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RESUMO

Titulo: AVALIACAO DO EFEITO DE PROTEINAS DO LATEX DE Plumeria pudica
JACQ.,1760) NA PERIODONTITE INDUZIDA POR LIGADURA EM RATOS

O latex de plantas ¢ fonte de moléculas bioativas com potencial farmacologico, onde diversos
estudo vem sendo realizados, dentre os quais se encontram o latex de Plumeria pudica.
Proteinas encontradas no latex de P. pudica (PLPp) apresentaram atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva em modelos animais quando administradas na dose de 40mg/kg via
intraperitoneal (i. p.), além de ser verificado sua baixa toxicidade em nivel sist€émico. A
periodontite caracteriza-se pelo acimulo de biofilme nos tecidos orais, ¢ uma doenga global,
tendo destaque como agravo a saude publica. Sua relagdo vai além dos tecidos que afeta, dita
como sistémica, ¢ capaz de relacionar-se com outras patologias. Diante dos resultados
atualmente descritos, referentes ao potencial farmacoldgico de PLPp e aos agravos produzido
direta ou indiretamente pelos efeitos da periodontite, objetivou-se, avaliar os efeitos de PLPp,
na periodontite induzida por ligadura em ratos. Os animais foram divididos em trés grupos:
grupo controle negativo (n=9), grupo periodontite (n=10) e grupo PLPp (n=8), onde os
animais sofreram indug¢do da periodontite e foram tratados com PLPp na dose de 40mg/kg. A
periodontite experimental foi induzida a partir de ligadura por fio de nylon 3.0, colocado entre
a regido mesial e distal do primeiro molar inferior, em ambos os lados. Os animais
permaneceram 20 dias com a ligadura, foram realizados tratamentos diarios dos mesmos com
PLPp, via i. p. Apbs os 20 dias, foi realizada avaliagdo clinica macroscopica para Indice de
Sangramento Gengival (ISG) e Indice de Profundidade de Sondagem (IPS), para parimetros
inflamatorios. Coletou-se amostras de sangue através do plexo retro-orbital de cada animal,
parte do sangue foi coletado na presenca de EDTA, destinando-se a contagem total de
leucécitos, e outra parte sem anticoagulante, para andlise de marcadores de lesdo hepatica de
aminotransferases (ALT e AST) e renal (creatinina e ureia) e alguns outros biomarcadores
(4cido trico, albumina, célcio, colesterol total, HDL, fostatase alcalina e proteinas totais). Os
animais foram eutanasiados, retirados figado e rim, para avaliagdo sistémica de provaveis
alteracdes relacionadas com a periodontite em ambos os 6rgdos, a partir dos niveis de GSH,
concentragdes de MDA e atividade de MPO. As mandibulas foram analisadas
morfometricamente para avaliagdio da perda de Altura Ossea Alveolar (AOA). Tecido
gengival e hepatico foram utilizados para mensurar atividade de MPO. Como resultados, em
analises macroscopicas nos animais tratados, houve reducdo de parametros inflamatdrios
avaliados, demonstrando redu¢do de ISG e IPS quando comparado ao grupo indugdo sem
tratamento. Houve reducdo na AOA de animais tratados com PLPp e também foi vista
redugdo na contagem total de leucdcitos no sangue de animais tratados em contrates com o
grupo periodontite. Em relacdo ao peso dos animais ndo foi notada diferenga significante
entre grupos. Foi vista diminuicdo significativa da atividade de MPO apenas no tecido
gengival de animais tratados. No tecido hepatico, niveis de GSH e MDA foram preservados
proximos a normalidade em animais tratados com PLP, o0 mesmo ndo foi visto para o tecido
renal. Em andlises bioquimicas de marcadores hepaticos apenas ALT apresentou-se proximo a
normalidade, o mesmo pode ser visto para creatinina com relagdo a marcador renal, quando
comparados ao grupo saudavel. PLPp reduziu parametros inflamatorios e a perda dssea
alveolar, além de conservar o padrao de alguns biomarcadores, contudo, estudos mais
aprofundados utilizando a fragdo devem ser conduzidos, para melhor entendimento de seu
mecanismo.

Palavras-Chave: Proteinas laticiferas, Inflamacao, Doenca periodontal.



ABSTRACT

Title: EVALUATION OF THE EFFECT OF LATEX PROTEINS FROM Plumeria
pudica (JACQ. 1760) ON PERIODONTITIS INDUCED BY LIGATURE IN RATS

The latex of plants is a source of bioactive molecules with pharmacological potential, where
several studies have been carried out, among which are Plumeria pudica latex. Proteins found
in latex of P. Pudica (LPPp) showed anti-inflammatory and antinociceptive activity in animal
models when administered at a dose of 40 mg / kg intraperitoneally (i.p.), in addition to being
verified its low toxicity at a systemic level. The periodontitis is characterized by the
accumulation of biofilm in oral tissues, it is a global disease, being highlighted as an
aggravation to public health. Its relation goes beyond the tissues it affects, said as systemic, it
is able to relate to other pathologies. In view of the currently described results, concerning the
pharmacological potential of LPPp and the damages directly or indirectly produced by the
effects of periodontitis, the objective was to evaluate the effects of LPPp on the periodontitis
induced by ligation in rats. The animals were divided into three groups: negative control
group (n = 9), periodontitis group (n = 10) and LPPp group (n = 8), where animals were
induction of periodontitis and treated with LPPp at a dose of 40mg / kg. Experimental
periodontitis was induced from nylon 3.0 ligation, placed between the mesial and distal region
of the first lower molar, on both sides. The animals remained 20 days with the ligation, daily
treatments of the same were carried out with LPPp, via i. p. After 20 days, a macroscopic
clinical evaluation was performed for Gingival Bleeding Index (GBI) and Probing Pocket
Depth (PPD) for inflammatory parameters. Blood samples were collected through the retro-
orbital plexus of each animal, part of the blood was collected in the presence of EDTA, for
total leukocyte counts, and another part without anticoagulant, for the analysis of biomarkers
of hepatic aminotransferase injury (ALT and AST) and renal (creatinine and urea) and some
other biomarkers (uric acid, albumin, calcium, total cholesterol, HDL, alkaline phosphatase
and total proteins). The animals were euthanized, removed liver and kidney, for systemic
evaluation of probable changes related to periodontitis in both organs, from GSH levels, MDA
concentrations and MPO activity. Jaws were analyzed morphometrically for evaluation of
Alveolar Bone Height (ABH) loss. Gingival and hepatic tissue were used to measure MPO
activity. As results, in macroscopic analyzes in the treated animals, there was reduction of
inflammatory parameters evaluated, demonstrating reduction of ISG and IPS when compared
to the induction group without treatment. There was a reduction in the AOA of LPPp-treated
animals and a reduction in the total leukocyte count in the blood of treated animals contracted
with the periodontitis group was also seen. Regarding the weight of the animals, no
significant difference was observed between groups. Significant decrease in MPO activity
was seen only in the gingival tissue of treated animals. In hepatic tissue, levels of GSH and
MDA were preserved close to normal in LPPp-treated animals, the same was not seen for
renal tissue. In biochemical analyzes of hepatic markers only ALT was close to normal, the
same can be seen for creatinine in relation to renal marker, when compared to the healthy
group. LPPp reduced inflammatory parameters and alveolar bone loss, in addition to
maintaining the pattern of some biomarkers, however, further studies using the fraction should
be conducted for a better understanding of its mechanism.

Key words: Laticifer proteins, Inflammation, Periodontal disease.
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1. INTRODUCAO

Entre todos os elementos que compdem a biodiversidade, diferentes espécies de
plantas sdo utilizadas como principal fonte de matéria-prima para formulagdo de substancias
medicamentosas, como os fitoterapicos. Atualmente, farmacos a base de plantas sao
responsaveis por aproximadamente 30% de todos os produtos farmacéuticos disponiveis no
mercado (COSTA et al., 2015; MARTINS et al, 2015). Sao descritos na literatura os
potenciais farmacoldgicos que numerosas espécies de plantas exibem, inclusive espécies
laticiferas, muitas das quais sdo utilizadas na atualidade como fontes de principios ativos para
o tratamento de doengas (DE ARVELO; RAMIS; ALONSO, 2013).

O latex produzido por algumas espécies de plantas, poder ser entendido com uma
suspensdo ou emulsdo de particulas encontradas em um fluido aquoso, contendo uma
variedade de metabolitos da planta, geralmente mantidos sobre pressdo nas células do
organismo vegetal. (CASTELBLANQUE et al., 2017; HUA et al, 2017). Nas plantas
produtoras de latex, existem células especializadas ou canais celulares conectados, com
formas estruturais ramificadas, que se alongam por toda estrutura fisica do organismo,
denominadas de laticiferos (ZHANG et al., 2017; KITAJIMA et al., 2018). Estas possuem a
funcao de produzir e armazenar o exsudato leitoso (GAMA; RUBIANO; DEMARCO, 2017).

Diversos sdo os estudos que descrevem o potencial anti-inflamatério que moléculas
encontradas no latex de plantas exibem, além de inibir a liberacdo de moléculas diretamente
ligadas ao processo de estresse oxidativo (SALEEM et al., 2015; VIANA et al., 2017; SALIM
et al., 2018; KUMAR et al., 2019). Outras propriedades como atividade antimicrobiana
também podem estar ligadas, foram observadas susceptibilidade em diferentes espécies de
microrganismos, dentre os quais encaixam-se os patogénicos a molécula presente em fluidos
laticiferos (EMIRU et al., 2019).

Ja foram descritas algumas potencialidades farmacoldgicas encontradas no latex da
planta P. pudica, como atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva da fragdo proteica, além
apresentar baixa toxicidade tecidual (FERNANDES et al., 2015; SOUZA, 2018).

A periodontite apresenta-se como uma condicdo patoldgica da cavidade oral humana,
considerada global, chega a afetar aproximadamente 10% da populagdo mundial adulta, e vem
aumentando consideravelmente sua prevaléncia em idosos de 60 a 65 anos, podendo alcancar
indices de 70 a 85% nessa faixa etaria (BOSTANCI & BELIBASAKIS, 2018).

OrganizagGes de saude, reconhece a periodontite como uma patologia bucal,

responsavel por afetar boa parte das populagcdes socioeconomicamente mais baixas e
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vulneraveis, sendo reconhecida como um importante problema de saude publica (ROMERO
& HERNANDEZ, 2018). Dados epidemioldgicos do CDC (Centro de controle e prevencdo de
doengas norte-americano), informam que aproximadamente metade da populacdo norte-
americana adulta, por volta dos 30 anos, apresenta a doenca periodontal em sua forma mais
avancada (SEN et al., 2018).

