Este
composto apresenta um amplo espectro de atividade bacteriana, no entanto, €
mais efetivo contra bactérias gram-positivas. A molécula de clorexidina, por ter
carga positiva, reage de maneira ndo especifica com fosfolipidios de membrana
carregados negativamente. Baixas concentracdes de clorexidina (0,02 a 0,06%)
sdo suficientes para alterar o balanco osmotico das células microbianas,
promovendo a perda de quantidades significativas de ions potassio, o que leva
a estagnacao bacteriana (efeito bacteriostatico). Em concentracdes superiores a
0,12%, as moléculas de clorexidina causam danos de membrana irreparaveis,
induzem alteracBes em proteinas citoplasmaticas e a precipitacdo das mesmas,
resultando em morte celular alguns segundos apés sua administracao (efeito
bactericida) (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015).

Figura 8 — Estrutura molecular da clorexidina
o
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Fonte: American Chemical Society (www.acs.org)

No entanto, além da literatura cientifica ndo ser unanime quanto a eficacia
da clorexidina no tratamento periodontal (para revisdo, GRAZIANI et al., 2017),
0 uso prolongado desta droga (por mais de duas semanas) pode causar efeitos
indesejaveis, como alteracdo na cor dos dentes, lingua e restaura¢cfes dentarias,

irritacdes  na  mucosa oral e distrbios no paladar (KARPINSKI;



45

SZKARADKIEWICZ, 2015). O desenvolvimento de resisténcia bacteriana a
clorexidina € uma preocupacdo mais recente. Um estudo realizado em 2016
demonstrou que o uso de altas concentracdes de clorexidina (2%) foi incapaz de
erradicar todas as células bacterianas coletadas de biofilmes subgengivais. Esta
subpopulacdo de bactérias persistentes (0,1 a 1% da quantidade original) foi
capaz de restaurar o biofilme completamente em oito semanas (SHEN et al.,
2016). Outro estudo observou que bactérias menos suscetiveis a clorexidina,
cultivadas a partir de biofilmes dentais, sdo também resistentes a mdltiplos
antibiéticos, o que levanta o questionamento se o uso de produtos contendo
clorexidina na rotina diaria de cuidado oral esta influenciando o surgimento de
bactérias multidroga resistentes (SALEEM et al., 2016).

A terapia periodontal priméaria, com foco no combate ao biofilme dental,
pode ainda ser potencializada com a modulacdo da resposta imuno-inflamatéria
do hospedeiro, como por exemplo, pela reducdo da producdo excessiva de
citocinas e de enzimas destrutivas, ou pelo estimulo do processo regenerativo
dos tecidos conjuntivos e 6sseos do periodonto. Diferentes classes de drogas
tém sido investigadas quanto a esse efeito modulador, incluindo antiflamatérios
nao esteroidais, tetraciclinas, fatores de crescimento, bifosfonatos e proteinas
morfogénicas do osso (GRAZIANI et al., 2017). A doxiciclina tem sido o melhor
exemplo de agente modulador utilizado no manejo clinico da periodontite. Foi
descoberto que, quando usada em baixas doses, esta tetraciclina perde seu
efeito antimicrobiano e seu mecanismo de acao passa a ser exclusivamente pela
inibicdo de MMPs (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Doses
diarias de 20 mg de doxiciclina tém resultado em beneficios clinicos significativos
como terapia complementar a raspagem e alisamento radicular (SMILEY et al.,
2015).

Como um exemplo mais comum, o uso de antiflamatorios ndo esteroidais
convencionais e de inibidores seletivos de COX-2 também tem demonstrado
efeitos positivos na modulacdo das respostas imuno-inflamatérias do
hospedeiro, limitando as taxas de progressdo de destruicdo Ossea na
periodontite. Porém, o uso dessas drogas antiflamatorias a longo prazo acarreta
no aparecimento de efeitos colaterais tais como distarbios gastricos,
sangramento interno, risco aumentado de doengas cardiovasculares, entre

outros. A existéncia de efeitos indesejados relacionados a farmacoterapia da
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periodontite encoraja o desenvolvimento de produtos mais toleraveis com
propriedades antiflamatorias e antimicrobianas capazes de frear a perda 0ssea

em pacientes com periodontite (FREIRES et al., 2018).

2.3.7 Modelos experimentais

Apesar das limitacbes em reproduzir fielmente todos os aspectos da
patogénese periodontal em humanos, modelos animais ha muito contribuem
para o entendimento do desenvolvimento e progressao da periodontite, bem
como para a investigacdo de novas abordagens terapéuticas. A periodontite
pode ser experimentalmente induzida em uma variedade de animais (primatas
ndo humanos, cdaes, ovelhas, roedores, entre outros) por diferentes
metodologias. As mais comumente empregadas envolvem a inoculacdo de
patdgenos periodontais (ou de suas toxinas, como o LPS) nos tecidos gengivais,
ou a insercao de um fio (algodéo, seda ou nylon) ao redor da regido cervical dos
primeiros molares dos animais (modelo de ligadura) (DONOS et al., 2018).
Embora a extensdo da periodontite induzida experimentalmente seja dificiimente
controlada (ou seja, a destruicdo periodontal pode ocorrer de forma lenta e
continua, com picos de exacerbacdo ou ndo), esta claro que, em tais modelos
pré-clinicos, tanto componentes da inflamacédo aguda quanto da inflamacéo
cronica estao presentes nos sitios periodontais desafiados (GRAVES et al.,
2012).

Ratos sdo os roedores mais amplamente empregados no estudo
experimental da periodontite, principalmente por compartilharem algumas
similaridades com os humanos, em termos de morfologia periodontal, anatomia
da regido de molares, desenvolvimento e composicdo do biofilme dental e
histopatologia das lesdes periodontais. Além disso, sdo uma alternativa mais
barata, de facil manuseio, e inclui a disponibilidade de animais de diferentes
perfis genéticos e microbiolégicos que se adequam a diferentes propostas de
investigagdo (DONOS et al., 2018). No entanto, diferentemente dos humanos,
estes roedores apresentam epitélio sulcular gengival queratinizado, o que
concede a eles uma resisténcia adicional contra bactérias periodontais. Por esse
motivo, a periodontite induzida por ligadura € o modelo geralmente mais

adequado quando se utiliza ratos. A ligadura ndo apenas facilita o acimulo de
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biofilme, mas também causa a ruptura da barreira epitelial, tornando o periodonto
vulneravel a invasdo bacteriana. Neste modelo, a progressdo da doenca
apresenta um padrdo similar ao observado em humanos: gengivite com edema
e ulceracédo epitelial, seguida por destruicdo 6ssea e pela formacédo de bolsas
periodontais profundas (STRUILLOU et al., 2010).

Numerosas evidéncias demonstram o papel fundamental do componente
bacteriano como gatilho das reac¢des destrutivas no periodonto observadas no
modelo de ligadura em ratos. Em ratos isentos de microbiota (germ-free), a leséo
mecéanica provocada pela ligadura ndo € suficiente em promover reacgdes
inflamatorias associadas a destrui¢cdes teciduais significativas; no entanto, apés
a inoculacdo de bactérias gram-negativas, perda de insercdo gengival e um
aumento na reabsorcdo 6ssea sao prontamente observados, podendo tais
eventos serem freados pela aplicacao topica de agentes antissépticos. Neste
modelo, a crucial participacdo das respostas do hospedeiro no processo de
destruicdo periodontal também é evidente, como exemplificado pela reducao da
inflamacd@o gengival, da osteoclastogénese e da reabsorcdo déssea com a
aplicacdo de inibidores de prostaglandinas, ou pela reducdo da perda éssea
alveolar ap6s o uso de baixas doses de doxiciclina (GRAVES et al., 2012).

Uma recente revisao sistematica avaliou o perfil de estudos realizados nos
ultimos dez anos que utilizaram o modelo de periodontite induzida por ligadura
em ratos para avaliacdo terapéutica de compostos naturais, especificamente na
prevencdo de perda 0ssea alveolar (FREIRES et al., 2018). Entre os materiais
de ligadura mais utilizados encontraram-se a seda (46,7%), algodao (20%) e o
nylon (20%). Ratos da linhagem Wistar foram os mais empregados (80%), e as
areas ao redor dos primeiros molares foram as regibes mais frequentemente
avaliadas (86,6%). O periodo de intervencéao terapéutica variou de 9 a 30 dias,
e na ampla maioria dos casos henhum grupo de animais tratados com substancia
de referéncia foi utilizado. Em 66,7% dos estudos, a estimativa da perda 0ssea
foi avaliada utilizando como parametro a distancia entre a juncdo cemento-
esmalte e a crista do osso alveolar. Aléem disso, diferentes técnicas foram
utilizadas para qualificar e quantificar o efeito terapéutico observado, incluindo
histologia (86,7%), fotografia (13,3%) e microtomografia computadorizada
(20%). Avaliagbes moleculares em nivel de RNA mensageiro (mMRNA) foi uma

estratégia pouco explorada nestes estudos.
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2.4 PRODUTOS NATURAIS E PERIODONTITE

Nos ultimos anos, produtos naturais tém ganhado mais espaco e
importancia na industria farmacéutica, a qual ndo sé passou a capitalizar sobre
produtos medicinais ha muito utilizados por diferentes comunidades humanas,
como também a explorar a extraordinaria diversidade quimica desses produtos
como fonte inspiradora de inovagdes farmacéuticas (DUTRA et al., 2016).
Particularmente, o reino vegetal tem mostrado ser a fonte natural mais atrativa
para a descoberta de novos farmacos, dado o imenso e variado repertorio
quimico oriundo de cada espécie de planta que habita o globo. No atual mercado
multibilionario da industria farmacéutica, cerca de 40% dos produtos
comercializados sao desenvolvidos a partir de fontes naturais, dos quais 75%
sao derivados, direta ou indiretamente, do reino vegetal (FREIRES et al., 2018).

No que se refere a periodontite, as atuais opc¢des farmacoterapéuticas
incluem drogas sintéticas, semissintéticas ou de origem completamente natural.
Cabe notar, no entanto, que 25% dos antiflamatérios e 73% dos antimicrobianos
atualmente liberados no mercado sdo desenvolvidos ou inspirados a partir de
produtos naturais (DA SILVA; RODRIGUES, 2014; FREIRES et al., 2018). Uma
grande variedade de espécies vegetais tem mostrado eficacia contra biofilmes
polimicrobianos formados in vitro, ex vivo e in situ (KARYGIANNI et al., 2016).
Uma recente meta-andlise realca evidéncias de que a aplicacdo local de
produtos naturais, em complemento a raspagem e alisamento radicular, pode
promover beneficios clinicos significativos no manejo terapéutico de pacientes
com periodontite, quando comparado ao uso isolado da terapia mecanica
(MORO et al., 2018).

Uma grande variedade de produtos naturais de origem vegetal (extratos,
Oleos essenciais, moléculas isoladas etc.), vem continuamente sendo testada
experimentalmente quanto a capacidade de proteger o periodonto das
consequéncias destrutivas da inflamacdo desencadeada pelo biofilme
bacteriano. Apesar da maioria dos compostos até entdo testados demonstrarem
fraca ou moderada atividade protetora, alguns exemplos notaveis podem ser
citados, como o caso da formulagdo em gel combinando extrato de aroeira

(Myracrodruon urundeuva) e 0leo essencial de alecrim-grande (Lippia sidoides),
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que mostrou reduzir reabsorgéo 6ssea (45 a 65%) em modelo experimental de
periodontite induzida por ligadura em ratos. Neste mesmo modelo, 0s extratos
de Ginkgo biloba (planta de origem chinesa) e de propolis também se mostraram
altamente eficazes em modular a reabsorcdo 6ssea associada a periodontite
(FREIRES et al., 2018).

O Brasil possui uma biodiversidade vegetal exuberante, com mais de 45
mil espécies de plantas descritas, representando cerca de 20% da flora mundial.
Esta diversidade pde o pais huma posi¢ado vantajosa no cenario da pesquisa de
potenciais agentes terapéuticos. Entre 2011 e 2013 mais de 10 mil artigos
cientificos foram publicados por pesquisadores brasileiros reportando resultados
sobre o efeito terapéutico de agentes naturais derivados de plantas. No entanto,
poucos séo os resultados que efetivamente levam ao desenvolvimento de novos
farmacos. Além disso, a protecao intelectual por meio do depdésito de patentes
nao tem acompanhado o ritmo das publicacbes académicas (DUTRA et al.,
2016).

Grande parcela desta discrepancia pode ser atribuida a falta de
priorizacdo de investimentos federais em Ciéncia e Tecnologia. A maioria dos
grupos de pesquisa do pais carecem de recursos para investigacdes mais
detalhadas, como as relacionadas ao isolamento e caracterizacédo de principios
ativos, ao mecanismo de acéao terapéutica, aos efeitos toxicos, entre outros. Na
grande maioria dos casos, as pesquisas nacionais com plantas e seus derivados
se limitam a explorar o efeito terapéutico de extratos brutos, fracbes ou 6leos
essenciais, geralmente utilizando modelos in vitro e animais (DUTRA et al.,
2016). Estas limitagbes prejudicam a realiza¢&o de ensaios clinicos abrangentes,
distanciando a populacdo em geral dos possiveis beneficios de novas
descobertas terapéuticas.