A periodontite cronica ¢ uma doenga inflamatoria irreversivel, caracteriza-se por afetar
o periodonto e destruir os tecidos periodontais de suporte e prote¢do, em especial, o 0sso
alveolar (BOSCO et al., 2007). As primeiras manifestagdes clinicas relacionadas, baseiam-se
na perda clinica de inser¢do, perda Ossea alveolar, formacdo de uma bolsa periodontal e
quadros de inflamagdo gengival, com regressdo da mesma. O aparecimento da doenga pode
estar relacionado a uma gama de fatores complexos, os quais podem estar associados aos
habitos sociais, fatores sistémicos, genéticos, celulares, instalacio e primordialmente a
instalacdo de biofilme bacteriano nos dentes, que corroboram, gerando respostas biolodgicas e
fisiologicas agressivas ¢ destrutivas para o organismo afetado (LISTGARTEN, 1986;
FLEMMIG, 1999).

A dificuldade da terapia periodontal em questdo de poder se relacionar com respostas
ndo satisfatdrias, mais especificamente com a regeneracao do tecido 6sseo e ao alto custo do
tratamento, remete a necessidade de alternativas para prevencao e tratamento de desta doenca
(PALOMBO et al., 2011). Diferentes estratégias tém sido estudadas para o controle da
periodontite cronica, ja que seu tratamento dentro da clinica odontologica, que consiste na
redu¢do mecanica do biofilme por raspagem, pode levar a recidivas, além da degeneragao
tecidual, principalmente a nivel de periodonto, tornando- se de incapaz reversao através deste
tipo de tratamento (ALMEIDA et al., 2014, AKHALWAYA; VUUREN; PATEL, 2018).

Alguns estudos, demonstram a utilizagdo de produtos bioldgicos, com enfoque em
plantas medicinais e moléculas extraidas, relacionadas ao combate da periodontite e suas
manifestagdes sistémicas (HATIPOGLU et al, 2015, DE OLIVEIRA et al, 2016;
GUIMARAES et al., 2016; LIMA et al., 2017; TEIXEIRA et al, 2017; RIBEIRO et al.,
2018).

Os relatos cientificos anteriormente descritos, demonstram a potencialidade da fracao
proteica de P. pudica e de suas moléculas bioativas, justificando a necessidade em investigar
seus efeitos biologicos na tentativa de reduzir e minimizar a progressdo e danos sejam

localizados ou sistémicos gerados pela periodontite.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  CARACTERISTICAS DE PLANTAS LATICIFERAS

De acordo com dados literarios, existem aproximadamente mais de 20.000 espécies de
plantas produtoras de latex, entre as 40 familias de plantas angiospermas, do qual,
aproximadamente, 2.000 espécies sdo reconhecidas como produtoras de borracha (cis-1-4-
poliisopreno) (KONNO, 2011; ZHAI et al, 2018). Estimativas apontam que existem
aproximadamente 12 a 35 mil espécies de plantas laticiferas com potencial farmacologico
ainda ndo investigado (ARRUDA et al., 2016).

A presenca do latex ¢ uma das caracteristicas mais marcantes das plantas pertencentes
as familias Apocyanaceae, Euphorbiaceae ¢ Moraceae (BINDHU & SINGH, 2014). O
produto latex, pode ser entendido como, um conteudo citoplasmatico, secretado a partir de
células, tendo em sua composicdo diferentes metabdlitos produzidos principalmente, no
reticulo endoplasmdtico e plastidios dos organismos vegetais (GAMA; RUBIANO;
DEMARCO, 2017). O latex de plantas ¢ uma 6tima fonte de moléculas com atividades
farmacolodgicas, pesticidas e com atividade de imunidade a agentes alergénicos (RAO &
RAIJU, 2016).

Células especializadas alongadas ou interconectadas, conhecidas como laticiferos, sdo
responsaveis por armazenar este fluido, estas células permanecem sob constante pressdo e ao
sofrerem algum dano de forma mecanica ou por herbivoria, iniciam um processo de
coagulagcdo para impedir a perda de nutrientes da planta, liberando grande quantidade de
fluido leitoso (HUBER et al., 2016).

Os laticiferos podem ser encontrados como ndo articulados, constituidos por uma
unica célula multinucleada que se ramifica com o crescimento do espécime vegetal, ou como
laticiferos articulados, que se caracterizam pelo agrupamento de diversas células com paredes
delgadas e porosas; os diferentes tipos podem se apresentarem ramificados, formando uma
rede de tubos que percorre os diferentes tecidos da planta (MARINHO et al., 2018)

As fungdes atribuidas ao latex de plantas, sugerem ser um sistema de defesa das
plantas contra herbivoros e microrganismo e at¢ mesmo contra doengas, por apresentarem
substancias ou moléculas toxicas e repelentes, sob pressdo, prontas para ser exsudadas em
resposta a qualquer dano biologico. Além de selar o ferimento e restaurar as propriedades
mecanicas das mesmas, impedindo entrada de patdgenos (PICKARD et al., 2007; BAUER et
al., 2013; ARRUDA et al., 2016; MARINHO et al., 2018).
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2.2  CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E COMPOSICAO QUIMICA DE FLUIDOS
LATICIFEROS

O aspecto leitoso do latex ¢ sua caracteristica mais frequente, podendo ser encontrado
em coloragdo amarela, laranja, vermelha, marrom, esverdeada ou mesmo incolor dependendo
de concentra¢des de moléculas existentes neste produto. Com base em diferentes estudos, sua
coloracdo pode variar em diferentes partes anatomicas da planta ou pode ser alterada apds o
latex ser exsudado da planta (NAJMADDIN & KHALID, 2018). A quantidade de latex
liberada pelo ponto lesado na espécie vegetal depende significativamente do género e familia
ao qual pertence (KONNO, 2011). A féormula molecular do latex é descrita como, C3H3zN
(carbono, hidrogénio e nitrogé€nio), sendo constituido por glicolipideos, alcaloides, proteinas
laticiferas e fosfatos acidos (RAO & RAJU, 2016).

Diversos estudos se concentram na investigagdo de caracteristicas bioquimicas do
latex, sua composi¢do quimica pode ser descrita como altamente complexa e varidvel,
dependo da espécie de planta que o produz, entre moléculas encontradas em sua composi¢ao
podem ser citadas altas concentracdes de alcaldides, flavondides terpendides, cardenolideos,
borracha, compostos fendlicos e amido, assim como proteinas em suas mais diferentes
classes, no que se destacam proteases, oxidases, lectinas, quitinases e glicosidases, além de
moléculas como carboidratos, vitaminas e lipideos (KONNO, 2011; KITAJIMA et al., 2018;
BAUER et al., 2013; CASTELBLANQUE et al., 2017).

As proteases sao moléculas que estdo abundantemente presentes em uma variedade de
organismos, sdo a maior classe proteinas hidroliticas de natureza enzimadticas, moléculas de
extrema importancia em processos naturais das plantas, bem como, crescimento e desenvol-
vimento do vegetal, ou até mesmo durante o processo germinativo (DOMSALLA & MEL-
ZIG, 2008; URS et al., 2017). Dentre as classes mais importantes de proteases, podem ser
vistas as serinoproteases e cisteinoproteases. Fernandes et al. (2015), observaram que no latex
de Plumeria pudica, existia a agao de proteases cisteinicas e serinicas, sugerindo que o envol-
vimento destas duas classes de proteases, conferia atividade antinflamatéria e antinociceptiva
ao composto testado.

Flavonoides e terpenodides, sdo classes de moléculas reconhecidas por seu potencial
anti-inflamatdrio, componentes geralmente descritos com o processo, tanto in vivo como in
vitro, suas propriedades sdao bastante descritas na literatura, porém o mecanismo de agdo des-
tas moléculas ainda ndo esta bem elucidados. Acredita-se que seu alvo farmacoldgico sdo mo-

léculas que compdem este sistema, como inibicdo de eicosanoides, e sintese de enzimas, fos-
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folipases, ciclooxigenases (COXs) e lipooxigenases, além da inibi¢do por outros mecanismos,

histamina, proteino-quinases e ativagao de transcriptases (RIBEIRO et al., 2018).
2.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE PLANTAS LATICIFERAS

E notavel o crescente numero de estudos publicados que relacionam a utilizagdo de
produtos a base de plantas para fins medicinais, uma vez que todos os seus componentes po-
dem ser utilizados, com isso estudos que se concentram na utilizacdo do latex e moléculas
presentes nesse composto vém estando cada vez mais presentes (PAUDEL; ADHIKARI;
DAS, 2018). Por ser um produto de interessante utilizacdo terapéutica, e por contemplarem
diferentes atividades biologicas, dentre elas, atividade anti-inflamatdria (SALIM et al., 2018),
analgésica (FERNANDES et al., 2015), antitumoral (KERCHE SILVA, 2017), antidiarreica
(SANTANA et al., 2018).

A atividade anti-inflamatoria do latex de Euphorbia helioscopica foi investigada, por
meio de modelo inflamatdrio, o método escolhido para realizacdo do experimento, foi o en-
saio de edema de pata induzido através do agente quimico carragenina, em camundongos al-
binos. Meia hora antes da administracdo da amostra, os animais receberam inje¢des de 0,05
mL de carragenina a 5%, em suas superficies plantares, na pata traseira direita. O tratamento
dos animais foi realizado através de trés doses do latex (100, 200 e 300mg/kg) dissolvidos em
agua destilada, por via oral (v. 0.) Os resultados demonstraram que o latex de E. helioscopica
na concentracdo de 300mg/kg, apresentou melhores resultados possuindo atividade anti-
inflamatoria por inibir a sintese ou liberagdo de moléculas diretamente envolvidas com a res-
posta inflamatoria, como ciclooxigenase e prostaglandina (SALEEM et al., 2015).

Viana et al. (2017), descreveram como parte de estudo, as propriedades anti-
inflamatoérias de proteinas encontradas no latex de Calotropis procera, utilizando o modelo
experimental de peritonite em camundongos. Os animais receberam 30 minutos antes de
qualquer tratamento, inje¢do de carragenina (500mg/kg), por via intraperitoneal (i. p.) e de-
corridos este periodo, foram entdo tratados com a fracdo proteica do latex na dosagem de 2mg
dissolvidos em 0,2mL de PBS/kg, via intraperitoneal (i. p.). O potencial bioldgico das protei-
nas encontradas no latex da planta, demonstrou ser altamente anti-inflamatoria, diminuindo a
infiltragdo leucocitaria na cavidade peritoneal dos animais, e sendo capaz de reduzir o proces-
so inflamatério, por agir diretamente em vias de producao/liberagao de 6xido nitrico (NO),

atuando diretamente na atividade da enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS).
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2.4 GENERO PLUMERIA L. E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Plantas do género Plumeria spp. sdo pequenas arvores, deciduas, com significativo
valor medicinal entre as populac¢des asidticas, nativas de paises tropicais, possuem folhas
geralmente de coloragdo verde brilhante, comumente ovaladas, flores tubulares em aspecto de
“cata-vento” compostas por cinco pétalas, variando em suas coloragdes de brancas,
vermelhas, amarelas ou rosadas (DE CARVALHO et al,, 2014; CHOLIQ et al., 2017; LEILEI
et al., 2018).

Plantas da espécie P pudica, sdo arvores deciduas, pertencentes a familia
Apocynaceae, conhecidas popularmente como “buque de noiva”. Sdo plantas tipicamente
ornamentais, popularmente encontradas em grande parte da América do Sul, impressionam
pelo branco de suas flores e por seu longo periodo de florescéncia (Figura 1) (FERNANDES
et al., 2015; SUAREZ et al., 2017; SUGIYAMA et al., 2017; SANTANA et al., 2018). Esta
espécie de planta ¢ bastante conhecida por seus valores religiosos e cosméticos em paises
asiaticos, além de demonstrar interessante potencial para ser usada como agente ao combate
de infecgdes e doengas digestivas (PRASAD et al., 2016).

Chattopadhyay et al. (2017), descreveram o potencial antioxidante de extratos
metanolicos de folhas de P. alba, para capacidade de inibicdo na formagao de biofilme
microbiano in vitro. Os ensaios de inibi¢cao da formag¢ao de biofilme foram avaliados através
da técnica de formagdo de biofilme em microplaca, onde o microrganismo, Pseudomonas
aeruginosa, foi isolado visando crescimento. Como resultados obtidos, P. alba apresentou
resultados interessantes para inibi¢do da formag¢ao do biofilme de P. aeruginosa, em cerca de
90,30 + 0,27%, entretanto, os autores conseguiram somente demonstrar atividade
bacteriostatica apresentada pelos extratos.

Em outro momento, Lotankar et al. (2016), avaliaram a atividade anti-inflamatoria de
P. Obtusa. Seu potencial anti-inflamatério foi avaliado utilizando dois modelos de teste em
animais: método de ‘“cotton pellet” e edema de pata induzido por carragenina, em ratos
machos Wistar. Foram testados extratos etandlicos da casca da planta, nas doses de 100, 200 e
400mg/kg. Como resultados os autores observaram que o extrato etanodlico da planta
demonstrou inibi¢do para formacdo do edema, sendo que a dose de 400mg/kg, apresentou
resultados mais significantes em relagdo ao granuloma inflamatério formado pelo modelo
“cotton pellet”, o extrato nas doses de 200 e 400mg/kg demonstrou boa resposta com alta
anti-granulacao (20,61% e 33,24%), quando comparados a grupo que recebeu a droga padrao

para o tratamento, indometacina (31,91%).
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Figura 1. Planta Plumeria pudica. (A) Aspecto geral da planta P. pudica. (B) Fruto tipico da espécie. (C) Folha
em formato de “colher”. (D) Flor de coloracao esbranquicada com fauce amarelada. Fonte: Préprio autor.

Para ensaios experimentais utilizando Proteinas do latex de P pudica (PLPp), o
produto demonstrou inibir o processo inflamatdrio e respostas nociceptivas, por diminui¢ao
da acdo de mediadores inflamatdrios e citocinas pro-inflamatérias (FERNANDES et al,
2015). Para avaliacdo de possivel atividade anti-inflamatdria, os autores realizaram ensaios

utilizado modelos experimentais como, edema de pata induzido por carragenina ou dextrana e
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modelo de peritonite em animais (camundongos Swiss, Mus musculos). Em pré-tratamento
realizado nos animais, PLPp na dose de 40mg/kg conseguiu reduzir o edema de pata por
carragenina, dextrana, serotonina, histamina e prostaglandina E2. A inibicdo do edema por
carragenina apresentou-se por reducdo na atividade de mieloperoxidase. PLPp reduziu
migragdo leucocitaria no peritonio dos animais induzida por carragenina, com consequente
diminui¢do de citocinas pro-inflamatdrias no fluido peritoneal. A fragdo conseguiu diminuir
contragdes abdominais induzidas por acido acético e a primeira fase do modelo de lambedura
na pata dos animais induzidas por formalina. PLPp quando aquecida a 100° C, por 30
minutos, apresentou perda significante da atividade anti-edematogénica e de mieloperoxidase,
demonstrando envolvimento de proteinas termolébeis com efeito anti-inflamatorio.

Recentemente estudos foram publicados, utilizando o latex de P. pudica como possivel
produto com atividade terapéutica. Santana et al., (2018), avaliaram o potencial antidiarreico
de uma fragdo dialisavel desta planta (PLPp), os testes foram realizados através de modelos
por indugdo de diarreia aguda em animais por 6leo de ricino. Utilizando camundongos Swiss
(Mus musculus), testes como motilidade gastrointestinal, enteropooling e marcadores de
estresse oxidativo foram realizados. O pré-tratamento intraperitoneal (i. p.) dos animais com a
fragdo PLPp na dose de 40mg/kg apresentou resultados significantes para inibicdo de fezes
diarreicas, seguido por diminui¢do no acumulo de liquidos e transito intestinal, além de
impedir alteracdes nos niveis de moléculas importantes dentro do sistema antioxidante como,
glutationa reduzida (GSH) e 4cido malondialdeido (MDA).

O efeito protetor de proteinas encontradas no latex de P. pudica, foi avaliado na colite
induzida por 4cido acético em animais, estudo descrito por, Oliveira (2018). A colite
experimental — foi induzida por administracdo de 200uL de acido acético a 6% via transretal
nos animais. O pré-tratamento destes animais foi realizado utilizando diferentes concentragdes
de proteinas do latex de P. pudica (PLPp), nas doses de 10, 20 e 40mg/kg, via intraperitoneal
(i. p.). PLPp 40mg/kg apresentou os melhores resultados, demonstrando diminuir
significativamente o peso imido dos célons dos animais, reduzindo os escores macroscopicos
e microscopicos de lesdo. A fragdo proteica conseguiu reduzir ainda de forma significativa, a
atividade de mieloperoxidase (MPO) e concentragdes de IL-1f, uma citocina pro-
inflamatoéria, evidenciando os efeitos anti-inflamatorios de PLPp. Além disso, a fragdo
proteica do latex conseguiu promover prote¢do, estabilizando niveis de moléculas envolvidas
diretamente com o mecanismo de estresse oxidativo (GSH e MDA).

Em paralelo, foi verificado o grau de toxicidade encontrada na fracdo do latex de P

pudica (PLPp), em camundongos (SOUZA, 2018).
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Os animais receberam doses didrias de PLPp 40mg/kg por via intraperiotenal (i. p.)
durante 10 e 20 dias consecutivos, para avaliagdo de toxicidade aguda e subcronica
respectivamente. Avaliacdes de perfis comportamentais, hematologicos e bioquimicos foram
observados nos animais, juntamente com determinacdo de DL50 para presenga de sinais
clinicos ou morte, verificada em duas doses (300 e 2000mg/kg). Os resultados demonstraram
que PLPp foi capaz de elevar significativamente os niveis de AST, mas nao elevando niveis
de ALT, creatinina ¢ ureia. Os niveis de GSH, MDA e MPO em animais tratados com a fragcao
ndo apresentaram diferenca significativa verificadas nos tecidos. A fracdo proteica nao
apresentou letalidade nas doses de 300 e 2000mg/kg, entretanto foi observada diminui¢ao de
atividade geral, dificuldade de locomogao, perda de reflexos auriculares e visuais, além de
irritabilidade, principalmente na dose de 2000mg/kg. Estes resultados demonstraram que
PLPp apresentou baixa toxicidade.

Estes achados demonstram o potencial farmacologico de PLPp, abrindo um leque de

novas possibilidades e investigagdes promissoras neste material.
2.5 PERIODONTO

O periodonto ¢ descrito como, estruturas de tecido conjuntivo, revestidos por tecido
epitelial, seu desenvolvimento ocorre durante o crescimento e formacdo dos dentes, no
periodo embriondrio (PORTO & BARBOSA, 2018). Um tecido periodontal em condig¢des
normais e saudaveis apresenta gengiva em coloracao rosada (dependendo da pigmentagao da
pele), superficie seca, com gengiva papilar preenchendo o espago interdental, profundidade de
sulco igual ou menor que 3mm com consisténcia firme (figura 2) (PEREIRA & SOUZA,
2018).

Microscopicamente o periodonto ¢ formado por trés tipos diferentes de epitélio, o
epitélio oral, sucular e juncional, onde o epitélio oral tem por continuidade o epitélio da
cavidade oral, o sucular adjacente ao dente, entretanto, ndo conecta ou se liga a superficie do
dente e o juncional se apresenta em intimo contato com o dente (PALUMBO, 2017).

O peridonto pode ser dividido em periodonto de protecdao, que compreende a lamina
propria da gengiva, a qual sdo encontradas, gengiva marginal ou livre e inserida; e o
periodonto de sustenta¢do que corresponde estruturas como, osso alveolar, cemento radicular
e ligamento periodontal (VARONI et al., 2017; PINHEIRO & RODRIGUES, 2017).

A gengiva marginal ou livre é composta por tecidos gengivais interproximais
denominados, papilas gengivais ou papila gengival interproximal, sua forma ¢ determinada

por contato entre os dentes e pelo contato da juncdo cemento-esmalte (SILVA & PONCETI,
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2017). A gengiva inserida por sua vez, apresenta uma complexa rede de capilares e vénulas
em sua lamina propria, devido a existéncia de uma grande microvascularizacdo nessa regido,
pode ser observado grande quantidade de exsudato durante processos inflamatorios
(KATCHBURIAN & ARANA, 2004).

O ligamento periodontal ¢ uma rede fibrosa alinhada e conectada firmemente ao
cemento em um lado do dente e ao osso alveolar da maxila no outro lado, atua como
amortecedor para distribuicao de forgas e consequente protecao dos dentes durante o processo
de mastigacao e fun¢ao oclusal (JONG et al., 2017; PALUMBO et al., 2017).

O cemento pode ser descrito como um tipo especifico de tecido conjuntivo
mineralizado capaz de recobrir superficies anatomicas das raizes dentarias, auxilia na
ancoragem do ligamento periodontal que se estende até o osso alveolar, pode ser classificado
em cemento intermedidrio (jun¢do cemento-esmalte), acelular (por¢cdes corondrias e médias
das raizes) e celular (porgdes apical e inter-radicular da raiz) (ARZATE; ZEICHNER-DAVID;
MERCADO-CELIS, 2015; CROSSMAN et al., 2018).