Um ensaio clinico randomizado controlado e duplo cego, realizado para
avaliar a eficacia do 6leo essencial de Lippia sidoides no controle do biofilme
dental e no tratamento de gengivite apresentou resultados significativamente
semelhantes aos obtidos com o tratamento padréo com clorexidina 0,12%, tanto
nos parametros clinicos quanto nos microbiol6gicos (BOTELHO et al., 2009).
Outro estudo, com as mesmas configuragdes (inclusive utilizando clorexidina
0,12% como controle), concluiu que o uso de enxaguante bucal a base de folhas
de Azadirachta indica (conhecida popularmente como nim) pode ser uma
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alternativa altamente eficaz no tratamento de doenca periodontal (BOTELHO et
al., 2008). Ambos os estudos, realizados no Brasil, ddo uma ideia dos beneficios
terapéuticos que o uso de agentes naturais derivados de plantas pode

proporcionar a saude periodontal.

2.4.1 Anacardium occidentale Linn

O cajueiro comum (espécies Anacardium occidentale Linn.), arvore de
médio a grande porte pertencente a familia Anacardiaceae (Figura 9A), é um dos
melhores exemplos do potencial econémico da biomassa vegetal do Brasil. Sua
madeira, que é resistente a agua, é explorada na engenharia maritima e civil,
seu pedunculo (pseudofruto) € aproveitado para a fabricacdo de diversos
produtos, principalmente sucos, doces, geleias, entre outros; além disso, possuli
as castanhas comestiveis mais amplamente comercializadas no mercado
internacional; até mesmo a casca do tronco, folhas e flores podem ser
aproveitados, sendo comumente usados na medicina popular contra diarreias e
cOlicas, e para a cicatrizacdo de feridas (DA SILVA; RODRIGUES, 2014).

Figura 9 - Cajueiro comum (Anacardium occidentale Linn)

S T R T

Fonte: Embrapa. A: Visdo geral do cajueiro; B: Flores; C: Pedunculo (pseudofruto, conhecido
como caju) e castanha do caju (fruto).

Nativa do Nordeste brasileiro, A. occidentale L. estd adaptada a solos de

baixa fertilidade, a temperaturas elevadas e ao estresse hidrico, representando
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uma importante fonte de renda para a regiao Nordeste do pais. Em 2005, o Brasil
exportou 98 toneladas de produtos derivados do cajueiro, no valor de US$181,6
milhdes. O cultivo de A. occidentale ocupa cerca de 700 mil hectares em todo
territério nacional e o Nordeste sozinho é responsavel por 94% da producéao,
estando as maiores plantacdes concentradas nas regides costeiras dos estados
do Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte (BEZERRA et al., 2007).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém voltado a atencdo para as
propriedades farmacéuticas e biotecnolégicas de A. occidentale. Varios produtos
naturais derivados desta planta tém sido associados a diminuicdo dos efeitos
destrutivos promovidos pela inflamacéo, além de demonstrarem propriedades
analgésicas, antioxidantes, cicatrizantes e antimicrobianas (CAMPOS et al.,
2012; DA SILVEIRA VASCONCELOS et al., 2015; PAWAR et al., 2000;
VANDERLINDE et al., 2009). Diversas evidéncias advindas de estudos in vitro
justificam o interesse da exploracdo do cajueiro para fins terapéuticos na area
odontoldgica, especialmente para o tratamento ou prevencdo de doencas
periodontais. O extrato das folhas do cajueiro demonstrou ser capaz de inibir a
secrecdo de TNF-a e IL-1B por macrofagos desafiados com LPS (SOUZA et al.,
2017), apresentou atividade antimicrobiana contra os patdégenos periodontais P.
gingivalis e P. intermedia (VARGHESE et al., 2013), e se mostrou superior a
enxaguantes bucais convencionais quanto a supressédo de biofilmes formados
por patégenos orais (SHETTY et al., 2015). O extrato etandlico das flores de A.
occidentale foi eficaz em inibir o crescimento em cultura de 14 espécies
microbianas distintas (DA SILVA et al., 2016). Ja o extrato hidroalcodlico da
casca do caule possuiu efeito inibitério sobre a aderéncia e proliferacdo de trés
espécies de Streptococcus isoladas de biofilme dental (MELO et al., 2006).

Os resultados preliminares de estudos in vitro com diferentes extratos
brutos do cajueiro encorajam a realizacéo de estudos mais detalhados sobre seu
efeito terapéutico em modelos de periodontite experimental em animais. Em tais
modelos, torna-se possivel ndo apenas avaliar o efeito dos possiveis agentes
terapéuticos sobre o biofilme bacteriano, mas também sobre as repostas imuno-
inflamatorias do hospedeiro, assim como seus efeitos toxicos. Além disso, o
cajueiro oferece uma diversidade de outros produtos que merecem atencao,
como é o caso do exsudato encontrado no tronco ou em seus ramos, que

também se mostrou promissor como agente antibacteriano in vitro (CAMPOS et
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al., 2012). Além de promover o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do pais,
a investigacdo das potencialidades terapéuticas de A. occidentale representa
uma importante estratégia para agregar valor a biodiversidade brasileira,
impulsionando também o desenvolvimento social e econdmico, principalmente

das regides semiaridas do Nordeste.

2.4.2 Goma do cajueiro

As células epiteliais que compdem a casca do caule e ramos do cajueiro
produzem e estocam em seus compartimentos citoplasmaticos um fluido viscoso
conhecido como goma do cajueiro (GC). Em cajueiros com idade acima de dois
anos, esta substancia é liberada (ou exsudada) para o meio externo como
mecanismo de defesa contra lesdes mecéanicas, insetos e microrganismos. Uma
vez exposta ao ar do ambiente, a GC adquire uma consisténcia soélida devido a
evaporacao de liquidos, tornando-se uma resina de coloracdo amarelada ou
marrom-escuro (Figura 10A) (DA SILVA et al., 2018; TORQUATO et al., 2004).
Além disso, esta resina é levemente perfumada, possui sabor &cido, e é
regularmente soluvel em agua e insoltvel em solventes organicos (FURTADO et
al., 2013).

Figura 10 — Goma do cajueiro

Fonte: Embrapa. A: exsudato como encontrado in natura; B: goma purificada

Goma € um termo genérico usado para designar um grupo de polimeros

e seus derivados naturalmente encontrados ou extraidos de vegetais terrestres,



53

marinhos ou microrganismos. Sao substancias quimicas hidrofilicas, de elevada
massa molecular e de natureza polissacaridica, que apresentam propriedades
coloidais, e que, quando adicionadas a solventes organicos, formam suspensdes
altamente viscosas, com funcbes espessantes, gelificantes, emulsificantes,
estabilizantes e aglutinantes, as quais podem ser exploradas em uma infinidade
de aplicacdes industriais (FURTADO et al., 2013; TORQUATO et al., 2004). No
cajueiro, a extracdo da goma ocorre a partir da casca do caule, apds incisdes
fisicas ou pela aplicacdo de sustancias quimicas tais como o 6xido de etileno,
acido 2-cloroetilfosfénico e derivados do acido benzdico. A goma coletada pode
ser refinada seguindo-se etapas de solubilizacdo, centrifugacéo, filtracdo e
precipitacdo em etanol. Em seguida, ao passar por uma etapa de secagem,
obtém-se um pé (Figura 10B) com elevado teor polissacaridico (RIBEIRO et al.,
2016).

Os polissacarideos naturais que compdem as gomas de diferentes
espécies de plantas distinguem-se tanto em relacéo a sua configuracdo quimica
(arranjos lineares ou ramificados), quanto as suas unidades monoméricas
constituintes. Além disso, tais unidades, unidas entre si por ligacdes glicosidicas,
podem se combinar de infinitas maneiras, conferindo a estes polissacarideos
uma enorme variedade de propriedades reoldgicas, dificilmente mimetizadas por
polimeros sintéticos (RIBEIRO et al., 2016).

Particularmente, a GC é um heteropolissacarideo acido ramificado. A
proporc¢ao individual de suas unidades monoméricas depende de varios fatores,
tais como composicdo do solo, idade da arvore, tempo de exsudacéo, época do
ano e condic¢des climéaticas (FURTADO et al., 2013). Em amostras extraidas de
cajueiros cultivados em solo brasileiro, observou-se como seus principais
constituintes: galactose (59 — 82%), glicose (6 — 14%), acido glicurbnico (1,3 —
13,5%), arabinose (4 — 5%), ramnose (2 — 4%) e manose (1%), além de
pequenas quantidades de xilose e acido etilglicurénico (ARAUJO et al., 2012;
MENESTRINA et al., 1998; PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998; SILVA et al., 2010).
Sua estrutura de galactano € altamente ramificada, apresentando cadeias com
ligagbes B-(1-3) e B-(1-6) D-galactose (Figura 11). Além disso, durante a
polimerizacdo da goma, algumas proteinas podem ficar retidas na malha
polimérica (SILVA et al., 2010).
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Figura 11 - Estrutura molecular de um fragmento da goma do cajueiro
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Fonte: Carbohydr Polym, 147: 188-200, 2016 (RIBEIRO et al.,, 2016). R representa radicais
polissacaridicos.

A GC tem potencial para inUmeras aplicacdes tecnoldgicas: na industria
do papel, ela pode substituir a cola liquida; na industria de bebidas e alimentos,
pode ser utilizada como estabilizador da espuma da cerveja, como conservante
natural do sabor de alimentos insdustrializados, e na preservacéo de cristais de
acucar nas industrias de sorvete, com o0 objetivo de evitar o seu
descongelamento rapido. Além disso, a indastria farmacéutica vem
demonstrando um crescente interesse por esse material, o qual pode ser usado

na fabricagcdo de capsulas e comprimidos, servindo como aglutinante de seus
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componentes (FURTADO et al., 2013). Este potencial mercadologico da GC
decorre principalmente do fato de se tratar de um produto natural barato,
renovavel e amplamente disponivel (independente da época do ano), além de
ser biodegradavel e ndo toxico (KUMAR et al., 2012). Considerando que um
cajueiro pode exsudar por ano uma média de 700 g de goma, o Brasil possui
potencial para produzir cerca de 40 mil toneladas de GC anualmente para fins
industriais (CUNHA et al., 2007).

Diversas evidéncias indicam que a GC também apresenta propriedades
farmacoldgicas intrinsecas, e pode compor formula¢des ndo apenas como mero
excipiente farmacéutico, mas como componente ativo no combate a diferentes
condi¢cBes de saude. Um estudo in vitro demonstrou que a aplicacdo topica da
goma do cajueiro protegeu a mucosa laringea de danos causados por solu¢des
gue mimetizavam o suco géstrico humano, abrindo novas perspectivas para o
tratamento de refluxo laringofaringeo. Além das propriedades bioadesivas, os
autores também consideraram que suas propriedades antioxidantes podem ter
contribuido para o efeito protetor (FIGUEIREDO et al., 2017). Em modelo animal,
a GC também apresentou efeito gastroprotetor. A prévia administracdo da GC
em ratos, por gavagem, mostrou reduzir os danos a mucosa gastrointestinal
induzidos por naproxeno, um AINE comumente prescrito. O estudo mostrou
evidéncias de que o efeito protetor conferido pela GC pode decorrer tanto de sua
atividade antiflamatoria (reduziu os niveis de MPO), como de suas propriedades
antioxidantes (CARVALHO et al., 2015). Em camundongos, a GC apresentou
excelente efeito antidiarreico em diferentes modelos de inducdo (agudo,
inflamatério e secretoério). Embora o mecanismo néo tenha sido esclarecido, foi
sugerido que a GC possa inibir a motilidade gastrointestinal, reduzindo o
acumulo de fluido intestinal e a secrecédo de agua e ions cloreto no lumen do
intestino (ARAUJO et al., 2015).

A GC parece também exercer um papel na modulac¢do do sistema imuno-
inflamatorio. Um estudo in vitro testou o efeito modulatério da GC sobre
macréfagos peritoneais de camundongos. A GC induziu um aumento
significativo nos niveis de IL-10, a qual foi considerada ser responsavel por inibir
a producdo de interferon gama (INF-y) por macréfagos estimulados com LPS, e
a subsequente producdo de NO por estas células. Este efeito foi atribuido
principalmente ao conteudo polissacaridico da GC (YAMASSAKI et al., 2015).
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Por outro lado, outro estudo destacou o papel de outros componentes da GC na
modulacdo das respostas imuno-inflamatérias. Em camundongos, foram
observadas evidéncias de propriedades antinociceptivas e antiflamatorias da
fracdo livre de polissacarideos da GC. O estudo revelou que esta fragdo é
composta principalmente por acidos anacardicos, moléculas derivadas do acido
salicilico, com cadeias alquilicas saturadas ou insaturadas e de comprimento
variavel. Os efeitos observados foram relacionados a capacidade dos acidos
anacardicos de interferirem no metabolismo do &cido araquiddnico,
provavelmente pela inibicdo da atividade ou expressédo de COX-2, reduzindo
assim a producao de mediadores inflamatoérios (DA SILVA et al., 2018).

Em estudo pioneiro, Marques et al. (1992) observaram que solucdes
concentradas de GC bruta inibiram o crescimento de trés dentre cinco espécies
bacterianas analisadas (Bacillus subtilis, Serratia marcescens e Staphylococcus
aureus), apresentando o mesmo efeito para uma dezena de espécies de fungos
(MARQUES; ALBUQUERQUE; XAVIER-FILHO, 1992). Utilizando a GC
purificada, por outro lado, Torquato et al. (2004) néo foram capazes de observar
qualquer efeito antimicrobiano. Os autores sugeriram que o efeito antimicrobiano
da GC pode ser atribuido aos acidos anacardicos que a compde, e 0S mesmos
observaram que houve uma drastica reducéo de acidos anacardicos (88%) apds
0 processo de purificacdo da GC (TORQUATO et al., 2004). Quelemes et al.
(2013) também relataram auséncia de efeito antimicrobiano em todas as
espécies bacterianas testadas com GC purificada (QUELEMES et al., 2013).