Osso alveolar juntamente com o ligamento periodontal, constitui um sistema de
ancoragem do dente ao alvéolo, presenga de fibras coldgenas perpendiculares a superficies,
denominadas fibras de Sharpey, conferindo a esta estrutura, aspecto fasciculado (PORTO;

BARBOSA, 2018).
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Figura 2. Anatomia do periodonto. Fonte: http://www.coriodontologia.com/endodoncia/
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2.6  PERIODONTITE

No que se refere a cavidade oral, gengivite e periodontite podem ser exemplos citados
de patologias ocasionadas Ao grande acimulo de biofilme bacteriano sob a forma de placa
dentaria supragengival ou subgengival (SHAWN et al., 2016).

A periodontite ¢ uma doenga comum e destrutiva da cavidade oral, que leva a perda
Ossea alveolar e de fibras periodontais, manifestando intenso processo inflamatério, com
consequente perda das estruturas de prote¢do e suporte dentdrio, podendo ser irreversivel,
induzida por acimulo e formacdo de placa  bacteriana  (Figura 3)

(CHRYSANTHAKOPOULOS, 2016; PESSOA et al., 2018; RICUCCI et al., 2018).
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Figura 3. Ilustracdo da periodontite agressiva. Fonte: https://www.corsodyl.co.uk/gum-disease/stages/what-is-
periodontitis/

E relatado associagio da periodontite com as mais variadas espécies de
microrganismos,  actinomyces  actinomycetemcomitans,  Fusobacterium  nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, e Tannerela
denticola, Tannerella forsythia, Treponema denticola, dentre muitos outros que estdo
envolvidas diretamente com a instalagao da doenga em tecidos orais, demonstrando haver um
mecanismo de simbiose por parte desta comunidade microbiana. (LIU et al, 2014; LALLIER
et al., 2015; HAJISHENGALLIS, 2015).

Além de ser um fator preponderante que influéncia no bem estar-social do individuo e
em sua qualidade de vida, a periodontite destrutiva, afeta milhares de pessoas ao redor do
mundo. Acredita-se que 10 a 15% da populagdo mundial seja afetada pela periodontite

agressiva, estimou-se que entre os anos de 2009 a 2014, 42,2% da populagdo adulta norte-
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americana até os 30 anos, apresentam ou ja apresentaram quadros variantes de Periodontite de
severa a moderada e que na américa latina a prevaléncia chegou corresponder um total de
20,4% apenas no ano de 2010. No Brasil em 2014 os indices estatisticos demonstraram
valores significantes de 19,4 % prevalentes em adultos entre 35 e 44 anos de vida (D'AVILA
et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2013; LEITE et al., 2014; EKER et al., 2018; CHAVES
et al., 2018; HEIKKILA ef al., 2018).

Diversos sdao os fatores que podem levar ao surgimento da periodontite, por isso ela
pode ser descrita como uma doenga multifatorial, entre eles, fatores genéticos ambientais,
socioecondmicos, ma higienizagdo bucal, raca e utilizacdo de tabaco (HE et al, 2017,
HEIKKILA et al., 2018).

A presenga de biofilme bacteriano na superficie dentaria promove reagdes imune-
inflamatoérias nos tecidos de suporte periodontal que podem resultar no desenvolvimento da
periodontite, e a presenca de alguns fatores de risco podem modificar as caracteristicas
clinicas e progressao da doenca. (PAVONE et al., 2015). A periodontite apresenta uma
significativa associagdo com doengas sist€émicas prevalentes, suas condi¢des clinicas estdo
interligadas com a Doenca Pulmonar Obstrutiva Croénica (DPOC), alteragdes renais,
prevaléncia de Diabetes mellitus (DM) e doengas cardiovasculares, isso tudo em decorréncia
de moléculas pro-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo transportadas
para os 6rgaos, via circulagdo sistémica (FRANCA et al., 2017; MODH et al., 2017; BECK et
al., 2018; PATHAK & MAHANTA, 2018; RATHOD et al., 2018).

Alguns estudos tentam observar se os efeitos da periodontite podem estar diretamente
ligados aos efeitos adversos em diferentes tecidos (efeitos sistémicos), devido a liberagao de
moléculas conhecidas como marcadores de lesdao tecidual. Em estudos realizados, foi visto
que para niveis de moléculas hepaticas, a periodontite ndo apresenta elevacdes significantes
nas transaminases (AST e AST) no soro de individuos comprometidos com a doenca
(KUROKI et al.,, 2018, PESSOA et al., 2018, WIDITA et al., 2018). Franca et al., (2017)
investigaram possiveis alteragcdes renais, através de marcadores de fungdo (ureia e creatinina)
e por meio de analises histopatoldgicas, onde foi confirmado o envolvimento da doenga com
alteracdes neste 6rgao.

Os microrganismo presentes nas superficies dos dentes relacionam a periodontite com
envolvimento de resposta inflamatoria intensa, através do recrutamento de células
polimorfonucleares que estimulam a liberagdo mediadores pro-inflamatdrios, como diferentes
classes de interleucinas (IL-1b, IL-17), TNF-a e quimiocinas para os sitios afetados, outras

moléculas sinalizadoras como espécimes reativas de oxigénio (EROs) e enzimas proteoliticas,
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que em altos niveis sdo responsdveis por ocasionar destruicdo tecidual; além de ativar
diretamente vias ligadas a reabsor¢ao 6ssea, como a RANK/RANKL/OPG (DA SILVA et al.,
2016; FREIRES et al., 2017; DA SILVA et al., 2018).

2.7  PERIODONTITE E POSSIVEIS EFEITOS SISTEMICOS

A relagdo entre a periodontite desencadeada por microrganismos patogé€nicos orais € a
aquisi¢ao de outras doencas vem sendo bastante discutidas no meio cientifico (CALDERARO
et al., 2016). Moléculas liberadas pelos periodontopatégenos ou durante os processos
imunogénicos, acabam por seguir via circulacdo sistémica se depositando nos mais diferentes
orgdos acarretando agressdes estruturais aos mesmos (PATHAK & MAHANTA, 2018).

Alguns autores relacionam a periodontite com a susceptibilidade de um individuo ter
comprometimento a nivel hepatico, desenvolvendo a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGN), em pacientes com esta doenca foi visto que o tratamento direcionado para a
periodontite foi capaz de reduzir niveis séricos de aminotransferases, outros estudos ja
demonstram que a relagdo entre carga oral bacteriana pode estar associada com progressao
acelerada de cirroses (PESSOA et al., 2018; HELENIUS-HIETALA et al., 2019.)

Diferentes estudos ja relacionam, disfuncdes endoteliais ocasionadas por moléculas
liberadas por patogenos periodontais, como causadores de quadro tipicos de doengas renais
cronicas (DRC), onde com a reducdo de carga desses patdogenos por meio de tratamento,
demonstrou melhorar a funcdo renal, entretanto alguns estudos tornam esses dados
contraditdrios, sendo insuficientes para considerar essas evidencias (FANG et al, 2015;

DESCHAMPS-LENHARDT et al., 2019).
2.8 TRATAMENTO CONVENCIONAL DA PERIODONTITE

No que se refere ao tratamento da periodontite, sdo ofertadas terapias invasivas
cirargicas e ndo cirdrgicas, que objetivam a retirada do biofilme bacteriano da superficie
dentaria, técnicas cirdrgicas minimamente invasivas, foram desenvolvidas na tentativa de
diminui¢do do trauma pos-operatorio, além de apresentarem maiores vantagens em reduzir os
niveis de insercao clinica e profundidade de sondagem (MAIOLA et al., 2015; RIOS et al,
2015).

Atualmente o tratamento convencional utilizado na clinica odontologica para tratar
periodontite, consiste na raspagem mecanica e alisamento radicular (RAR) que visam reduzir

a carga intra-oral de microrganismo € na pior da hipoteses, a extracdo do dente, apos
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administracdo de anestesia local, juntamente com a utilizagdo de diferentes antibidticos de
amplo espectro locais ou sist€émicos, para evitar recidivas, todos este processos gerando altos
custos dentro do setor publico (TONETTI et al, 2007, ALMEIDA et al, 2014;
AKHALWAYA; VUUREN; PATEL, 2018; BUNTE; HENSEL; BEIKLER, 2018).

Um dos fatores primordiais para o tratamento da periodontite ¢ o controle rigoroso da
quantidade de microrganismos existentes nos tecidos subgengivais, todos os pacientes sao
instruidos a adotar praticas de higienizacdo bucal adequada, sendo as mais bdasicas, como

escovacao regular e periddica (LISS et al., 2017).
2.8  PRODUTOS NATURAIS E A PERIODONTITE

Devido a crescente ineficacia de antibidticos orais de origem sintética utilizados na
clinica odontologica, ¢ gerada uma necessidade de alternativas preventivas, opc¢des de
tratamento e produtos voltados paras as doengas orais, ja que muitos microrganismos vém
adquirindo resisténcia a esses produtos e alguns destes produtos podem conter substincias
causadoras inclusive de efeitos adversos em pacientes (PALOMBO, 2011; DHINGRA, 2013;
BUNTE; HENSEL; BEIKLER, 2018).

Os produtos vegetais podem ser considerados como uma importante fonte alternativa
para o tratamento de doencas orais, devido aos seus componentes bioativos, € também por
serem exemplos drogas naturais como potenciais terapéuticos. (LAZAR; SAVIUC;
CHIFIRIUC, 2016; HICKL et al, 2018). O uso de produtos naturais como inibidores de
biofilme é seguro e menos toxico do que a utilizagdo de produtos sintéticos. E notavel a
quantidade de espécies de plantas e/ou de substancias extraidas de produtos naturais, que sao
utilizadas dentro da medicina tradicional popular para manuten¢do da higiene bucal, até
mesmo em combate aos mais variados tipos de doengas bucais, devido estes produtos
apresentarem agdo microbicida e citotoxica, que estdo direcionados principalmente a
metabolitos secundarios produzidos, sais fendis, taninos e flavonoides, e também devido suas
atividades anti-patogénicas (CHATTOPADHYAY et al., 2017; GUPTA & SHETTY, 2018).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para o tratamento da doenga periodontal.
Mecanismos terapéuticos tém sido avaliados para reducdo do biofilme bacteriano, para
controlar de forma efetiva, a progressdo da periodontite (DE OLIVEIRA et al., 2016).

Souza Filho et al. (2018), em estudo verificaram as propriedades anti-inflamatorias de
um polissacarideo extraido da goma do cajueiro (P-GC), na doenca periodontal induzida por
ligadura em modelos animais, um produto natural originado de fonte renovavel com possivel

atividade bioldgica. Os autores demonstraram aplicagdo topica de P-GC na dose de 150mg,
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reduziu significativamente a perda dssea alveolar, com diminuicdo da expressio de RNA
mensageiro de moléculas como, TNF-a, IL-1B, RANKL ¢ RANKL/OPG envolvidas no
processo de osteoclastogénese e baixa significativa na atividade de mieloperoxidase no tecido
periodontal.