No entanto, os resultados relatados por Asantewaa et al. (2011) revelaram
gque nem a GC bruta nem a purificada apresentaram atividade antimicrobiana
nas concentragdes investigadas (ASANTEWAA et al., 2011). Por outro lado, o
estudo realizado por Campos et al. (2012) mostrou que tanto a GC bruta quanto
a GC purificada apresentaram efeito antimicrobiano sobre bactérias gram-
positivas; a GC purificada ainda foi capaz de inibir o crescimento de algumas
bactérias gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa. O mesmo estudo
revelou, por meio de imagens de microscopia de for¢ca atdmica, que o possivel
mecanismo de acdo da GC é por meio da desintegracéo da estrutura bacteriana
apos interacdo com a parede celular (CAMPOS et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado uma relativa seguranca do uso da GC

para fins terapéuticos. Em ratos da linhagem Wistar, a aplicag&o intraperitoneal
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de altas doses de GC purificada (até 4000mg/kg) ndo produziu efeitos téxicos
em nenhum dos animais testados (n = 6). Nestes animais, a administracao
continua de doses de 250mg/kg por um periodo de 30 dias nao influenciou o
status nutricional, e n&o foram observadas alteragbes em parametros
hematoldgicos quando comparado ao grupo ndo tratado (KUMAR et al., 2009).
Por outro lado, a fracdo livre de polissacarideo da GC causou morte e alteracfes
comportamentais em camundongos, apos administracfes intraperitoneais de
doses de 1000mg/kg (DA SILVA et al., 2018). Em coelhos, foi relatado auséncia
de efeitos adversos ap6s administracdo via intragastrica de até 5000mg/kg de
GC purificada (OKOYE; ONYEKWELI; KUNLE, 2012).

Devido sua baixa toxicidade e suas potencialidades como possivel agente
imunomodulatério, antimicrobiano e antiflamatorio, a GC se mostra um candidato
promissor no tratamento ou prevencdo de doencas imuno-inflamatoérias

induzidas por patdgenos microbianos, como € o caso da periodontite.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o efeito terapéutico de formulagcbes em gel orabase contendo
goma de Anacardium occidentale Linn. em ratos com periodontite induzida por

ligadura.

3.2 ESPECIFICOS

e Purificar a GC a partir do exsudato de Anacardium occidentale Linn.;

e Preparar formulagbes em gel orabase, a partir de diferentes
concentracOes de GC;

e Induzir periodontite em ratos por meio de protocolo de ligadura pré-
estabelecido e administrar por via topica diferentes formulacfes orabase
contendo GC ou tratamentos controle ao longo de 20 dias;

e Avaliar caracteristicas biométricas, como massa corporal (antes e apos
tratamento) e massa relativa de 6rgaos (apos periodo de tratamento)
como indicativo de toxicidade sistémica;

e Analisar parametros bioquimicos e inflamatorios no tecido periodontal e
sanguineo para avaliacdo da influéncia dos tratamentos sobre a fungéo
renal e hepatica e sobre o status inflamatorio local e sistémico;

e Avaliar as caracteristicas morfométricas relativas a perda de 0sso
alveolar;

e Analisar o perfil de expressdo do mRNA de genes relacionados a
processos infecciosos e inflamatérios e a homeostase da matriz
extracelular,;

e Comparar os parametros analisados entre grupos tratados com as
formulacgdes contendo GC e um grupo tratado com um agente antibiofilme

padréo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EXTRACAO E PURIFICACAO DA GOMA DO CAJUEIRO

A obtencéo da GC se deu a partir do exsudato (goma bruta) do tronco de
cajueiros nativos do municipio de llha Grande — PI (02° 51' 28" S; 41° 49' 15" O),
com voucher de herbario n°52 / UFPI, por intermédio do Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). O procedimento de extracado e purificacdo do GC foi adaptado do método
originalmente descrito por Paula et al. (1998), em resumo: a goma bruta foi
primeiramente triturada e dissolvida em agua destilada (26°C) de forma a gerar
uma solucéo a 10% (m/v); apos completada a dissolucéo, o pH inicialmente acido
da solucao foi ajustado para aproximadamente 7,0 pela adicdo de uma solucdo
diluida de hidréxido de sodio, gerando uma solucdo de cor clara, que,
subsequentemente foi filtrada por meio de passagens sucessivas por um filtro de
vidro sinterizado; a GC foi precipitada com etanol na proporcdo de 1:3 (GC:
etanol; v/v) e seco em um forno de ar forcado a 60°C durante oito horas (PAULA;
HEATLEY; BUDD, 1998). A contaminacdo com elementos proteicos foi
verificada por meio de analise elementar, utilizando o equipamento Perkin Elmer
2400 series Il elemental analyzer (Perkin-Elmer, USA). O peso molecular da GC
purificada foi estimado pela técnica de dispersdo dinadmica de luz utilizando um
laser de 633 nm, em um angulo de disperséo fixo de 173°, com 0 equipamento

Zetasizer Nano ZS, modelo 3600 (Malvern Instruments, UK).

4.2 FORMULACOES EM GEL ORABASE CONTENDO GC

Para a preparacédo das formulacdes em gel contendo GC foi utilizado um
gel orabase de uso comum em odontologia como veiculo, facilmente obtido em
farméacias de manipulagéo. Este gel-veiculo € um composto relativamente inerte,
contendo carbopol 934P (2%), um polimero mucoadesivo e gelificante
comumente utilizado como adjuvante em sistemas de administracdo de
medicamentos bioadesivos, e que apresenta segurangca comprovada para uso
em mucosa oral (NAKANISHI; KAIHO; HAYASHI, 1998). Os demais constituintes
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incluem: p-hidroxibenzoato de metilo (0.1%) como conservante; etanol a 98%
(0.6%) como solvente; propilenoglicol (1%) como umectante; e agua pura como
veiculo. Além disso, trietanolamina (1%), uma base fraca, € usada para ajustar
o pH deste gel para 6,5.

Foram preparadas formulacbes em gel com duas concentracbes
diferentes de GC. Para cada 1g do gel-veiculo foram adicionados 50 mg de GC
(5%) ou 150 mg (15%). GC e gel orabase foram colocados sobre uma lamina de
vidro e misturados com uma espatula de metal, até a formacdo de misturas
homogéneas (Figura 12), as quais foram colocadas em tubos plasticos com

tampa flip-top e armazenadas em geladeira a 6-8 °C.

Figura 12 - Preparo das formulagbes em gel contendo GC

’ ’ > o ,,'::l:t '
A: GC em po6 (esquerda) e gel-veiculo (direita); B: Mistura da GC com o gel-veiculo.

4.3 INDUCAO DE PERIODONTITE E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a avaliar o potencial terapéutico das formulagées em gel contendo
GC, foi utilizado o modelo de periodontite experimental induzida por ligadura em
ratos. Os animais foram obtidos do biotério da UFPI, Campus Petrénio Portela,
todas fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), de trés meses de idade,
pesando entre 200 e 260 g. O protocolo experimental e os métodos de
manipulacdo animal previstos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da UFPI (protocolo n° 229/16) (APENDICE). Além disso, 0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).
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Os ratos foram alojados em ambientes com temperatura controlada (24 +
2°C), com ciclos claro-escuro de 12 horas e com disponibilidade constante de
agua e comida. Depois de uma semana nestas condi¢cdes, os animais foram
submetidos a inducdo de periodontite de acordo com metodologias descritas
previamente (CAMPI et al., 2016; DOS SANTOS CARVALHO et al., 2017). ApGs
anestesiados com doses intraperitoneais de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg), uma ligadura de fio de nylon 3-0 esterilizada foi colocada ao redor do
primeiro molar inferior, tomando-se o cuidado de manter o fio dentro do sulco
gengival, em estreita proximidade aos tecidos gengivais, ficando o n6 da ligadura
fixado no lado mesial dos dentes. A ligadura foi mantida por um periodo de 20
dias, durante o qual os animais foram submetidos a diferentes tratamentos

experimentais (Figura 13).

Figura 13 - Desenho experimental
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Ratos foram submetidos a inser¢éo de uma ligadura de nylon ao redor do primeiro molar inferior
para induzir periodontite. A partir da colocagéo da ligadura (dia 1), grupos de 7 animais foram
aleatoriamente escolhidos para receberem aplicagBes tOpicas diarias durante 20 dias dos
seguintes tratamentos: salina 0,9% (grupo salina), gel veiculo (grupo veiculo), gel orabase
contendo GC a 15% (grupo GC) e clorexidina gel 2% (grupo CHX). Um grupo de 4 animais sem
periodontite induzida por ligadura (grupo saudéavel) foi incluido como controle.
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A periodontite foi induzida em um total de 35 animais, e logo apos a
insercao da ligadura, os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos
experimentais (n = 7): (1) Salina: aplicacdes topicas de solucdo salina 0,9%; (2)
Veiculo: aplicagbes tépicas do gel orabase utilizado como veiculo (3) GCsw:
aplicacbes topicas da formulacdo em gel contendo 5% da GC; (4) GCuisw:
aplicacoes topicas da formulacdo em gel contendo 15% da GC e (5) CHX2%:
aplicacoes topicas de clorexidina gel 2%. Com o auxilio de um cotonete, os
compostos foram administrados na regido lingual e vestibular da gengiva dos
primeiros molares inferiores, imediatamente apds a insercdo da ligadura e,
posteriormente, uma vez por dia, durante os 20 dias de seguimento. Um grupo
de 4 animais sem inducdo de periodontite foi incluido no estudo como um grupo
controle (saudavel). Apés o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados com doses intraperitoneais elevadas de cetamina (300 mg/kg) e

xilazina (30 mg/kg).

4.4 AVALIACAO DE PARAMETROS SISTEMICOS

O peso corporal dos animais foi medido imediatamente antes do
procedimento de inducdo da periodontite (dia 1) e antes da eutanasia dos
animais (dia 20). Ap6s a eutanasia, o peso do figado, coracdo, baco e rins de
cada animal também foi determinado, e amostras de 1 mL de sangue total foram
coletadas a partir do plexo retro-orbital, com um tubo capilar heparinizado, e
conservadas em tubos de vidro contendo EDTA (&cido etilenodiaminotetracético)
para testes bioquimicos e para contagem total de glébulos brancos (MELLA et
al., 2014). A avaliacdo de efeitos hepaticos foi realizada pela mensuracédo dos
niveis séricos de transaminase glutamica oxalacética (TGO) e transaminase
glutamica piravica (TGP) e a funcao renal pelos niveis de creatinina e ureia.
Foram utilizados kits de dosagem bioquimica (Labtest®, Brasil), seguindo-se 0s
protocolos recomendados pelo fabricante (Ref.: 27, 52, 53 e 127). A contagem
total de glébulos brancos foi realizada em camaras de Neubauer apés a adicao
de 20 pL de sangue total em 380 pL de solucdo de Turk. As contagens foram
feitas em triplicata, e o resultado foi obtido pela média das trés contagens
(BERMUDEZ et al., 2016).
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4.5 AVALIACAO DE PARAMETROS PERIODONTAIS

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, os tecidos gengivais ao
redor dos dentes com a ligadura foram dissecados com lamina de bisturi estéril
(individual para cada animal) e congelados a -70°C até o processamento. A
migracdo de neutrofilos para estes tecidos foi avaliada por meio da medida da
atividade da enzima MPO. Para este teste, 50 mg de tecido gengival foram
homogeneizados em tampdo de potassio contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamomio (HTAB) (50 mg/mL). O homogeneizado foi centrifugado
em 4.000 x g por 7 min a 4°C. O precipitado foi ressuspenso e a atividade da
MPO medida em leitor de microplaca pela alteracdo na absorbéancia no
comprimento de onda de 450 nm, usando o-dihidrocloridrato de dianisidina e
peroxido de hidrogénio a 1%. A atividade da MPO foi relatada como unidade/mg
de tecido. Uma unidade da atividade da MPO foi definida como a conversédo de
1 umol de perdxido de hidrogénio em agua, a 22 °C, em 1 min (BRADLEY et al.,
1982; CHAVES et al., 2013).

Apés a coleta do tecido gengival, as mandibulas dos animais
eutanasiados também foram removidas, as quais foram separadas em lados
direito e esquerdo, e fixadas em tampao de formalina a 10% com tampao fosfato
durante 7 dias em temperatura ambiente e posteriormente lavadas em agua
corrente “overnight”. As hemimandibulas foram imersas em peroxido de
hidrogénio (30 V) durante 7 h para facilitar a remocao mecanica do tecido mole.
Por fim, foram coradas com azul de metileno a 1% (CAMPI et al., 2016; SOUZA
et al., 2010), colocadas em lupa estereoscopica e fotografadas usando uma
camera digital. As imagens digitais foram submetidas a andlise da perda 6ssea
alveolar usando o software ImageJ, versao 1.47 (N.I.H., Bethesda, USA) (KUHR
et al., 2004). Neste procedimento, a area (mm?) correspondente as raizes
expostas dos primeiros molares inferiores foi calculada conforme descrito
anteriormente (MARTINS et al., 2016). Todas as imagens adquiridas foram

comparadas com uma area conhecida (1,0 x 1,0 mm?).
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4.6 AVALIACAO DE PARAMETROS MOLECULARES

Tao logo os animais foram eutanasiados, pelo menos 50 mg do tecido
gengival inflamado foi imediatamente imerso na solucdo estabilizante RNAlater®
(Sigma-Aldrich Co.; n° catdlogo: R0901-100ML), previamente aliquotada em
microtubos de 1,5 mL livres de RNase e DNase. Este reagente rapidamente
penetra os tecidos e fornece protecdo e estabilidade as moléculas de RNA,
eliminando a necessidade de processamento tecidual imediato, ou
congelamento em nitrogénio liquido. Subsequentemente, as amostras de tecido
gengival foram armazenadas em freezer (-70°C) até o momento dos
procedimentos de extracdo de RNA total.

Para a extragcdo de RNA, as amostras de tecido gengival foram
descongeladas e pesadas em balanca de preciséo; cerca de 50 mg de tecido foi
adicionado a 1 mL do reagente TRIzol® (Invitrogen) e homogeneizado. Os
procedimentos seguintes descrevem brevemente o protocolo recomendado pelo
fabricante para extracdo do RNA (Invitrogen™; n° catalogo: 15596026): os
homogenatos foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C e o
sobrenadante resultante transferido para um novo microtubo; o RNA total p6de
ser isolado apOs a adicao de cloroformio e subsequente centrifugacédo; a fase
aguosa, contendo apenas RNA, foi cuidadosamente transferida para um novo
microtubo, onde o RNA total pdde ser precipitado apés a adicdo de isopropanol;
apos etapas de lavagem com alcool 75% e secagem, o RNA extraido foi
dissolvido em tampdo estabilizante (Invitrogen™; n° catalogo: AM7001), e
armazenado em freezer (-70°C) em pequenas aliquotas, para garantir sua
estabilidade e preservacéao, evitando-se a degrada¢cao deste material decorrente
de manipulacéo ou de variacdes de temperatura.

A concentracdo e a qualidade do RNA extraido foram estimadas por
leitura da absorbancia a 260 nm (Azs0) em espectrofotdmetro BioSpec-nano
(Shimadzu, Japéo) e pela observacdo da razdo Azeo/A2so, respectivamente.
Nesta ultima, considerou-se como aceitavel os valores acima 1,8 como indicativo
da auséncia de contaminacdo com proteinas (ARNOLD et al.,, 2016).
Adicionalmente, a integridade do RNA total também foi avaliada, por meio da
visualizacdo das bandas correspondentes ao RNA ribossomal 28S e 18S, apés
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo tampao TBE 1x e corado com
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GelRed® (Biotium; n° catalogo 41003). Foi considerado de boa integridade, as
amostras que apresentaram bandas nitidas e com intensidades obedecendo a
relacdo 2:1 (28S/18S).

Para cada amostra, 3 pg de RNA total foi convertido em DNA
complementar (cDNA) com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, USA; n° catadlogo 4368814). Cada reacao foi realizada em
um volume final de 60 pL, contendo agua (livre de nucleases), tampao especifico
(1X), dNTPs (4 mM), primers randomicos (1X), inibidor de RNase (1 U/uL),
transcriptase reversa MultiScribe™ (2,5 U/uL), e um volume correspondente a 3
Mg de RNA total. A sintese de cDNA aconteceu em um termociclador Veriti
96-well (Applied Biosystems, USA), com a seguinte programacao: 25°C por 10
minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. As amostras de cDNA
foram diluidas a 5,5 ng/uL (solugédo de trabalho), divididas em pequenas
aliquotas, e armazenadas em freezer a -30°C.

As amostras de cDNA foram utilizadas para a analise quantitativa da
expressao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QRT-
PCR), a partir de ensaios TagMan pré-fabricados (TagMan® Gene Expression
Assays; Thermo Fisher Scientific). Estes ensaios incluem primers especificos
para amplificacdo e sondas marcadas com fluor6foros para deteccdo e
quantificacdo dos mRNA alvos sob investigacdo. Também foram utilizadas as
misturas pré-fabricadas TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems, USA; n° catadlogo 4369016) com concentracdes Otimas de cada um
dos reagentes necessarios para as reacdes de amplificacdo (dNTPs, ions Mg*?,
Taqg DNA polimerase e seu respectivo tampao). Em volume final de 20 uL, as
reacoes de qRT-PCR foram realizadas em duplicatas, utilizando um total de 50
ng de cDNA por reacéo, e obedecendo as seguintes condi¢des: 50°C durante 2
minutos, 95°C durante 10 minutos e 40 repeticdes de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. A fluorescéncia resultante de cada ciclo de amplificagéo foi
coletada pelo equipamento ABI 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems,
USA) e registrada pelo Sequence Detection Software (SDS) verséo 2.3 (Applied
Biosystems, USA).

No total, 21 genes foram analisados (Tabela 3), dois dos quais (GAPDH
e ACTB) sao genes constitutivamente expressos (housekeeping genes),

avaliados previamente como candidatos a controles enddégenos. Como a
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expressdo relativa de ACTB mostrou uma maior variagdo entre 0S grupos
experimentais, 0 GAPDH foi o controle enddégeno escolhido para normalizar os
dados de expressédo de todos os genes em investigacao. Além disso, todas as
reacOes foram submetidas as mesmas condicbes de analise, sendo também
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX, para corregéo de
flutuacBes na leitura decorrentes de variacdes de volume e evaporacédo ao longo
dareacédo. Todos os ensaios de gRT-PCR envolveram pelo menos dois controles

negativos, para atestar auséncia de contaminacéo da reacao.

Tabela 3 — Alvos moleculares quantificados neste estudo por gRT-PCR

Nome do gene Simbolo TagMan Assay*
Beta-actina ACTB Rn00667869_m1
Glicerol-3-fosfato desidrogenase GAPDH Rn01775763_gl
Interleucinal beta IL-18 Rn00580432_m1
Interleucina 4 IL-4 Rn01456866_m1
Interleucina 10 IL-10 Rn00563409_m1
Interferon gama INFy Rn00594078_m1
Metaloproteinase de matriz-2 MMP-2 Rn01538170_m1
Metaloproteinase de matriz-8 MMP-8 Rn00573646_m1
Metaloproteinase de matriz-9 MMP-9 Rn00579162_m1
Metaloproteinase de matriz-13 MMP-13 Rn01448194 m1l
Metaloproteinase de matriz-14 MMP-14 Rn00579172_m1
Fator de resposta priméria de diferenciacdo mieloide 88 MYD88 Rn01640049 _m1
Oxido nitrico sintetase 2 NOS-2 Rn00561646_m1
Cicloxigenase-2 COX-2 Rn01483828_m1
Inibidor tecidual de metaloproteinase de matriz 1 TIMP1 Rn00587558 m1
Inibidor tecidual de metaloproteinase de matriz 2 TIMP2 Rn00573232_m1
Fator de transformacgé&o do crescimento beta TGF-B1 Rn00572010_m1
Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B RANKL Rn00589289 m1
Receptor ativador do fator nuclear kappa B RANK Rn04340164_m1
Osteoprotegerina OPG Rn00563499 m1l
Receptor associado ao osteoclasto OSCAR Rn01530958 m1

*www.thermofisher.com
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como meédias = erro padrdo da média
(EPM). Os resultados de expresséo génica foram expressos em valores de Cr
(Cycle Threshold), o qual se refere ao niumero ciclos de PCR necessarios para
gue o sinal fluorescente atinja um determinado limiar de detec¢éo. Os valores C+
de cada um dos genes de interesse, para cada uma das amostras, foram
subtraidos dos valores Cr do controle endégeno (GAPDH) para obtencéo de
valores normalizados (ACr), utilizados para a analise estatistica. A normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando dentro da
normalidade, foi realizada andlise de variancia para fator Unico (one way
ANOVA) seguida do pés-teste de Tukey. Em casos onde ndo ocorreu distribuigdo
normal, os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Para fins descritivos, foi utilizado o método 2AACt para apresentar as diferencas
de expressao génica em fold change. Valor p < 0,05 foi considerado para indicar
diferencas estatisticamente significativas. Todos os protocolos e analises foram
realizados de forma cega e os célculos realizados usando o software GraphPad
Prism 7 (GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

O processo utilizado para purificagdo da GC teve 80% = 2,45% de
rendimento. O resultado da andlise elementar foi negativo para a presenca de
nitrogénio na GC purificada, indicando auséncia de proteinas contaminantes. A
massa molecular da GC purificada foi estimada em 1,4 x 10* kDa.

A variancia da massa corporal dos animais entre o inicio e o fim dos
procedimentos experimentais nao foi significativamente diferente entre os grupos
(p = 0,348), como observado na Figura 14. De forma similar, as medidas de
massa relativa de 6rgdos como o figado, rins, bago e coracao, registradas apos
a eutanasia dos animais (g/100 g de massa corporal), ndo apresentaram

variancia estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 4).

Figura 14 —Variacdo de massa corporal
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Gréfico de barras representando a massa corporal média (g) £+ EPM no inicio (dia 1) e final (dia
20) do periodo experimental. A varidncia dos dados nos dois periodos experimentais ndo
apresentou diferencas estatisticamente significativas (p = 0,348; two-way ANOVA).



Tabela 4 - Massa relativa dos 6rgaos
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Massa (g/100 g) + DP

Orgaos p*
Saudavel Salina Veiculo GCsu% GCis% CHX2%

Figado 3,10+0,24 3,01+133 297+042 3,46+030 3,04+x0,24 3,12+0,71 0,68

Rins 0,56 +0,27 0,40+0,21 0,38+0,04 050+0,21 0,39+0,09 0,39+0,05 0,25

Bago 0,71+0,06 0,72+0,32 0,72+0,11 0,74+x0,04 0,69+0,04 0,74+0,10 0,26

Coragdo 0,35+0,03 0,35+0,14 0,36+0,04 0,37+0,03 0,37+0,05 0,36+0,03 0,14

*one-way ANOVA

A Figura 15 apresenta os resultados referentes a avaliagdo dos

parametros bioquimicos de funcédo renal e hepatica. Os niveis séricos das

transaminases hepéticas TGO e TGP nédo variaram significativamente entre os

grupos (p > 0,05). Os niveis séricos de creatinina e ureia também mostraram nédo

ser influenciados significativamente por

tratamento empregadas no estudo (p > 0,05).

Figura 15 — Pardmetros bioquimicos sistémicos
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Gréfico de barras representando a média + EPM dos valores da dosagem sérica de TGO (A),
TGP (B), creatinina (C) e ureia (D) ap6s a eutanasia dos ratos saudaveis e com periodontite
induzida por ligadura submetidos a diferentes tratamentos. A variancia dos dados ndo mostrou
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05; Kruskal-Wallis)
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O numero de leucécitos contados a partir do sangue total foi
significativamente maior (p < 0,0001) nos animais com periodontite experimental
tratados apenas com salina 0,9% (13.028,33 + 3717,74 leucdcitos / yL) ou gel-
veiculo (13.136,44 + 1.603,12 leucécitos / pyL), quando comparado aos valores
apresentados pelo grupo de animais saudaveis (5.722,45 + 1.122,76 leucécitos
/ uL). A aplicagao tépica diaria das formulacbes em gel contendo GC, assim
como o tratamento controle com clorexidina gel 2%, mostrou-se capaz de manter
0 numero de leucdcitos dos ratos com periodontite induzida por ligadura em
niveis basais, jA& que ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com o grupo saudavel (Figura 16).

A avaliacdo da atividade de MPO revelou um influxo de neutrofilos
significativamente maior (p < 0,001) nos tecidos gengivais dos ratos dos grupos
salina (51,86 + 17,98 U / mg) e veiculo (54,73 + 17,95 U / mg), quando
comparado ao observado no grupo saudavel (16,95 + 3,39 U / mg). Além disso,
0s grupos GCsw, GCisx e CHXz» mostraram influxo de neutrdfilos
significantemente reduzidos, niveis comparaveis com os do grupo saudavel
(Figura 16).

Figura 16 — Parametros sistémicos e locais da inflamacéo
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Gréfico de barras representando a média + EPM do numero de leuc6citos no sangue total (A) e
a do nivel de MPO nos tecidos gengivais. Letras iguais: p > 0,05; letras diferentes: p < 0,05 (one-
way ANOVA (A) e Kruskal-Wallis (B)).

Em todos os ratos nos quais se colocou ligadura, foi observado extensa
reabsorcéo 0ssea, independente do tratamento experimental empregado (Figura
17). No entanto, foi notado uma significativa reducédo da perda 6ssea alveolar (p

< 0,05) no grupo GCis% (3,12 + 0,85 mm?) quando comparado com 0S grupos



71

salina (4,79 + 1,99 mm?), veiculo (4,83 + 1,53 mm?) ou mesmo com o grupo GCsx%
(4,89 + 1,20 mm?). A inibicdo da reabsor¢do 6ssea observada no grupo GCis%
foi estatisticamente semelhante a observada no grupo CHX2% (2,64 + 1,12 mm?,
p > 0,999). Pelo fato de o tratamento com a formulagcdo em gel contendo 5% de
GC néo ter mostrado reducao significativa da perda éssea alveolar, somente o

grupo GCisy foi considerado para as analises de expressao génica.

Figura 17 — Perda Ossea alveolar
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Gréfico de barras representando a média + EPM da perda dssea alveolar em mm? e registro
fotogréfico das mandibulas dos grupos salina (A), veiculo (B), GCsx (C), GCis% (D) € CHX2% (E)
apos 20 dias de periodontite experimental. Letras iguais: p > 0,05; letras diferentes: p < 0,05
(Teste Kruskal-Wallis). Setas vermelhas indicam locais de intensa perda Gssea alveolar e o
tracejado branco d& uma ideia visual dessa perda.