Hatipoglu et al. (2015), utilizando animais da espécie Wistar, demonstraram que
extratos de Crataegus orientalis (espinheiro) quando administrado na dose de 100mg/kg
orogastricamente, apresentaram possivel potencial anti-inflamatorio, através da reducao da
contagem de células relacionadas com o fenomeno inflamatério e pela baixa presenca de
infiltrado inflamatério em achados histolégicos. O produto também promoveu redugdo
significativa em niveis de antioxidantes totais e do estresse oxidativo, regulando estas
moléculas, além de aumentar o nimero de osteoblastos teciduais indicando prevencao da
perda Ossea alveolar na periodontite experimental em ratos.

Extratos de Matricaria recutita L. (camomila) quando administrados por gavagem em
ratos albinos, wistar, demonstraram prevenir o fendmeno de reabsorcdo dssea alveolar,
impedindo a ativagdo de osteoclastos através da via de absor¢ao RANKL-OPG, achados
detectados por histometria, além de apresentar potencial anti-inflamatério, reduzido a
infiltragdo neutrofilica e atividade de mieloperoxidase no periodonto, sendo também capaz de
inibir moléculas pro-inflamatdrias responsaveis pelo mecanismo, como TNF-a e interleucina
1B (GUIMARAES et al., 2016).

Em estudo, Lima ef al. (2017), avaliaram os efeitos de extratos de flores de Calendula
officinalis (margarida) quando administrados de 2ml/kg ou 90mg/kg por gavagem,
demonstrando reduzir o processo inflamatorio e manter a eficacia normal do sistema
antioxidante, causando reduc¢do significativa de GSH e aumento dos niveis de MDA gengivais
além de preservar o tecido 0Osseo, quando avaliado por morfometria em modelos de
periodontite experimental.

Teixeira et al. (2017), conduziram estudo experimental, utilizando fémeas da espécie
Wistar, onde submeteram ao procedimento experimental de periodontite, através de fio de
nylon estéril. Os animais foram tratados via intraoralgastrica (gavagem) com extratos de
Stemodia maritima, durante onze dias, como resultados obtidos, foi possivel verificar reducao
em parametros inflamatorios, com citocinas e interleucinas, além de ser notado uma redugao
no mecanismo de extresse oxidativo, avaliado pela concentragao de moléculas envolvidas no
sistema, SOD e CAT, também foi vista redu¢do na perda 6ssea alveolar.

Extratos da planta medicinal 7ocoyena sellowiana (Cham & Schltdl) demonstraram

reduzir a perda Ossea alveolar em ratos submetidos a periodontite experimental por inibi¢ao
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das acdes de ciclooxigenase 2 (COX-2) e interleucina 1P. Para inducdo da periodontite nos
animais foi utilizado fio de nylon estéril, fixado na cérvice do segundo molar dos animais,
anestesiados, os mesmos foram tradados com doses do extrato da planta via oral dissolvidos
em solucdo de salina estéril (0,9%), nas dosagens de 0,1, 1 e 10mg/kg.

Estudos relataram algumas potencialidades farmacologicas, em proteinas do latex da
planta Plumeria pudica, tais como atividade anti-inflamatdria. As proteinas poderiam agir
diretamente na diminuicdo da liberacdo e/ou sintese de mediadores inflamatorios. Esta
propriedade pode ser interessante no estudo da doenca periodontal, visto que essa doenga,

promove intenso processo inflamatorio tecidual (RIBEIRO et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o efeito de proteinas do latex de Plumeria pudica (PLPp 40mg/kg) na

periodontite induzida por ligadura em ratos.
3.2 ESPECIFICOS

o Verificar a acdo anti-inflamatéria de PLPp (40mg/kg) por meio de avaliagdo
macroscopica clinica através do Indice de sangramento gengival (ISG) e Indice de
profundidade de sondagem (IPS);

. Mensurar atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPO) no tecido gengival e
hepatico dos animais;

. Estudar os efeitos de PLPp (40mg/kg) sobre a perda Ossea Alveolar através de
analise morfométrica;

o Avaliar os efeitos de PLPp (40mg/kg) na contagem total do nimero de leucocitos
no sangue periférico de animais tratados;

o Verificar relagdo entre peso de 6rgaos e peso corporal dos animais;

o Investigar efeitos de PLPp (40mg/kg) sobre o estresse oxidativo em 6rgdos como o
figado e rim, por meio de dosagens dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) e
concentracdes de Acido Malondialdeido (MDA);

. Dosar niveis de biomarcadores de injurias renais, ureia e creatinina e
biomarcadores de danos hepaticos, aminotransferases, AST e ALT no soro
sanguineo dos animais tratados;

) Dosar biomarcadores sanguineos (acido urico, albumina, célcio, colesterol total,
colesterol HDL, fosfatase alcalina e proteinas totais), para verificacdo de possiveis

danos sistémicos;
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4. METODOLOGIA

41  COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Coleta do latex, realizou-se na cidade litoranea de Parnaiba, situada no extremo norte
estado do Piaui. A planta foi identificada e sua exsicata depositada no herbario Delta do
Parnaiba da Universidade Federal do Piaui, sob niimero 2432. Seu cadastro foi encontrado na
plataforma SisGen com a numeracao AD8514C. Coleta e processamento do material seguiram
metodologia descrita por Santana et al., (2018). Para obtencdo do latex de Plumeria pudica,
galhos da planta foram cortados, sendo coletado o produto fluido de secrecdao (latex). Na
tentativa de minimizar o efeito natural, que ¢ a coagulag¢do do latex, o exsudato, coletou-se
cerca de 10mL do latex, em tubos Falcon (capacidade de armazenamento de 50mL),
previamente preenchidos com 10mL de agua destilada (1:1 v/v). Apds coleta, o material
passou por centrifugagdo, durante periodo de 15 minutos a 3600rpm, para separacao de fases
solida (borracha) e liquida (soro) do latex. O sobrenadante resultante do processo anterior
descrito, transferiu-se para membranas de dialise com capacidade para reten¢do de particulas
com massa molecular superior a 8kDa, e desprezou-se o precipitado, rico em borracha. O
material foi submetido a didlise por 48 horas contra agua destilada, realizando trocas
intermitentes dessa agua a cada 6 horas. Passado 48 horas o material passou por nova
centrifugacdo, nas mesmas condicdes descritas anteriormente e o sobrenadante obtido deste
procedimento congelado, e logo apds, liofilizado, o produto obtido por este processo foi

utilizado durante os experimentos para o tratamento dos animais.
4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para realizacdo dos experimentos, utilizou-se ratos (Rattus norvegicus albinos,
Wistar), fémeas, adultas, com peso variante entre 190 a 240g, obtidos no Biotério central da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais receberam alimentacao e agua ad libitum,
acomodados em gaiolas plésticas e submetidos a ciclos de 12 horas com iluminagdo e 12
horas sem iluminagdo, em ambiente com temperatura variante de 24 + 2°C, durante o decorrer

dos experimentos.
4.2.1. Critérios €ticos

Os procedimentos de manejo dos animais realizaram-se de acordo com principios €

normas internacionalmente aceitas para utilizacdo de animais em projetos de pesquisa e do
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COBEA (Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal). O presente estudo ¢ um subprojeto
que ja foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Federal do Piaui

(UFPI), representado por nimero de protocolo 385/17 (Anexo I).
43 INDUCAO DA PERIODONTITE

Os animais foram submetidos a anestesia, utilizando solugdes de 35mg/kg
Ketamina/Dopalen® (Vetbrands, SP, Brasil) e 15mg/kg de Xilazina/Anazedan® (Vetbrands,
SP, Brasil), via intramuscular (IM). Posteriormente seus pesos foram verificados em balanca
analitica, e em seguida acomodados em mesa operatoria (baku), para inicio do processo de
inducdo da doencga periodontal (Figura 4). Com os animais anestesiados, realizou-se abertura
bucal dos ratos, para facilitar a visualizagdo e permitir acesso aos dentes molares inferiores da
mandibula de cada animal. O inicio do procedimento deu-se através do afastamento do
primeiro e do segundo molar inferior, em ambos os lados (esquerdo e direito), para inser¢ao
do fio de nylon 3.0 (Procare®), utilizando agulha de fio de sutura. Envolveu-se o primeiro
molar inferior com fio de nylon, acomodando no sulco gengival, realizando-se suturas simples
de duplo reforco, nessa regido, para fixagdo completa e segura do fio (Figura 5), conforme

metodologia descrito por Vasconcelos et al., (2017).

Figura 4. Mesa operatoria para inicio do processo de indugo da periodontite. Fonte: Proprio autor.
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Figura 5. Procedimento inicial para induzir a periodontite. Fonte: Proprio autor.
4.4 TRATAMENTO

Os animais foram divididos em trés grupos para realizacdo do experimento: grupo
controle negativo (saudavel e sem inducdo), grupo periodontite (induzido e ndo tratado) e
grupo PLPp (induzido e tratado), em uma média de oito animais por grupo.

Todos os animais do grupo PLPp foram tratados com a fracdo na dose de 40mg/kg,
sendo esta dose estipulada de acordo com resultados positivos ja vistos para atividade anti-
inflamatoria, observado por Fernandes et al. (2015). Solubilizou-se o material proteico em
0,5ml de solugdo salina (NaCl 0,9%), com aplicacdo realizada por via intraperitoneal (i. p.)
como esquematizado na figura 6, durante 20 dias, diariamente, onde a quantidade de PLPp

utilizada, estipulada de acordo com estimativas de peso diario dos animais.

Figura 6. Esquematizagdo do tratamento em ratos por via i. p. Fonte: https://www.clodrosome.com/animal-
injection/
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45  ANALISES MACROSCOPICAS PARA AVALIAR INFLAMACAO
45.1 Indice de Sangramento Gengival (ISG)

O Indice de Sangramento Gengival foi realizado por meio de sondagem do tecido
gengival por dez segundo, utilizando sonda exploratdria, sendo os resultados classificados de

acordo com protocolo descrito por Liu ef al., (2014) da seguinte forma:

Tabela 1. Escores macroscopicos de inflamacao

Escores Margem gengival (MG) e Papila Gengival (PG)

0 Integra, saudavel e sem sangramento

1 Leve inflamacgdo, alteracdo em coloragdes, auséncia de edema e
sangramento localizado

2 Moderadamente inflamadas, alteracdes em coloracdo, presenca de
leve edema e sangramento presente no sulco gengival

3 Inflamagdo moderada, mudanga de cor, presenca de leve edema e
sangramento presente no sulco gengival

4 Inflamagdo grave, mudanca na coloragdo, presenca de edema

5 Inflamag@o grave, mudanga na coloragdo, edema presente e grave,
ulcera e sangramento.

45.2 Indice de Profundidade de Sondagem (IPS)

Verificou-se a profundidade de sondagem através do uso de sonda milimetrada

adaptada, como realizado Liu et al., (2012).
46  ANALISE MORFOMETRICA

Para definir Altura Ossea Alveolar (AOA), partindo da Jungdo Cemento-Esmalte
(JEC) a Crista Ossea Alveolar (COA), as mandibulas que foram conservadas em formaldeido
10%, apos eutandsia dos animais, sendo limpas para retirada de tecido mole restante, e
coradas utilizando azul de metileno a 1% (Dinamica®, Diadema, Sao Paulo, Brasil).