A andlise do perfil de expressao génica nos tecidos gengivais revelou que
a perda 6ssea alveolar foi acompanhada pela superexpressao transcricional do
principal fator osteoclastogénico envolvido na patogénese da periodontite. Os
niveis do mRNA de RANKL foram, em média, 21 vezes maiores no grupo salina
do que no grupo saudavel. Os tratamentos diarios com aplicacdes topicas de gel
orabase contendo 15% da GC e clorexidina gel 2% preveniu significativamente
a superexpressao de RANKL (p < 0,05). Nos grupos GCis% € CHX2%, 0s niveis
do mRNA de RANKL foram 88% e 94% menores, equiparando-se aos niveis
observados no grupo saudavel. Os niveis transcricionais de RANK, o receptor
de RANKL, também aumentaram de forma estatisticamente significativa apos
inducao da periodontite. No entanto, ndo houveram diferencgas estatisticamente
significativas entre os grupos tratados. Por outro lado, a expressdo do mRNA de
OPG no grupo saudavel nao foi estatisticamente diferente da observada no

grupo salina. No entanto, quando comparado aos grupos GCisx € CHX2%, foi
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estatisticamente maior. Em todas as situagbes, ndo houveram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos salina e veiculo, bem como entre
0s grupos GCis% e CHX2%. Os resultados estéo ilustrados graficamente na figura
18.

Figura 18 — Expressao génica (MRNA) de marcadores osteoclastogénicos
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Diagramas boxplot apresentando a expressdo relativa dos genes RANKL (A), RANK (B) e OPG (C) no
tecido gengival de ratos submetidos a diferentes condicfes experimentais. O eixo y contém os valores de
ACr, ou seja, os dados de expressdo génica normalizados pela expressdo do gene constitutivo GAPDH. O
eixo x distingue os diferentes grupos experimentais. A linha em cada caixa é a mediana das observagdes; a
altura da caixa representa a dispersdo de 2 quartis (50% das observagdes); as linhas horizontais extremas
representam valores superiores e inferiores. Quando indicado com as mesmas letras (a ou b), 0s grupos
apresentam variacGes estatisticamente iguais e grupos com letras diferentes apresentaram diferengas
estatisticamente significativas. Diferencas estatisticas expressas em * (p < 0,05), ** (p < 0,001) e *** (p <
0,0001), comparado ao grupo saudavel.

A figura 19 apresenta os perfis de expressao génica de marcadores pro-
inflamatérios nos tecidos gengivais submetidos as diferentes condi¢des
experimentais. A inser¢cdo da ligadura de nylon ao redor do primeiro molar das

fémeas de rato Wistar foi acompanhada por um aumento estatisticamente



73

significativo na expressdo do mRNA dos genes IL-718, COX-2, NOS-2, INF-y,
OSCAR e MYD88 nos tecidos gengivais afetados, conforme constatado pelas
comparacdes entre o grupo saudavel e o grupo salina (p < 0,001). Em nenhum
dos casos houve diferencas estatisticamente significativas entre o grupo salina
e o grupo veiculo (p > 0,05).

O gene que codifica a citocina pro-inflamatoria IL-78 encontrou-se
superexpresso nos grupos de animais com periodontite experimental. Os niveis
do mRNA de IL-71B foram 64 vezes maiores no grupo salina do que no grupo
saudavel. Nos grupos GCisw e CHXaw, 0s niveis transcricionais de IL-18
reduziram em 81% e 92%, respectivamente. A expressdao do mRNA de COX-2
foi 54 vezes maior no grupo salina do que no grupo saudavel. A aplicacao topica
de gel orabase contendo 15% da GC durante 20 dias reduziu a expressdo de
COX-2 em 87%, enquanto que no grupo CHX2y% a expresséao deste gene foi 93%
menor. NOS-2 foi 0 gene que apresentou 0s maiores niveis transcricionais na
gengiva dos ratos com periodontite (550 vezes mais expresso no grupo salina
quando comparado ao grupo saudavel). Os valores médios de expressao do
MRNA de NOS-2 nos grupos GCis» e CHX2%, no entanto, foram 95% e 98%
menores, respectivamente. O gene OSCAR também apresentou altos niveis de
expressao na periodontite induzida por ligadura. Os tecidos gengivais do grupo
salina expressaram 228 vezes mais mMRNA de OSCAR do que os tecidos
saudaveis. O tratamento com gel orabase contendo 15% da GC e com
clorexidina gel 2% inibiram significativamente este aumento (86% e 95%,
respectivamente). A expressao relativa do mRNA de INF-y foi 9 vezes maior no
grupo salina do que no grupo saudavel, o que diferiu de forma estatisticamente
significativa do observado nos grupos GCisw € CHXz%, Nnos quais 0s niveis
transcricionais de INF-y foram 78% e 56% menores, quando comparados ao
grupo salina. A inducéo de periodontite por meio da insercao da ligadura também
promoveu um aumento estatisticamente significativo nos niveis de mRNA de
MYD88 nos grupos salina e veiculo (2,5 vezes, comparado ao grupo saudavel).
Os valores médios de expressdao do mRNA de MYD88 nos grupos GCis% €
CHX2%, no entanto, ndo resultou em alteracdes estatisticamente significativas.
Em todas as ocasifes, os valores médios de expressao relativa no grupo GCisx%

foi estatisticamente semelhante aos apresentados pelo grupo CHX2%.
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Figura 19 — Expressao génica (MRNA) de marcadores pré-inflamatorios
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Diagramas boxplot apresentando a expressao relativa dos genes IL-15 (A), COX-2 (B), NOS-2 (C), e INF-
v (D), OSCAR (E), MYD88 (F) no tecido gengival de ratos submetidos a diferentes condi¢des experimentais.
O eixo y contém os valores de ACT, ou Seja, 0s dados de expressdo génica normalizados pela expresséo do
gene constitutivo GAPDH. O eixo x distingue os diferentes grupos experimentais. A linha em cada caixa é
a mediana das observac6es; a altura da caixa representa a disperséo de 2 quartis (50% das observagdes); as
linhas horizontais extremas representam valores superiores e inferiores. Quando indicado com as mesmas
letras (a ou b), os grupos apresentam variacBes estatisticamente iguais e grupos com letras diferentes
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Diferencas estatisticas expressas em * (p < 0,05),
** (p <0,001) e *** (p < 0,0001), comparado ao grupo saudavel.
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Os niveis transcricionais do gene que codifica a citocina anti-inflamatéria
IL-10 também aumentaram significativamente apos inducdo da periodontite. No
entanto, ndo houveram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados. Por outro lado, quanto aos niveis do mRNA de IL-4, além de n&do haver
diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais
tratados, também n&o se observou diferenca estatistica entre estes e 0 grupo
saudavel. Por fim, no tecido gengival dos grupos GCis% e CHX2% houve uma
diminuicdo de 52% e 70% (respectivamente) nos niveis transcricionais de TGFS1
guando comparado ao grupo salina, o qual expressou 5 vezes mais do que o
grupo saudavel. Os resultados da andlise da expressdo de genes anti-
inflamatorios estéo ilustrados na figura 20. Importante notar que, mais uma vez,
nenhum diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os grupos

salina e veiculo e entre 0s grupos GCis»% € CHX29%.

Figura 20 — Expresséao génica (mMRNA) de marcadores anti-inflamatérios
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Diagramas boxplot apresentando a expressao relativa dos genes IL-10 (A), IL-4 (B e TGF1 (C) no tecido
gengival de ratos submetidos a diferentes condigdes experimentais. O eixo y contém os valores de ACr, ou
seja, os dados de expressdo génica normalizados pela expressdo do gene constitutivo GAPDH. O eixo x
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distingue os diferentes grupos experimentais. A linha em cada caixa é a mediana das observacdes; a altura
da caixa representa a dispersdo de 2 quartis (50% das observagdes); as linhas horizontais extremas
representam valores superiores e inferiores. Quando indicado com as mesmas letras (a ou b), os grupos
apresentam variacGes estatisticamente iguais e grupos com letras diferentes apresentaram diferengas
estatisticamente significativas. Diferencas estatisticas expressas em * (p < 0,05), ** (p < 0,001) e *** (p <
0,0001), comparado ao grupo saudavel.

A comparacao global (ANOVA) dos valores médios de expressao génica
apresentado entre 0s grupos experimentais também revelou diferencas
estatisticamente significativas para todos os genes codificadores de MMPs
analisados neste estudo (Figura 21). A inducéo de periodontite foi acompanhada
por um aumento meédio de 7,5 vezes na expressao transcricional de MMP-2,
observado pela comparacédo entre grupo saudavel e grupo salina (p < 0,05). Os
tratamentos com GC e clorexidina promoveram uma reducéo de 60% e 73% ha
expressao deste gene, respectivamente. MMP-8 foi o0 gene com maior grau de
superexprecao transcricional induzida pela periodontite. Os niveis do mRNA de
MMP-8 foram em média 885 vezes maiores no grupo salina do que no grupo
saudavel. As aplicacfes topicas do gel orabase contendo GC e da clorexidina
inibiram significativamente a superexpressdo de MMP-8 (96% e 98% mais baixa,
respectivamente). De maneira similar, os grupos GCis% e CHXz2% também
apresentaram reducao de 92% e 97% nos niveis de mMRNA de MMP-9, os quais
estiveram presentes 107 vezes mais nos tecidos gengivais do grupo salina do
gue nos tecidos saudaveis. O gene MMP-13 também se mostrou superexpresso
na periodontite, com niveis médios de mRNA cerca de 229 vezes maiores nos
tecidos do grupo salina, quando comparado ao grupo saudavel. Os tratamentos
diarios com GC e clorexidinina foram suficientes para manter os niveis de
expressdo de MMP-13 em seus niveis basais, visto que ndo houveram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos saudavel, GCis% €
CHX2%. Dos genes codificadores de MMPs, MMP-14 foi 0 que apresentou uma
elevacdo mais modesta na expressdo do mRNA (9 vezes mais expresso no
grupo salina do que no saudavel). Os tratamentos com GC e clorexidina, no
entanto, foram igualmente eficazes em prevenir esta superexpressao, mantendo
0os niveis de mRNA de MMP-14 comparaveis aos observados nos tecidos
audaveis. Mais uma vez, em nenhum dos casos 0s grupos salina e veiculo
apresentaram divergéncias estatisticamente significativas, 0 mesmo observado

entre os grupos GCisx% € CHX2%.
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Figura 21 — Expressao de genes (MRNA) das metaloproteinases de matriz
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Diagramas boxplot apresentando a expressao relativa dos genes IL-15 (A), RANKL (B), RANK (C) e OPG
(D) no tecido gengival de ratos submetidos a diferentes condigdes experimentais. O eixo y contém os
valores de ACr, ou seja, 0s dados de expressdo génica normalizados pela expressdo do gene constitutivo
GAPDH. O eixo x distingue os diferentes grupos experimentais. A linha em cada caixa é a mediana das
observacfes; a altura da caixa representa a dispersdo de 2 quartis (50% das observacfes); as linhas
horizontais extremas representam valores superiores e inferiores. Quando indicado com as mesmas letras
(a ou b), os grupos apresentam variacGes estatisticamente iguais e grupos com letras diferentes
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Diferencas estatisticas expressas em * (p < 0,05),
** (p <0,001) e *** (p < 0,0001), comparado ao grupo saudavel.
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Em Jdltima andalise, os inibidores teciduais das MMPs também
apresentaram uma significativa superexpressao transcricional nos tecidos
gengivais desafiados com a ligadura. TIMP-1 esteve 50 vezes mais expresso no
grupo salina do que no grupo saudavel. TIMP-2 encontrou-se mais expresso nos
tecidos gengivais saudaveis quando comparado a TIMP-1, no entanto, seus
niveis de mMRNA aumentaram em apenas 3 vezes ap0s inducao da periodontite.
Em ambos o0s casos, 0s niveis transcricionais destes genes foram
estatisticamente menores nos grupos GCisx% (84% menor para o gene TIMP-1 e
44% menor para o TIMP-2) e CHX2% (94% menor para o gene TIMP-1 e 59%

menor para o TIMP-2), comparado ao grupo salina.

Figura 22 - Expressao de genes (MRNA) de inibidores de MMPs
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Diagramas boxplot apresentando a expressao relativa dos genes TIMP-1 (A) e TIMP-2 (B) no tecido
gengival de ratos submetidos a diferentes condigdes experimentais. O eixo y contém os valores de ACr, ou
seja, 0s dados de expressdo génica normalizados pela expressdo do gene constitutivo GAPDH. O eixo x
distingue os diferentes grupos experimentais. A linha em cada caixa é a mediana das observacoes; a altura
da caixa representa a dispersdo de 2 quartis (50% das observagdes); as linhas horizontais extremas
representam valores superiores e inferiores. Quando indicado com as mesmas letras (a ou b), 0s grupos
apresentam variacGes estatisticamente iguais e grupos com letras diferentes apresentaram diferengas
estatisticamente significativas. Diferencas estatisticas expressas em * (p < 0,05), ** (p < 0,001) e *** (p <
0,0001), comparado ao grupo saudavel.
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS DA GC

Diferentes técnicas podem ser aplicadas para isolamento da fracao
polissacaridica do exsudato de A. occidentale. Estas podem incluir etapas de
separacao cromatografica, complexacdo com ions metalicos e precipitacdo com
solventes organicos, com rendimentos que variam de 19 a 78% (HASNAIN et al.,
2018; KUMAR et al., 2009; OKOYE; ONYEKWELI; KUNLE, 2012; RODRIGUES;
PAULA; COSTA, 1993). Desta forma, pode-se considerar que a técnica de
purificacéo utilizada neste estudo, a qual envolveu precipitagcdo com etanol, teve
alto rendimento (80%).

No entanto, a técnica de purificacdo com etanol nem sempre é capaz de
gerar um produto quimicamente puro. Silva et al. (2010) notaram presenca de
contaminacgdo proteica apés eletroforese da GC em SDS-PAGE, e a analise
quantitativa revelou 13,5 ug de proteinas em 20 mg de GC. Embora as proteinas
sejam importantes para a estabilizagao estrutural da GC, elas podem apresentar
atividades bioldgicas que enviesam investigacfes relativas as propriedades
farmacoterapéuticas da GC (SILVA et al., 2010). Neste estudo, a GC utilizada
nas formulacdes em gel orabase ndo apresentou qualquer teor proteico, como
mostrado pela analise elementar de nitrogénio. Por se tratar de um
heteropolissacarideo, a GC pode apresentar massa molecular variavel,
dependendo da fonte ou do método de extracao. Diferentes estudos tém relatado
massas moleculares médias que variam 1,6 a 4,39 x 10* kDa (DE PAULA;
RODRIGUES, 1995; PORTO et al., 2015). A massa molecular da GC utilizada
neste estudo, estimada em 1,4 x 104 kDa, portanto, ndo se distanciou dos valores
previamente relatados na literatura.

De acordo com Araujo et al. (2012), a GC extraida e purificada da fonte
utilizada neste estudo possui alto teor de galactose (59,4%), e menores
quantidades de glicose (6,4%), arabinose (5,3%), ramnose (2,4%), acido
glicurdnico (13,5%), entre outros residuos de carboidratos (13%).
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6.2 TOXICIDADE

Inimeros relatos cientificos tém demonstrado que A. occidentale possui
amplo espectro de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, o que justifica o uso
popular desta planta no tratamento caseiro de certas condi¢cdes de saude
(CAMPOS et al., 2012; DA SILVEIRA VASCONCELOS et al., 2015; PAWAR et
al., 2000; VANDERLINDE et al., 2009). Embora a histdria de A. occidentale na
medicina popular ndo seja acompanhada por relatos graves de toxicidade,
alguns estudos tém reportado efeitos adversos de diferentes extratos desta
planta em roedores. Administrac6es por via oral de repetidas doses (1.000 a
14.000 mg/kg) de extratos de suas folhas, durante periodos entre 30 e 56 dias,
resultaram em significativa diminuicdo do peso corporal dos animais, induziu
danos hepaticos e renais (conforme indicado pelos niveis séricos das
transaminases hepaticas, creatinina e ureia, assim como pela massa relativa do
figado e dos rins), e aumentou a contagem total de glébulos brancos (KONAN et
al., 2007; TEDONG et al., 2006). Uma Gnica dose do extrato da casca do caule
do cajueiro (5.000 mg/kg) provocou morte em ratos uma hora apds a
administracdo oral. No mesmo estudo, houve evidéncias de hepatotoxicidade
apos administracfes repetidas de até 2.870 mg/kg durante duas semanas
(OKONKWO et al., 2010).

Gomas naturais se destacam por sua baixa toxicidade, e a GC parece nao
ser uma excec¢ao. A administracdo intragastrica de doses de até 5.000 mg/kg de
GC néo provocou nenhum efeito adverso em coelhos (OKOYE; ONYEKWELI;
KUNLE, 2012). Em ratos, administracdes orais de 250 mg/kg de GC durante 30
dias ndo teve impacto sobre o ganho de massa corporal ou sobre parametros
hematoldgicos. Além disso, aplicacbes topicas de GC em gel ndo provocou
quaisquer reacdes dermatolégicas em modelo animal (KUMAR et al., 2009).
Estudos in vitro que testaram a viabilidade celular em meios contendo GC
revelaram baixa citotoxidade nas concentracdes testadas, inclusive em
linhagens de queratindcitos e fibroblastos (QUELEMES et al., 2017,
YAMASSAKI et al.,, 2015), indicando que a aplicagcdo tépica da GC é
relativamente segura.

Informacdes a respeito da influéncia da GC sobre a funcéo renal e

hepatica sdo escassas na literatura. No presente estudo, a analise dos niveis
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séricos de marcadores bioquimicos nao indicou evidéncias de toxicidade
hepatica ou renal em ratos com periodontite tratados topicamente com
formulacdes em gel orabase contendo diferentes concentracdes da GC (Figura
15). Figado e rins foram pesados apds o periodo de tratamento, e nenhuma
variacao significativa na massa desses 0rgaos (relativo a massa corporal) foi
notada entre 0s grupos, assim como para outros 6rgédos, como baco e coracao
(Tabela 4). A massa corporal também tem sido um parametro utilizado para
avaliar a toxicidade sistémica de fitofarmacos (KONAN et al., 2007; TEDONG et
al., 2006). Neste estudo, a indugéo de periodontite ndo ocasionou em perdas ou
ganhos estatisticamente significativos de massa corporal, e o tratamento com
GC nado promoveu alteracdes neste cenario (Figura 14). Juntos, estes dados
sugerem que 0 uso topico da GC nas concentracfes testadas ndo promoveu

efeitos adversos sistémicos.

6.3 INFILTRADO INFLAMATORIO

A periodontite € uma doenca inflamatoria crbnica caracterizada pela
destruicdo dos tecidos conjuntivo e 6sseo que compdem o sistema de
implantacéo e suporte dos dentes na cavidade oral. Esta doenca é considerada
um grave problema de saude publica, pois ndo apenas representa a principal
causa de perda dentaria em adultos, como também é um forte fator de risco para
doencas sistémicas de elevada morbimortalidade, como infarto agudo do
miocardio e acidente vascular cerebral (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOU, 2017). Os processos imuno-inflamatérios que acompanham o
desenvolvimento e progressdo da periodontite sdo dirigidos por estimulos
infecciosos provenientes do biofilme subgengival. Na incapacidade de eliminar a
ameaca microbiana, tais processos comprometem significativamente a
homeostase e integridade dos tecidos periodontais. O modelo animal de
periodontite utilizado neste estudo (modelo de ligadura em ratos) compreende
uma técnica simples de inducdo da doenca, porém padronizada e confiavel. Este
modelo é caracterizado pelo progressivo acumulo de biofilme bacteriano na
ligadura, com consequente aumento de infiltrado inflamatério e rapida destruicéo

dos tecidos moles e mineralizados do periodonto (STRUILLOU et al., 2010).
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A extensao da inflamac&o nos tecidos gengivais pode ser avaliada pelo
influxo de células inflamatorias granulociticas, confirmado indiretamente pela
atividade de enzimas secretadas particularmente por estas células. Neutrofilos
estdo massivamente presentes nos sitios de infeccdo em todas as fases do
processo inflamatorio instaurado no periodonto e contribuem significativamente
para a patogénese da periodontite (CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-
QUEROL, 2016). Quando ativados, passam a consumir quantidades maiores de
oxigénio, num processo conhecido como “explosao respiratoria”, o qual resulta
na producao de espécies reativas, como o peréxido de hidrogénio. A partir deste
composto, a enzima MPO, a proteina mais abundantemente presente nos
granulos azurofilos dos neutrdfilos, produz acido hipocloroso, substancia
citotdxica utilizada para matar bactérias e outros patdégenos (SCOTT; KRAUSS,
2011). MPO tem sido um biomarcador amplamente utilizado para a avaliagéo do
estado inflamatorio dos tecidos periodontais, pois apresenta forte correlacdo com
a progressao clinica da periodontite e com a resposta ao tratamento (DAGAR et
al., 2015; GOMES et al., 2009).

Neste estudo, o sucesso da inducao de periodontite apds insercdo da
ligadura nos ratos pdde ser comprovado pelo aumento significativo dos niveis
teciduais de MPO e da perda 6ssea alveolar no grupo salina, comparado ao
grupo de animais sem ligadura (Figuras 16 e 17). Para ambos os parametros, a
aplicacédo topica do gel orabase utilizado como veiculo para a preparagédo das
formulacdes contendo GC produziu resultados comparaveis a salina (p > 0,05),
confirmando a inerticidade do veiculo empregado. Os grupos GCs% e GCis%
apresentaram niveis médios de MPO 55% e 63% menores (respectivamente)
quando comparados aos grupos salina e veiculo (p < 0,05). O mesmo foi
observado no grupo CHX2%, no qual se observou reducédo de cerca de 67% do
infiltrado inflamatério. O efeito antiflamatério apresentado pela clorexidina pode
ser considerado uma consequéncia indireta de sua acdo bactericida (VAN
LEEUWEN; SLOT; VAN DER WEIJDEN, 2011). Outros estudos ja
demonstraram o efeito inibitorio da clorexidina e de outros agentes
antimicrobianos sobre a migracdo de leucdcitos para os tecidos gengivais de
ratos, acompanhando a redugéo na carga bacteriana local (BOTELHO et al.,
2007; TROMBONE et al., 2010). A clorexidina, assim como as formula¢des em

gel contendo GC desenvolvidas neste estudo, também reduziram a contagem
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total de leucdcitos circulantes a numeros estatisticamente semelhantes ao
observado no grupo saudavel, indicando que o tratamento com estes compostos
também reduz a inflamacéao a nivel sistémico.

Uma certa cautela deve ser tomada ao considerar o efeito antiflamatério
da GC uma consequéncia de sua atividade antimicrobiana. Embora esta
atividade ja tenha sido demonstrada em estudos in vitro (CAMPOS et al., 2012;
QUELEMES et al.,, 2017), indicando inclusive um mecanismo de acéo
semelhante ao da clorexidina (rompimento de membrana celular), outros estudos
(também in vitro) sugerem auséncia de efeito antimicrobiano para a GC
(QUELEMES et al., 2013; TORQUATO et al., 2004). Esta discrepancia pode
estar relacionada as diferentes concentracdes da GC utilizadas nestes estudos
ou a variacbes no processo de purificacdo empregado (MARQUES;
ALBUQUERQUE; XAVIER-FILHO, 1992; TORQUATO et al., 2004). Além disso,
nenhum destes estudos incluiu bactérias periodontopatogénicas. Alguns estudos
com ratos mostraram evidéncias do efeito anti-inflamatorio da GC em contextos
nao infecciosos, seja baseado nos niveis de MPO (CARVALHO et al., 2015),
seja baseado em caracteristicas clinicas (SCHIRATO et al., 2006), o que sugere

gue este polissacarideo pode modular a inflamacgéo por outras vias.

6.4 PERDA OSSEA ALVEOLAR

Os eventos inflamatérios que sucedem a invasdo microbiana no
periodonto promovem um desequilibrio do processo de remodelamento ésseo
local em favor da atividade destrutiva dos osteoclastos, gradualmente levando a
destruicdo do osso alveolar, considerado a principal marca da periodontite
(HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). Neste estudo, a constante presenca da
ligadura ao redor dos molares dos animais durante os 20 dias de tratamento
experimental promoveu uma severa perda 6ssea alveolar em todos os grupos
experimentais (Figura 17). No entanto, a reabsorcdo Ossea observada nos
grupos GCis» e CHX29 foi estatisticamente menor (35 e 45%, respectivamente),
comparada com os grupos salina, veiculo e GCsw. Estes resultados sugerem que
o efeito protetor da GC pode ser dose-dependente, conforme também
evidenciado por Carvalho et al. (2015) ao estudarem o efeito gastroprotetor da

GC contra lesdes induzidas por naproxeno.
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A GC tem sido muito utilizada como um eficiente excipiente farmacéutico.
Este polimero natural pode ser usado como veiculo no preparo de formulacées
topicas em gel contendo antiflamatorios, anestésicos, entre outros compostos
usados na clinica odontoldgica (DAS; NAYAK; NANDA, 2013; HASNAIN et al.,
2018; KUMAR et al., 2009). Este € o primeiro estudo in vivo a demonstrar
evidéncias do efeito protetor direto de aplicacdes topicas de GC em gel orabase
sobre o periodonto. Outros polissacarideos naturais também tém mostrado
atenuar a perda 6ssea alveolar em modelos de periodontite induzida em animais,
a exemplo dos B-glucanos, extraidos de diferentes cogumelos medicinais (KIM
et al., 2012; SILVA et al., 2015b). Além disso, um ensaio clinico revelou que o
uso topico de formulacbes em gel contendo goma arabica (Acacia arabica), um
arabinogalactano, foi capaz de melhorar os parametros clinicos em pacientes
com periodontite crénica, em complemento aos procedimentos de raspagem e
alisamento radicular (SINGHAL et al., 2018). Os resultados apresentados no
presente estudo, portanto, abrem perspectivas para o uso de formulacdes
tépicas contendo GC no tratamento adjuvante da periodontite. Para melhor
analisar o contexto molecular dos tecidos periodontais sujeitos a inflamacéo e a
intervencao terapéutica com a concentracédo de GC que melhor preveniu a perda
Ossea alveolar (15%), foram examinados neste estudo 0s niveis transcricionais
de diferentes mediadores que ajudam a promover ou a retardar os danos
periodontais promovidos pelo biofilme subgengival.

Reabsorcdo 6ssea pode ser induzida por diversos fatores, os quais
governam o namero e a atividade dos osteoclastos. Em nivel celular, o principal
sinal necessario para desencadear a diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos
é representado pela ligagcdo de RANKL, expresso principalmente na superficie
de osteoblastos, a seu receptor RANK presente nha membrana celular de células
progenitoras de osteoclastos (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017). Esta ligacdo engrena vias de sinalizagdo intracelular que ativam
diferentes fatores de transcricédo. Estes, por sua vez, se translocam para o nucleo
das células, onde irdo regular a expressao de varios genes especificos de
osteoclastos. O processo de osteoclastogénese, no entanto, € contrabalanceado
pela proteina soluvel OPG, que também é capaz de ligar RANKL, neutralizando-
0. OPG é secretado por osteoblastos, e sua expresséo nestas células é regulada

pela maioria dos fatores que induzem a expresséo da proteina RANKL. Durante
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a diferenciacdo dos osteoclastos, o aumento da expressdo de RANKL é
acompanhado pela reducéo da expressao de OPG, fazendo com que o0 aumento
da proporcdo RANKL/OPG favoreca a osteoclastogénese (GRAVES; LlI;
COCHRAN, 2011).