Utilizando estereomicroscopico (LUPETEC®, MRP 09) com aumento através de
objetiva de 30x, capturou-se imagens da altura Ossea alveolar de cada hemimandibula.
Analisou-se as imagens em programa de computador especifico, Image J (Media
Cybernetics®, CA, USA), por 6 investigadores devidamente calibrados, para andlise de AOA
(Figura 7), medindo quatro pontos na face lingual. As medidas obtidas resultantes a partir do

eixo da raiz, como se verifica abaixo:
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(1) AOA 1 — Distancia verificada entre a altura da JEC até a COA, na por¢do mesial do
primeiro molar inferior da mandibula.

(2) AOA 2 — Distancia verificada entre a altura da JEC até a COA, na por¢do medial da
raiz do primeiro molar inferior da mandibula.

(3) AOA 3 — Distancia verificada entre a altura da JEC até a COA, na porgdo mediana da
raiz intermediaria do primeiro molar inferior da mandibula.

(4) AOA 4 - Distancia verificada entre a altura da JEC até a COA, na por¢do mediana da

raiz distal do primeiro molar inferior da mandibula.

Figura 7. Medidas morfométricas da Altura Ossea Alveolar (AOA). Regido correspondente a crista Ossea
alveolar (1) e por¢do mediana das raizes mesial (2), intermediaria (3) e distal (4), face lingual do primeiro molar
inferior em animais submetidos a periodontite experimental. Mandibulas coradas por solugdo de Azul de
Metileno 1%. Visualizagdo em estereomicroscopio com aumento em objetiva de 30x.

47 RELACAO ENTRE PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Com o auxilio de balanca analitica foram verificados os pesos dos animais
diariamente, sendo contado com primeiro dia, o dia de indu¢do e o vigésimo dia, o dia de

eutanasia dos animais.
4.8 RELACAO ENTRE PESO DO ORGAO POR PESO CORPORAL DE ANIMAL

ApOs eutanasia dos animais de todos os grupos, houve a retirada de os 6rgaos (figado e
rim) para posteriores analises, seus pesos umidos foram verificados em balanca analitica
devidamente calibrada, sendo realizadas comparagdes entre peso dos 6rgaos de um respectivo

animal com seu peso corporal relagao feita entre todos os animais, em todos os grupos.
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49  CONTAGEM TOTAL DO NUMERO DE LEUCOCITOS

Colheu-se amostras sanguineas oriundas do plexo retro-orbital (oftdlmico) de cada
animal, utilizando microtubos capilares. O sangue coletado em tubos proprios contendo
solucao de anticoagulante (EDTA) e em tubos de ensaio sem presenca de anticoagulante para
obtencao de soro, utilizados posteriormente para analises bioquimicas.

Apos coleta, o sangue ndo coagulado foi utilizado para contagem total de leucocitos,
seguindo procedimento de Carvalho, (1975), em tubo de ensaio foram pipetados 380uL de
solucdo de Turk e adicionados 20uL de sangue (propor¢ao de 1:20) com a solugdo
homogeneizada, pipetou-se de 10 a 15uL da solugdo e colocados em cdmara de Newbauer
(0,100/0,0025 mm?, SUPERIOR®, MARINFIELD, GERMANY). Os leucécitos foram
contados a partir da visualizagdo dos quatro quadrantes principais da camara, sendo os

resultados expressos em n x 10° células (leucdcitos) /mL de sangue periférico.
410 ANALISES BIOQUIMICAS
4.10.1 Avaliagdo de atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Para avaliacdo da atividade de MPO em tecidos, seguiu-se protocolo descrito por
Bradley (1982). Logo apos eutanasia dos animais, coletou-se porgdes gengivais de cada
animal em ambos os lados anatomicos, com auxilio de lamina de bisturi e do figado dos
animais. As amostras foram incubadas com solugdo de HTAB (Brometo de
hexadecilmetilamoénio) a 0,5% (50mg de tecido/mL) em tubos eppendorfs. Apds incubagao as
amostras, sendo entdo homogeneizadas com auxilio de homogeneizador de tecidos celulares
(PHD®, MTDHH4). O produto resultante do procedimento anterior, foi centrifugado em
condig¢des de 4000rpm, por 20 min, a 4°C. Com sobrenadante recuperado e posto em pogos de
placa de Elisa, marcados e identificados adequadamente, a atividade da enzima
Mieloperoxidase teve mensuragdo em leitora de enzima-ligada ELISA (Leitora Touch

Bioeasy®), utilizando absorbancia de 450nm.
4.10.2 Determinagao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Para a determinagdo dos niveis de glutationa seguiu-se protocolo proposto por Sedlak
& Lindsay (1968). Fragmentos de figado e rim foram homogeneizados em solugdo de EDTA
0,02M, por meio de homogeneizador de tecidos celulares (PHD®, MTDHH4), apds obtengao
de homogenato a 10%, adicionou-se 320uL de agua destilada, em aliquotas de 400uL do
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homogenato completando o volume final com 80uL de &cido tricloroacético a 50%. O
material foi centrifugado em condigdes de 3000rpm durante 15 minutos a temperatura de 4°C.
Apos centrifugacao, coletou-se 400uL, acrescentando 800uL de solugdo tampao (Tris) (0,4M;
pH 8,9) e 20uL de DTNB (0,01M) pesado 13,2mg de acido nitrobenzoico para adi¢ao de
3,33mL de metanol, agitados por 3 minutos. As absorbancias das amostras tiveram
mensuracdo em comprimento de onda 412nm, por espectrofotdmetro e os resultados obtidos

expressos em pug de GSH por grama de tecido.
4.10.3 Determinagio da concentragio de Acido Malondialdeido (MDA)

Para determinagdo da concentragio de Acido Malondialdeido, seguiu-se protocolo
proposto por Mihara & Uchiyama (1978). Homogeneizando individualmente, fragmentos de
tecidos correspondente, a figado e rim, em homogeneizador de tecidos celulares (PHD®,
MTDHH4), com solu¢do gelada de KCl a 1,15% para preparo de 10% do homogenato. A
seguir, adicionou-se aliquotas de 250uL do homogenato em tubos contendo 1,5mL de H3POg4
e 0,65uL da solugdo de acido tert-butil (butanol) a 0,6%. Os tubos foram aquecidos em banho
de agua, com temperatura de 100°C, imediatamente logo ap0s, resfriou-se a mistura por meio
de banho de 4gua gelada, para efeito de “choque térmico” e posteriormente adicionando-se
2mL de n-butanol. As amostras foram agitadas durante 1 minuto, sendo submetidas a
centrifugacdo sob refrigeracdo (4° C) a 3000rpm, durante 20 minutos. O sobrenadante
recuperado teve absorbancia mensurada em comprimentos de onda de 520 e 535nm, sendo
que a partir da diferenca da absorbancia nas duas leituras, obteve-se os valores. Os resultados

sendo expressos por nmol/g de tecido.
4.10.4 Dosagem de Ureia sérica

Através de protocolo previamente descrito, contido na embalagem do kit Labtest®
Ureia, mediu-se a quantidade de ureia no soro sanguineo dos animais de cada grupo (grupo
controle, periodontite e PLPp), 100uL de soro animal foram adicionados em tubos de ensaio,
juntamente com ImL de uréase tamponada, a mistura teve de ser incubada em banho-maria a
37° C, durante 5 minutos. Apdés 5 minutos, adicionou-se ImL de oxidante de uso e a
absorbancia do teste determinada por espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de

600nm. Os resultados expressos a partir do seguinte célculo:

mg/dL= Absorbancia do teste/Absorbancia do padrdo x 70
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4.10.5 Dosagem de Creatinina sérica

Para dosagem de creatinina, verificou-se protocolo contido no kit comercial
bioquimico (Labtest®, MG, Brasil) especificos para creatinina. Pipetou-se 250uL de soro
animal em tubos de ensaio, juntamente com 2mL de tampao (reagente n° 2) e 500uL de acido
picrico (reagente n° 1). Aqueceu-se mistura em banho-maria, durante 10 minutos, a 37°C. Para
determinagdo de absorbancia utilizou-se espectrofotometro ajustado para comprimento de
onda de 510nm, sendo esta determinacdo entendida como primeira leitura, ¢ o valor de
absorbancia resultante, descrito como Aj.

Apbs primeira leitura, adicionou-se 100uL de solucdo acidificante (reagente n® 4) a
mistura, deixando-se repousar em temperatura ambiente, durante 5 minutos. Uma segunda
leitura foi realizada no mesmo comprimento de onda anteriormente descrito (510nm), sendo a

absorbancia do teste descrita como A». Resultados obtidos através da equagao:
Creatinina (ndo corrigida) = A1-A2/Absorbancia do padrao x 4,00 mg/dL
4.10.6 Dosagem de AST e ALT no soro sanguineo

Para dosagens de aminotransferases (AST e ALT), seguiu-se protocolo descrito via
bula contido em kits bioquimico comercial (Labtest®, MG, Brasil), especifico para AST e
ALT, contidos na caixa dos reagentes. Para preparacdo do reagente de trabalho, adicionou-se
quantidades especificas de reagente n° 1 ao reagente n° 3; 100uL do reagente de trabalho,
foram adicionados a tubos de ensaios contendo 80uL de soro animal, colocou-se a mistura em
banho-maria, durante 10 minutos em temperatura de 37°C, passados os 10 minutos,
adicionou-se 200uL de reagente n° 2. Realizada leitura em espectrofotometro utilizando

absorbancia de 340nm.