Perturbacdes no sistema RANK/RANKL/OPG s&o consideradas o
elemento central da periodontite (SOJOD et al., 2017). A expressao de RANKL
geralmente encontra-se elevada nos tecidos gengivais, fluido crevicular gengival
e saliva de pacientes com a doenca, e os niveis de OPG permanecem
inalterados ou reduzidos. Portanto, a proporcdo RANKL/OPG ¢é
significativamente maior nos tecidos gengivais de individuos com periodontite do
que a observada em condicdes saudaveis (BALTACIOGLU et al., 2014;
BELIBASAKIS et al.,, 2011; HASSAN et al., 2015). Os resultados obtidos no
presente estudo corroboram com estas observacgdes. A inducéo de periodontite
em ratos aumentou de forma estatisticamente significativa o0s niveis
transcricionais de RANK e RANKL, enquanto que os niveis do mRNA de OPG
ndo sofreram alteracbes significativas (Figura 18). A aplicacdo tdpica da
formulacdo em gel contendo 15% da GC preveniu elevagdes significativas na
expressdo do mRNA de RANKL, o mesmo sendo observado no grupo CHX2v%.
Além disso, houve um leve, porém estatisticamente significativo, aumento nos
niveis transcricionais de OPG nos grupos GCis% € CHX29% quando comparado
com o grupo saudavel. As quantidades de mRNA de RANK, no entanto,
permaneceram estatisticamente inalteradas entre 0s grupos experimentais.
Portanto, a reducéo na perda 6ssea alveolar observada nos grupos GCis% €
CHX2% pode ser explicada pela reducao da propor¢do RANKL/OPG nos tecidos
gengivais dos animais tratados.

Os resultados apresentados nas subsecdes 6.1 a 6.4 compuseram 0
artigo intitulado “Orabase formulation with cashew gum polysaccharide
decreases inflammatory and bone loss hallmarks in experimental periodontitis”
(SOUZA FILHO et al., 2018).

6.5 GENES RELACIONADOS A INFLAMACAO

A expressédo do gene RANKL pode ser induzida por diferentes fatores,

como hormdnios, prostaglandinas e citocinas inflamatérias. Dentro desta ultima
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categoria de moléculas, a citocina IL-13 pode ser considerada o mais potente
mediador da reabsorcéo 0ssea via regulacao positiva da expressdo de RANKL.
No contexto da inflamacéo, a prostaglandina E2 (PGE2) também é capaz de
estimular osteoblastos a aumentarem a producdo de RANKL, assim como a
reduzirem a secrecdo de OPG (BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2018). Esta
prostaglandina é derivada do metabolismo do &cido araquidbénico, e sua
biossintese em tecidos inflamados € principalmente dirigida pela enzima COX-2.
Drogas que inibem seletivamente a acéo desta enzima tém demonstrado reduzir
a inflamacdo gengival e a perda Ossea alveolar. IL-13 e COX-2 sdo pecas
essenciais para o inicio e regulacdo das respostas imunes contra infec¢cées no
periodonto, no entanto, seus niveis de expressao sdo diretamente proporcionais
a severidade dos danos inflamatérios aos tecidos, incluindo a perda Ossea
alveolar (HUSSAIN et al., 2016; REHER et al., 2007).

Diferentes modalidades de tratamento periodontal tém sido associadas a
reducdes significativas na expresséo de IL-13 e COX-2, tanto em nivel de mRNA
quanto em nivel proteico (FURLANETO et al.,, 2018; REDDY et al., 2013;
SATTARI et al.,, 2011). Neste estudo, os tecidos gengivais de ratos com
periodontite induzida por ligadura superexpressaram mRNA de IL-78 e COX-2,
guando comparado aos tecidos gengivais saudaveis (p < 0,05). O tratamento
tépico com gel orabase contendo 15% da GC foi eficaz em reduzir os niveis
transcricionais desses mediadores, de forma semelhante a clorexidina. Dessa
forma, a prevencdo da perda 6ssea alveolar promovida por estes compostos
envolveu a reducado de mediadores pro-inflamatorios importantes para a ativacao
dos osteoclastos, o que corrobora com os resultados relacionados a expressao
do mRNA de RANKL.

O papel de mediadores inflamatdérios gasosos na destruicdo do periodonto
também tem sido bastante documentado, sendo o NO seu melhor representante.
O NO regula varios processos fisiologicos importantes, incluindo o recrutamento
de leucdcitos durante processos inflamatorios. Sua superexpressao nos tecidos
periodontais durante as primeiras fases das respostas imuno-inflamatérias é
uma importante estratégia de combate as bactérias invasoras. No entanto, na
cronificacdo destas respostas, os niveis aumentados de NO podem ser tornar
patolégicos, contribuindo para a degradacdo dos tecidos colagenosos e
mineralizados do periodonto. O NO é sintetizado por diferentes isoformas da
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enzima Oxido nitrico sintetase (NOS). Nos tecidos inflamados do periodonto, a
isoforma NOS-2, ativada por estimulos pro-inflamatoérios, produz quantidades
significantes de NO. O NO salivar tem sido sugerido como um bom indicador do
status inflamatério do periodonto (SCAREL-CAMINAGA et al.,, 2017), e
resultados de uma meta-andlise sugerem que pacientes com periodontite
apresentam niveis sanguineos significantemente mais altos de NO do que
controles saudaveis (LIU et al., 2014). Além disso, tem sido demonstrado que o
NO produzido por NOS-2 intensifica a perda Ossea alveolar ao estimular a
diferenciacéo osteoclastica induzida por RANKL (NI et al., 2016a). No modelo de
periodontite induzida por ligadura em ratos utilizado neste estudo foi observado
niveis transcricionais significativamente elevados do gene NOS-2. Outros
estudos com este modelo também observaram esta superexpressdo em nivel
proteico (NI et al., 2016a). Nos grupos GCis%x e CHX2%, a expressao de NOS-2
foi estatisticamente mais baixa do que a observada nos grupos salina e veiculo,
o que reforca o papel patogénico do NO na periodontite cronica.

A producéo e atividade de mediadores pré-inflamatorios € modulada por
uma rede de citocinas regulatorias, secretadas por diferentes subtipos de células
T, designados de linfécitos T helper (Th). O INF-y, por exemplo, € um
representante importante das citocinas produzidas pelo subtipo Thl, que
regulam positivamente a inflamacao. As citocinas produzidas pelos subtipos Th2
tais como IL-4 e IL-10, por outro lado, apresentam acdo antinflamatéria. De
acordo com a analise transcricional quantitativa realizada neste estudo, a
citocina IL-4 parece nao participar significativamente da regulacdo anti-
inflamatdria no periodonto de ratos desafiados com ligadura, como também
indicado por estudos utilizando amostras periodontais humanas (GORSKA et al.,
2003; PAPATHANASIOU et al., 2014). Por outro lado, os niveis do mRNA de IL-
10 aumentaram de maneira estatisticamente significativa apds insercdo e
permanéncia de ligadura durante 20 dias, indicando a existéncia de um esfor¢o
do hospedeiro em frear a inflamacéo periodontal e os danos por ela promovidos.
Camundongos com deficiéncia congénita de IL-10 demonstraram alta
susceptibilidade a perda éssea alveolar induzida por Porphyromonas gingivalis
(SASAKI et al., 2004). Estudos in vitro indicam que IL-10 é capaz de induzir a
expressdo de OPG e inibir a producdo de RANKL por fibroblastos do ligamento
periodontal (ZHANG et al., 2016). Neste estudo, aplicacdes topicas de GC e
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clorexidina ndo influenciaram os niveis de mRNA de IL-4 e IL-10, sugerindo que
o efeito protetor destes compostos se baseia na regulacdo negativa de
mediadores pro-inflamatorios mais do que na inducdo da expressao de citocinas
antiflamatérias.

Reforcando esta hipotese, foi notado neste estudo que o nivel
transcricional de INF-y foi significativamente mais baixo nos grupos GCisy% e
CHX2% quando comparado com o0s grupos salina e veiculo. Assim como
observado neste estudo, diferentes métodos de indugéo de periodontite em ratos
tém demonstrado elevagOes significativas na expressao de INF-y nos tecidos
gengivais desafiados, tanto em nivel de mMRNA quanto proteico (GARLET et al.,
2006; LEE et al., 2017; QUEIROZ et al., 2010), o que corrobora com observacdes
em amostras clinicas de pacientes com periodontite (GORSKA et al., 2003;
PAPATHANASIOU et al.,, 2014). Queiroz et al. (2010) testaram o efeito de
polissacarideo extraido de Caripia montagnei (glucano) em camundongos com
periodontite induzida por tioglicolato e notaram redu¢des nos niveis gengivais de
INF-y, semelhantemente ao observado com o polissacarideo de A. occidentale
testado no presente estudo. Entretanto, no estudo de Queiroz et al. (2010)
também foi relatado um aumento significativo nos niveis de IL-10, o que indica
qgue polissacarideos naturais podem atuar diferencialmente sobre diferentes
aspectos da inflamagéo.

No presente estudo, o perfil de expressédo de TGFB1 também foi avaliado.
Esta citocina regula diferentes processos fisiologicos, tais como proliferacéo,
diferenciacdo e morte celular, assim como apresenta papel importante na
modulacdo das respostas inflamatérias. Neste ultimo contexto, TGFB1 pode
apresentar um efeito dual: ao mesmo tempo em que estimula o aumento do
infiltrado celular nos tecidos comprometidos e induz a expressao de citocinas
pré-inflamatérias destrutivas, € considerado um mediador essencial do processo
de reparo tecidual, agindo sobretudo em favor da sintese de matriz extracelular
(GURKAN et al., 2006). Relatos de que TGFB1 esta superexpresso nos tecidos
gengivais de pacientes com periodontite (GURKAN et al., 2006; KHALAF; LONN;
BENGTSSON, 2014; MIZE et al., 2015) sugerem que esta citocina € um dos
componentes que contribui para a extensdo dos danos causados pela resposta

inflamatoria.
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Outra linha de pensamento, por outro lado, defende que os altos niveis de
expressdo de TGFB1 na periodontite representa um mecanismo para mitigar os
efeitos destrutivos da inflamacao. Estudos clinicos tém demonstrado que logo
apos o inicio do tratamento periodontal ocorre aumentos expressivos nos niveis
teciduais de TGFB1, seguido de um substancial declinio (GURKAN et al., 2008;
KURU et al., 2004; VIKRAM et al., 2015). Estes resultados sugerem que o
aumento na expressdo de TGFB1 representa um esforco fisioldgico visando
acelerar a recuperacdo do periodonto. Em linha com estas observacoes,
observou-se no presente estudo que os niveis transcricionais de TGFB1 estavam
significativamente elevados 20 dias apds a inducdo da periodontite em ratos.
Nos grupos GCis% e CHX2%, no entanto, notou-se um declinio estatisticamente
significativo na expressdo transcricional dessa citocina. Apesar de a andlise
quantitativa desta expressdo néo ter sido avaliada em fungdo do tempo de
tratamento, pode-se sugerir que a reducdo nos niveis do mRNA de TGFS1
observada pode ser uma consequéncia da minimizacdo dos danos teciduais
promovida pela reducdo de mediadores proé-inflamatorios.

Este estudo representa o primeiro registro da expressao relativa do mRNA
do gene OSCAR em tecidos gengivais de ratos com periodontite. O produto
deste gene é um receptor estruturalmente semelhante as imunoglobulinas e é
principalmente conhecido como um fator coestimulatério do processo de
reabsorcdo 6ssea. No entanto, este receptor, que esta expresso em todas as
células imunes da linhagem mieloide em humanos, também tem demonstrado
protagonizar a ativacao de cascatas pro-inflamatorias que medeiam o inicio das
respostas imunes, e tem sido implicado na patogénese de doencgas humanas,
como a artrite reumatoide (NEMETH et al., 2011; SCHULTZ et al., 2016). Depois
de NOS-2, os niveis do mMRNA gengival de OSCAR foram os que mais se
elevaram apos inducdo da periodontite (aumento de mais de 200 vezes). A
expressdo de OSCAR, no entanto, foi significativamente menor nos grupos
GCis% (86%) e CHX2% (95%). Estes resultados incentivam a exploracdo de
OSCAR como possivel biomarcador para a periodontite ou como alvo molecular
de tratamentos farmacolégicos.

A ativagao dos fatores transcricionais que dirigem a expressao de genes
pro-inflamatérios nas respostas contra infeccbes € precedida por uma cascata

de eventos citoplasmaéticos que se iniciam apos o reconhecimento de antigenos
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microbianos. No periodonto, os TLRs sao a principal classe de receptores
celulares responsavel por reconhecer padrdes moleculares estranhos ao
hospedeiro (PAMPSs). Esta familia de receptores é composta atualmente por 10
membros (TLR1-10), os quais sdo expressos por células periodontais e por
células do sistema imunolégico. Cada membro reconhece tipos particulares de
PAMPs (LPS, proteoglicanos, acidos nucleicos etc.) e podem ativar vias de
sinalizacao intracelular distintas, as quais resultam ultimamente na producéo de
diferentes conjuntos de citocinas efetoras. A maioria dessas vias, no entanto,
depende da molécula adaptadora MYD88 para que a ligacdo TLR-PAMP sinalize
eficientemente a expressao de citocinas pro-inflamatorias (CEKICI et al., 2014).