4.10.7 Dosagem de marcadores bioquimicos séricos

Realizou-se dosagens de marcadores bioquimicos dos animais, utilizados Kkits
especificos para tais, como acido urico, albumina, célcio, colesterol total e HDL, fosfatase
alcalina e proteinas totais, todos os procedimentos seguiram protocolos descritos vide bula,

(Labtest®, MG, Brasil), de acordo com os respectivos kits.
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411 ANALISES ESTATISTICAS

Para andlises de dados estatisticos, em todos os experimentos foram calculadas as
médias = EPM de certo nimero de eventos (n) em cada grupo. Diferenca estatistica entre os
grupos foi determinada através de andlise de variancia (ANOVA) e a comparagdo entre as
médias feita por meio do teste de Student-Newman-Keuls ou Turkey’s, para dados
paramétricos e teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de multiplas comparagdes de Dunn’s
para dados nao paramétricos. Uma diferenga de p< 0,05 foi considerada estatisticamente
significativa. Os dados foram plotados e por fim analisados em programa GraphPad Prism

versao 7.0®.
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5. RESULTADOS

Apos 20 dias de inducdo periodontal, foram realizadas anélises macroscopicas clinicas
do tecido gengival, dos molares inferiores direito e esquerdo de cada animal dos grupos,
demonstrando a presenga de biofilme bacteriano aderido as areas em que continham as
ligaduras, com presenca de aspecto inflamatdrio. Através de analise macroscopica, utilizando
sonda milimetrada adaptada, foram identificadas presencas de pequenas ulceras, com pontos
hemorragicos, presenca de focos inflamatdérios e edema severo em animais ndo tratados
(Figura 8B). Em achados vistos para o grupo controle negativo, nao foi visualizado nenhum
aspecto inflamatdrio, como esperado (Figura 8B), animais com PLPp apresentaram pouca
forma¢do de biofilme (Figura 8C), contudo, os pardmetros inflamatorios s6 poderdo ser

avaliados a partir dos testes especificos (ISG e IPS).

4
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Figura 8. Visualizagdo macroscopica do molar inferior direito de animais. (A) Animal saudavel. (B) Animal
induzido e ndo tratado. (C) Animal induzido e tratado com PLPp (40mg/kg), apds 20 dias. Fonte: Proprio autor.

51 [NDICE DE SANGRAMENTO GENGIVAL (ISG)

O grupo periodontite apresentou altos valores referentes a este parametro (2,7 + 0,08
mm), quando comparado aos animais do grupo controle negativo (0,1 = 0,07 mm), por sua
vez animais tratados com PLPp (40mg/kg), apresentando reducdes estatisticamente

significativas para os valores de ISG (1,9 = 0,2 mm). Dados apresentados na figura 9.
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Figura 9. Efeito de PLPp sobre o Indice de Sangramento Gengival — ISG. *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs
grupo periodontite. Dados descritos como média + E.P.M. de oito animais por grupo. Kruskal-wallis seguido por
teste de Dunn’s para compara¢des multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp — Proteinas do

latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).

5.2  INDICE DE PROFUNDIDADE DE SONDAGEM (IPS)

Resultados para IPS encontram-se apresentados na figura 10. Animais pertencentes ao
grupo periodontite sem tratamento, apresentaram valores estatisticamente elevados (2,1 £ 0,1
mm), quando comparados aos valores vistos em animais do grupo controle negativo (0,6 +
0,04 mm). Em contrapartida, o grupo tratado com a fragdo proteica PLPp (40mg/kg),
demonstrou redugdo significativa nos valores referentes ao parametro avaliado (1,6 = 0,2
mm).
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Figura 10. Efeito de PLPp sobre o indice de Profundidade de Sondagem — IPS. *p< 0,05 vs grupo salina. #p<
0,05 vs grupo periodontite. Dados descritos como média + E.P.M. de oito animais por grupo. Kruskal-wallis
seguido por teste de Dunn’s para comparacdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp —

Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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5.3 MENSURACAO DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Para resultados observados na mensuracdo de MPO no tecido gengival, o grupo
periodontite apresentou expressivas elevagdes (10,7 £ 1,3 U/mg de tecido), quando
comparados a animais sadios (grupo controle negativo) (2,7 = 0,6 U/mg de tecido). Por sua
vez PLPp (40mg/kg), conseguiu reduzir a atividade enzimadtica no tecido gengival dos animais
tratados, de maneira significativa, p< 0,05, apresentando valores estatisticamente baixos (3,43
+ 0,7 U/mg de tecido), como visto na figura 11A. Entretanto, quando a mensuragao
enzimatica foi realizada no tecido hepatico dos animais, resultados para o grupo tratado com a
fracdo proteica ndo diferiram estatisticamente dos demais, ndo havendo redu¢do de modo

eficiente para a quantidade enzimatica neste tecido (Figura 11B).
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Figura 11. Mensuracdo de MPO no tecido gengival (A) e hepatico (B). *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs
grupo periodontite. Dados vistos como média + E.P.M. média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido
por teste de Turkey’s para comparagcdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp —
Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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5.4  ANALISE MORFOMETRICA DA ALTURA OSSEA ALVEOLAR (AOA)

O processo de indugdo da periodontite experimental deu-se durante 20 dias
consecutivos. Dentre todas manifestagdes clinicas, foi notado uma perda significante de tecido
de suporte dentario, levando a perda oOssea alveolar. Para dados estatisticos o grupo
periodontite apresentou elevados indices de altura ¢ssea alveolar (5,3 + 0,1 mm). Valores para
0 grupo controle negativo apresentaram-se estatisticamente baixos (2,9 = 0,05 mm), p< 0,05,
em animais tratados com PLPp (40mg/kg), foi observado de modo significativo a preservagao
da AOA, apresentando redugdo destes valores (4,7 = 0,2 mm) para este parametro quando

comparado ao grupo periodontite. Os dados podem ser observados na figura 12.
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Figura 12. Altura Ossea Alveolar (AOA). *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs grupo periodontite. Dados
vistos como média = E.P.M. média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido por teste de Turkey’s para
comparagdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp — Proteinas do latex de Plumeria

pudica (40mg/kg; i. p.).
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5,5  RELACAO ENTRE PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados durante os dias de tratamento do experimento de
periodontite. Seus pesos foram verificados no dia da indugdo da doenga (primeiro dia de

tratamento) e consecutivamente durante os dias de tratamento. Resultados dos pesos estdo

apresentados na figura 13.
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Figura 13. Varia¢do do peso de animais. (A) grupo controle verificado por 14 dias. (B) grupo periodontite,
verificado por 18 dias. (C) grupo tratado, verificado durante 20 dias. Dados vistos como média = E.P.M. média
de 8 animais por grupo. ANOVA seguido de teste Student-Newman-Keuls.

56 RELACAO ENTRE PESO DO ORGAO POR PESO CORPORAL DE ANIMAL

Apo6s eutandsia, o figado e os rins de cada animal dos grupos envolvidos foram
retirados e seus pesos umidos verificados. Os valores dos pesos de 6rgaos dos animais de cada
grupo (controle negativo, periodontite e PLPp), estdo representados na tabela 2. Diferencas
estatisticas foram observadas entre os grupos trés grupos envolvidos com o experimento,
porém ndo foram consideradas significantes, p> 0,05. Com isso PLPp (40mg/kg) demonstrou

ndo provocar alteracdes significativas nas massas corporais dos o6rgdos, quando comparados
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ao grupo periodontite e ao grupo controle negativo.

Tabela 2. Peso imido (g/100 g de animal) de 6rgdos (figado e rim) de ratos submetidos a periodontite

induzida e tratados com proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg).

Parametros Grupos experimentais
Controle negativo Periodontite PLPp
Figado 3,3+0,1 3,9+0,08 3,7+0,1
Rim 0,7 0,02 0,7+ 0,01 0,6 £0,01

Dados vistos como média + E.P.M. Média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido por teste de
Turkey’s para comparagdes multiplas, p> 0,05.

57 CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS (CTL)

Para contagem do numero de leucdcitos no sangue total dos animais, os resultados
estdo apresentados na figura 14. Em animais pertencentes ao grupo periodontite houve
aumento significativo de leucécitos totais (14,121 + 481,7 mm?) no sangue dos animais, em
contraste, o grupo controle negativo demonstrou valores reduzidos para este parametro
(10,544 + 254,5 mm?). Por sua vez quando os animais foram tratados com a fragdo proteica
PLPp (40mg/kg), via i. p., houve reducdo significativa na contagem de leucdcitos (12,283 +
156,3 mm?).
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Figura 14. Efeitos de PLPp na Contagem Total de Leucocitos (CTL). *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs
grupo periodontite. Dados vistos como média + E.P.M. média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido
por teste de Turkey’s para comparagdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp —
Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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5.8 DOSAGEM DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Para dosagem dos niveis de GSH no tecido hepatico, animais com periodontite

induzida apresentaram redugdo nos niveis da molécula (0,187 £ 0,01 nmol/g de tecido),

quando comparados ao grupo controle negativo (0,466 = 0,03 nmol/g de tecido). O tratamento

dos animais com PLPp (40mg/kg), demonstrou preservar os niveis de GSH (0,304 + 0,04

nmol/g de tecido) (Figura 15A). Em contraste, para resultados da dosagem, avaliados no

tecido renal nao foram vistas diferencas significativas entre os grupos avaliados (Figura 15B).
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Figura 15. Efeitos de PLPp sobre os niveis de Glutationa Reduzida (GSH) no tecido hepatico (A) e renal (B).
*p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs grupo periodontite. Dados vistos como média + E.P.M. média de 8 animais
por grupo. ANOVA one-way seguido por teste de Turkey’s para comparagdes multiplas. CN — Controle
Negativo; Perio — Periodontite; PLPp — Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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59  AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDO MALONDIALDEIDO (MDA)

Dosagens da concentragdo de MDA no tecido hepatico de animais pertencentes ao
grupo periodontite apresentaram significativa elevagao (133 + 5,5 nmol/g de tecido),
diferentemente foram valores vistos para o grupo controle negativo (81,52 + 1,0 nmol/g de
tecido), o tratamento dos animais durante 20 dias com a fracdo proteica (PLPp 40mg/kg),
reduziu os resultados referentes a concentragdo da molécula (88,04 £ 0,7 nmol/g de tecido).
Em relagdo as concentra¢des da molécula em tecido renal dos animais, demonstrou-se elevada
em animais com periodontite, ndo tratados (347,1 + 2,5), diferentemente do grupo controle
(141,9 £ 2,3), por sua vez animais tratados com PLPp (40 mg/kg) apresentaram leve redugao

(308,6 + 2,6), ainda assim estatisticamente significante, p< 0,05.
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Figura 16. Efeitos de PLPp sobre a concentra¢ao de dcido malondialdeido (MDA) no figado (A) e rim (B). *p<
0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs grupo periodontite. Dados vistos como média + E.P.M. média de 8 animais por
grupo. ANOVA one-way seguido por teste de Turkey’s para comparagdes multiplas. CN — Controle Negativo;
Perio — Periodontite; PLPp — Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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5.10 MENSURACAO DE AMINOTRANSFERASES (AST E ALT)