Varios estudos tém revelado que MYD88 estd constantemente expresso
em altos niveis nos tecidos gengivais saudaveis (DELITTO et al.,, 2018;
GHADERI et al., 2014; MOCHIZUKI et al., 2004), o que também foi observado
no presente estudo. Estas observacées podem ser justificadas pelo continuo
estimulo desempenhado por microrganismos comensais da cavidade oral, e
sugerem que MYD88 é parte central no controle da homeostase periodontal
(DELITTO et al., 2018). Além disso, estudos em camundongos com deficiéncia
de MYD88 demonstram que vias de sinalizacao por ele mediadas sdo essenciais
para a regulacdo do eixo RANK/RANKL/OPG, portanto, para o metabolismo
0sseo fisiolégico. Sua superexpressao tem sido correlacionada com perda 6ssea
alveolar em roedores (ENDO et al., 2013; LIN et al., 2017). Corroborando com
estas observacfes, 0 presente estudo revelou um aumento estatisticamente
significativo nos niveis transcricionais de MYD88 ap0s inducédo de periodontite
em ratos, semelhante aos resultados obtidos a partir de tecidos gengivais
humanos (GHADERI et al., 2014). Nos grupos GCis% e CHX2%, no entanto, 0s
niveis transcricionais de MYD88 foram estatisticamente semelhantes aos dos
grupos salina e veiculo. Um estudo utilizando modelos de periodontite em
camundongos demonstrou que o aumento na perda Ossea alveolar e na
producdo de citocinas inflamatorias induzidas por ligadura ndo dependeu da
sinalizacdo de TLRs, ao contrario do observado em modelo de periodontite
induzida por LPS (LIN et al., 2017). Estes resultados sugerem a existéncia de
vias independentes de TLR, capazes de regular a perda éssea e a inflamacao

em modelo de periodontite induzida por ligadura.
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Os resultados apresentados nessa subsecdo compuseram o manuscrito
intitulado “Topical application of cashew gum or chlorhexidine gel reduces
overexpression of proinflammatory genes in experimental periodontitis”,
submetido a apreciagcédo para publicacdo no International Journal of Biological
Macromolecules (ISSN: 0141-8130) em 12 de novembro de 2018.

6.6 GENES RELACIONADOS A MATRIZ EXTRACELULAR

O presente estudo também se propds analisar 0s niveis transcricionais de
enzimas proteoliticas diretamente envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular de varios tecidos, incluindo o osso, coletivamente chamadas de
MMPs. Estas enzimas sao categorizadas em colagenases (MMP-1, MMP-8,
MMP-13, and MMP-18), gelatinases (MMP-2 and MMP-9), estromelisinas (MMP-
3 and MMP-10) e MMPs de membrana (MMPs 14-17), dependendo da sua
estrutura e da especificidade de substrato. No periodonto, estas enzimas séo
fisiologicamente importantes para o processo de remodelamento tecidual e sdo
principalmente secretadas por fibroblastos (FRANCO et al., 2017). No entanto,
suas expressdes podem ser potencializadas por citocinas pré-inflamatérias, e a
acado destas enzimas sobre a matriz extracelular passa a ter consequéncias
patoldgicas. A atividade das MMPs, no entanto, pode ser atenuada por inibidores
endodgenos especificos conhecidos como TIMPs (inibidores teciduais de
metaloproteinases). A destruicdo periodontal promovida pelas MMPs é, em
parte, o resultado de um desequilibrio entre MMPs e TIMPs (VARDAR-SENGUL
et al., 2008).

Considerando que o colageno do tipo | é o principal componente da matriz
extracelular periodontal, uma maior atencdo tem sido voltada para as
colagenases (particularmente MMP-8 e MMP-13) e as gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) em estudos sobre a patogénese da periodontite. Além disso, tem sido
demonstrado que osteoblastos expressam varios tipos de MMPs, incluindo
MMP-2, -3, -9, -13 e -14, as quais parecem ser essenciais para o processo de
reabsorcdo 0ssea (FRANCO et al.,, 2017). InUmeros estudos, revisados por
Sapna et al. (2013), apresentam amplas evidéncias de que a concentracao
destas enzimas em fluidos orais e tecidos gengivais de pacientes com

periodontite € significativamente maior do que a observada em individuos
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saudaveis. Os niveis destas enzimas também estdo correlacionados
proporcionalmente a severidade da doenca, declinando apds intervencdes
terapéuticas (NI et al., 2016b).

Os resultados do presente estudo reforcam a importancia das MMPs na
patogénese periodontal, uma vez que a inducdo de periodontite em ratos por
meio da insercdo de uma ligadura de nylon ao redor dos primeiros molares foi
acompanhada pelo aumento estatisticamente significativo dos niveis de mRNA
de todas a MMPs investigadas (MMP-2, -3, -8, -9 e -14). Outros estudos
utilizando este modelo animal obtiveram os mesmos resultados por meio de
outras técnicas de analise (western blot e imunohistoquimica) (DONG; HUIHUI;
LI, 2015; NI et al.,, 2016a; VARDAR-SENGUL et al.,, 2008). Neste estudo,
aplicacOes tdépicas do gel orabase contendo GC ou clorexidina foram eficazes
em reduzir significativamente os niveis de expressao deste conjunto particular
de MMPs.

Ao contrario do observado com as MMPs, cuja superexpressao ha
periodontite parece ser um consenso na literatura, resultados a respeito da
expressao de seus inibidores naturais no contexto da inflamacéo periodontal séo
contraditorios. Varios estudos comparando os niveis proteicos de TIMPs no
fluido crevicular gengival ou saliva de pacientes periodontais com os de
individuos saudaveis tém apresentado niveis significativamente reduzidos
destes inibidores na doenca periodontal. Além disso, estes estudos clinicos
revelam que a concentracdo de TIMPs diminui proporcionalmente com a
progressdo da doenca e aumenta apos realizacdo de raspagem e alisamento
radicular (NI et al., 2016b; P POPAT; BHAVSAR; POPAT, 2014; REDDY et al.,
2014, 2013). Por outro lado, resultados inversos ou sem diferenca
estatisticamente significativa tém sido relatados, tanto em estudos clinicos como
em modelos animais (GARLET et al., 2004; KUBOTA et al., 2008; NI et al.,
2016b).

No presente estudo, a expressao de dois genes pertencentes a familia
TIMP (TIMP-1 e TIMP-2) foi analisada por gRT-PCR. O produto destes genes
age inespecificamente sobre a maioria das MMPs ja identificadas (FRANCO et
al.,, 2017). Foi observado que ambos 0s genes estiveram constitutivamente
expressos nos tecidos gengivais saudaveis, e que esta expressao aumentou

significativamente nos grupos de animais nos quais a periodontite foi induzida,
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corroborando com os resultados de Garlet et al. (2006). Este aumento pode
refletir uma tentativa de manutencdo da homeostase tecidual, face a elevada
expressdo de MMPs nos tecidos periodontais inflamados (GARLET et al., 2004).
No entanto, esta tentativa parece ser insuficiente para contrabalancear a
superexpressdo de MMPs e impedir a destruicdo periodontal. Os niveis
transcricionais de TIMP-1 e TIMP-2 foram estastisticamente menores nos grupos
GCis% e CHXz2e comparados aos grupos salina e veiculo. Pode-se sugerir,
portanto, que as reducdes significativas de MMPs observadas apdés o tratamento
com GC e clorexidina reduziram a necessidade de uma superexpressao de seus

inibidores.

6.7 ULTIMAS CONSIDERACOES

A clorexidina foi introduzida comercialmente como um agente antisséptico
ha mais de 60 anos. Na clinica odontologica, ainda é considerada o agente
antibiofilme mais eficaz e seguro, sendo seu uso indicado tanto para populacao
geral quanto para grupos de pacientes de alto risco (SANTOS et al., 2017). Seu
mecanismo de acdo combina atividade bactericida e inibicAo da aderéncia
bacteriana as superficies dentais (MESSER; DOUGLAS, 1980). Neste estudo,
as lesbes periodontais induzidas por ligadura foram mitigadas mas né&o
completamente abolidas pela aplicacao topica de clorexidina (houve reducéo de
45% na perda Ossea alveolar), corroborando com outros estudos baseados no
mesmo modelo, os quais relataram reducdes de 40 a 70% na perda Ossea
alveolar apds tratamento com clorexidina ou outros agentes antimicrobianos
(BOTELHO et al., 2007; MESSER; DOUGLAS, 1980). Visto que a insergéo de
ligadura em ratos germ-free ndo promove danos significativos aos tecidos
periodontais (GRAVES et al., 2012), estes resultados comprovam a eficacia da
ligadura em concentrar populagdes bacterianas nos espac¢os subgengivais.

O efeito da clorexidina sobre perfil de expressdo de marcadores
inflamatorios e enzimaticos em tecidos periodontais inflamados é pouco relatado
na literatura. Neste estudo, a clorexidina foi eficaz em reduzir os niveis
transcricionais de importantes citocinas inflamatérias (IL-78, COX-2, NOS-2,
TGFB1 e INF-y) e em atenuar a propor¢ado RANKL/OPG e a expressédo de MMPs

nos tecidos gengivais sob constante estimulo inflamatério. Nao seria pretencioso
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afirmar, portanto, que as alteracdes nos perfis de expressédo génica induzidas
pelo uso da clorexidina se devem ao numero reduzido de bactérias viaveis e de
suas toxinas, e a consequente atenuacao de estimulos pré-inflamatérios. O uso
prolongado de clorexidina, no entanto, gera efeitos colaterais indesejados que
restringem seu uso (JAMES et al., 2017).

Neste estudo, demonstramos que a aplicacéo topica de uma formulagéo
em gel orabase contendo GC, um produto natural, também foi capaz de mitigar
os estimulos inflamatérios no periodonto, embora 0 mecanismo exato ainda nao
esteja esclarecido. Uma hip6tese a ser testada é a de que a GC pode estar
dificultando a formacao de biofilme por prejudicar a coagregacéo bacteriana, um
fendbmeno que envolve o reconhecimento especifico e a aderéncia das bactérias
a elas mesmas ou a outros tipos microbianos. Este € um mecanismo essencial
para o desenvolvimento e maturagéo de biofilmes polimicrobianos complexos. A
coagregacao é frequentemente mediada pela interacdo entre adesinas e
sacarideos microbianos e pode ser bloqueada pela adicdo de acgucares simples
(DATTA; STAPLETON; WILLCOX, 2017). Galactose, lactose e fucose, por
exemplo, foram capazes de inibir significativamente a adeséo de Porphyromonas
gingivalis a fibroblastos humanos utilizando Fusobacterium nucleatum como
ponte (METZGER et al., 2009). Outro estudo encontrou evidéncias de que D-
galactose nao apenas reduz a formacéo de biofilme por competir com adesinas
microbianas, mas também por inibir a atividade de moléculas de sinalizacao
importantes para a comunicacao entre bactérias (quorum sensing) (RYU et al.,
2016). A GC é um heteropolissacarideo formado majoritariamente por unidades
de D-galactose, um forte indicativo de que ela pode estar agindo no periodonto
ndo pela inducdo da morte de bactérias, mas pela inibicdo da formacédo e
maturacdo de biofiimes bacteriana. Estudos microbiolégicos e o0 uso
biomarcadores diretamente relacionados a interacédo bactéria-hospedeiro podem

fornecer novas evidéncias sobre o mecanismo de agéo da GC.
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7 CONCLUSOES

¢ O método de purificacao utilizado teve alto rendimento e resultou em uma GC
livre de contaminantes;

e O gel orabase utilizado como veiculo ndo mostrou qualquer propriedade
bioldgica intrinseca, comprovando sua adequacdo para a preparacdo das
formulagdes orabase contendo GC;

e O protocolo de inducédo de periodontodite experimental em ratos foi bem-
sucedido;

¢ O tratamento tépico com as formulacdes em gel orabase contendo diferentes
concentracfes de GC (5 e 15%) é seguro, sem evidéncias de toxicidade
sistémica em modelo de periodontite em ratos;

e O tratamento com as formulacdes em gel orabase contendo diferentes
concentracfes de GC (5 e 15%) é eficaz em reduzir significativamente o status
inflamatério em nivel local e sisttmico em modelo de periodontite
experimental;

e A aplicacdo topica da formulacdo em gel contendo 15% da GC possui
significativo efeito preventivo contra perda 6ssea alveolar em modelo de
periodontite experimental,

e A aplicacéo topica da formulacdo em gel contendo 15% da GC previne a
superexpressao  transcricional do  principal fator ativador da
osteoclastogénese (RANKL) e de fatores inflamatérios (IL1-78, COX-2, NOS-
2, INF-y, TGFB1, OSCAR), sendo este efeito supressor independente de
MYD8S;

¢ O efeito protetor da GC nao envolve a inducdo da expressao transcricional de
citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e I1L-10);

e A aplicagdo topica da formulacdo em gel contendo 15% da GC é
acompanhada por uma redugao global na expressao transcricional de genes
envolvidos com a degradacgao da matriz extracelular;

e O tratamento topico com GC apresenta efeitos biolégicos ou terapéuticos
estatisticamente semelhantes ao observado com o tratamento tépico com

clorexidina gel 2%, um agente antisseptico consagrado na odontologia;
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e Os resultados apresentados no presente estudo, portanto, abrem
perspectivas para o uso de formulagdes tdpicas contendo GC para prevencao
ou tratamento adjuvante da periodontite.
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