Valores de aminotransferases séricas estdo representados na figura 17. A periodontite
elevou as concentragdes de ALT no soro dos animais (63,2 + 3,1 U/L), quando comparado aos
observados no grupo controle negativo (49,8 + 1,7 U/L). Em animais tratados com PLPp
(40mg/kg), foi observada redugdo estatisticamente significante, p< 0,05, para os dados
obtidos (49,3 + 5,6 U/L) quando comparados ao grupo periodontite, assemelhando-se ao
grupo controle negativo (Figura 17A), contudo, valores de AST diferiram entre grupos,

entretanto, nao foram consideradas significativas, p> 0,05, (Figura 17B).
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Figura 17. Mensuracdo de aminotransferases AST (A) e ALT (B). *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs grupo
periodontite. Dados vistos como média = E.P.M. média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido por
teste de Turkey’s para comparacdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp — Proteinas
do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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5.11 VERIFICACAO DE UREIA E CREATININA SERICA

Para resultados de marcadores renais séricos (ureia e creatinina), os dados estdo
representados na figura 18. Valores referentes a dosagem de ureia do grupo experimental
PLPp 40mg/kg nao demonstraram significancia quando comparados ao grupo periodontite, p>
0,05. Resultados para creatinina apresentaram-se baixos no grupo periodontite (0,25 + 0,05
mg/dL), o grupo controle negativo apresentou valores elevados (0,36 + 0,02), de modo
semelhante foi visto para resultados do grupo tratado com PLPp (40mg/kg) (0,48 + 0,05
mg/dL).
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Figura 18. Dosagem de ureia (A) e creatinina (B) no soro sanguineo. *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs
grupo periodontite. Dados vistos como média + E.P.M. média de 8 animais por grupo. ANOVA one-way seguido
por teste de Turkey’s para comparagdes multiplas. CN — Controle Negativo; Perio — Periodontite; PLPp —
Proteinas do latex de Plumeria pudica (40mg/kg; i. p.).
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512 BIOMARCADORES SANGUINEOS

Além dos marcadores bioquimicos ja descritos, outros foram avaliados no soro
sanguineo dos grupos de animais, como apresentados na tabela 3. Para resultados de
marcadores analisados no soro sanguineo de animais tratados com a fracao PLPp (40mg/kg),
albumina e célcio quando dosados, demonstraram resultados significantes quando

comparados aos animais sem qualquer tipo de tratamento, apenas com a indu¢ao periodontal.

Tabela 3. Avaliacdes de biomarcadores sanguineos.

Controle negativo Periodontite PLPp

Acido Urico 1,4£0,1 1,6 £0,2 1,3+0,2
Albumina 3,3+0,09 2,6+0,1" 3,2+0,08"
Calcio Total 10,4 +0,1 9,03+0,2° 10,8 + 0,2*
Colesterol Total 98,1 £4,8 93,3+6,3 90,4+5,5
Colesterol HDL 253+0,4 26,6+ 1,0 26,1 £0,8
Fosfatase Alcalina 61,2+4,4 63,6 £ 6,0 65,5+5,1
Proteinas Totais 7,7+0,1 9,1+£0,5 8,9+0,3

Dados vistos como média = E.P.M. Média de 8 animais por grupo. *p< 0,05 vs grupo salina. #p< 0,05 vs grupo
periodontite. ANOVA one-way seguido por teste de Turkey’s para comparagdes multiplas.



52

6. DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo que associa os efeitos farmacologicos de proteinas do latex de
P pudica (PLPp) com os efeitos clinicos da periodontite. Em animais tratados com PLPp
(40mg/kg), foram observadas redugdes em parametros inflamatorios, na progressao da perda
de altura ossea alveolar, na contagem de leucécitos, além da reducdo de biomarcadores de
lesdo tecidual e preservacao da estrutura morfologica de tecidos estudados.

A periodontite ¢ responsavel por inimeras respostas inflamatorias teciduais visiveis,
desde a presenga de ulceras, edemas, hemorragias, alteragdes de cor no tecido afetado e
sangramento local (PAVONE et al, 2015). O modelo experimental utilizando animais
murinos (ratos), tem sido interessantemente utilizado com intuito testar hipoteses bioldgicas e
fisiologicas, além de ser utilizado por obter vantagens como fornecer resultados rapidos e
satisfatorios para instalacdo e progressdo da periodontite cronica, além de observar-se
semelhanca anatdmica de seus tecidos periodontais ao dos humanos (HATIPOGLU et al.,
2015; GUIMARAES et al., 2016; DE MOLON et al., 2018).

Nos ultimos anos ¢ notavel o crescimento de estudos que reportam o potencial
cientifico/farmacoldgico de varias espécies de plantas, onde se relacionam atividades
antioxidantes, antimicrobianas, analgésicas, antitumorais e até mesmo anti-inflamatoérias,
instigando a investigacdo para possiveis descobertas de novas fontes bioativas com
propriedades benéficas (FERNANDES et al,, 2015; KERCHE SILVA, 2017; LOURENCO et
al., 2018; NASRI et al., 2018 RIBEIRO et al., 2018).

Por apresentar propriedades farmacologicas ja comprovadas como, atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva (FERNANDES et al., 2015), antidiarreica (SANTANA et al,,
2016), e por apresentar baixa toxicidade em modelos animais (SOUZA, 2018), fragdes do
latex de P. pudica 40mg/kg, foram utilizadas frente a periodontite experimental induzida em
modelos animais. O presente estudo contribui para demonstrar e reforcar atividades
farmacoldgicas ja vistas em proteinas encontradas no latex desta planta. O que seria de
interessante percep¢do, encontrarmos alternativas terapé€uticas, seguras, de facil obtengdo,
disponibilidade e baixo custo, uma vez que a periodontite ¢ um agravo considerado de saude
publica.

A instalacdo de um biofilme bacteriano a nivel de sulco gengival ¢ responsavel por
iniciar e dar progressdo ao processo inflamatério no tecido afetado, levando
consequentemente ao aumento da profundidade de bolsa periodontal (DONOS, 2017).

Animais tratados com a fracdo PLPp (40mg/kg), apresentaram redugdes em
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parametros inflamatdrios, com diminuicdo de edema localizado, pouca presenga focos
ulcerativos e diminui¢do de sangramento a nivel gengival, pardmetros estes analisados de
acordo com escores designados por Liu et al., (2012), quando comparados aos animais do
grupo periodontite, que obtiveram os mesmos escores de forma elevada para parametros
inflamatorios.

Valores referente ao indice de profundidade de sondagem apresentaram-se reduzidos
em animais submetidos ao tratamento com PLPp (40 mg/kg), demonstrando melhorias para as
consequéncias clinicas da doenga, uma vez que indices elevados de IPS e ISG, indicam de
forma evidente de progressao da periodontite (CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et
al., 2018).

A enzima mieloperoxidase liberada por granulos azurdfilos de neutrofilos
polimorfonucleares, ¢ utilizada como marcador de atividade inflamatoria, de modo indireto
para medir a infiltracdo neutrofilica tecidual, encontrando-se nestes casos em niveis elevados
(QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009). Neutrofilos sdo considerados células de linha de frente
durante um processo inflamatoério, com a progressao da periodontite, a mieloperoxidase ¢
intensamente liberada por polimorfonucleares na tentativa de fagocitar microrganismos
invasores (GUIMARAES et al., 2016; YOSHIHARA-HIRATA et al., 2018).

PLPp (40mg/kg) foi capaz de reduzir o infiltrado neutrofilico em aproximadamente
68,2% na porcao gengival dos animais (Figura 11), resultados semelhantes foram vistos em
estudo utilizando extratos da planta Tocoyena sellowiana (Jenipapo bravo), no modelo de
periodontite induzida em ratos (RIBEIRO et al., 2018); e também quando foram utilizados
extratos aquosos de flores de Calendula officinales (Margarida) em ratos submetidos a
periodontite induzida (SOUSA et al., 2018). A capacidade em reduzir a atividade de MPO foi
anteriormente observada por nosso grupo de pesquisa no trabalho publicado por Fernandes et
al., (2015). PLPp reduziu de modo significativo a atividade intraplantar de MPO induzida
pela administracdo de carragenina em animais.

O microrganismo Porphiromonas gengivalis um dos principais envolvidos diretamente
com a periodontite, tem capacidade de secretar moléculas que agem por inibir maturagdo e
mineralizagdo de osteoclastos, reduzindo altura 6ssea alveolar e reabsor¢ao 6ssea (ZHANG et
al., 2014). Na periodontite experimental, a ligadura fixada aos dentes dos animais leva ao
aumento significante da distdncia entre a jungdo cemento-esmalte e a crista Ossea alveolar
(PRESTES et al, 2018). A perda 6ssea alveolar ¢ um dos eventos mais caracteristicos e
especificos da periodontite, sabe-se que citocinas liberadas durante a resposta inflamatoria sao

responsaveis por danos lesivos causados ao tecido (RIBEIRO et al., 2018).
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Para analise da altura 6ssea alveolar (AOA), foi observado diferenga estatistica
significante, p< 0,05, quando realizado comparagdes entre os grupos PLPp e grupo
periodontite, onde PLPp na dose de 40mg/kg conseguiu reduzir significativamente a perda
ossea alveolar (Figura 13), de modo semelhante, aos resultados apresentados pelo grupo
controle negativo. Resultados como estes assemelham-se aos obtidos por administragdo de
extratos de Crateagus orientalis para prevencdo da perda Ossea alveolar na periodontite
experimental induzida em ratos (HATIPOGLU et al., 2015); por Ribeiro et al., (2018), onde
extratos de Tocoyena sellowiana (Jenipapo bravo), inibiram de forma significativa a perda
Ossea alveolar, quando os animais eram tratados com doses do extrato da planta.

PLPp (40mg/kg) ndo demonstrou alteracdes significantes em relagdo ao peso do
orgdo/massa corporal dos animais, de igual modo nenhum grupo apresentou diferenca
estatistica para este parametro. Tomofuji ef al., (2007), relatam em estudo ndo haver diferenca
entre peso de animais saudaveis e animais com periodontite induzida. Carvalho et al., (2017),
notaram que a inducdo da periodontite ndo causou alteragdes significantes no peso do figado
de animais, quando comparados com o grupo controle negativo. De mesmo modo,
Vasconcelos ef al., (2018) ndo descrevem diferenca significativa para peso corporal e peso do
figado entre animais saudaveis e com periodontite.

Processo inflamatorios sdo caracteristicos pelo recrutamento de células leucocitarias,
onde os neutrofilos exibem papel principal, como células que migram para os tecidos
agredidos, apresentando-se para resposta primaria do sistema imunoldgico (ROSSAINT;
MARGRAF; ZARBOCK, 2018).

PLPp (40 mg/kg) conseguiu reduzir de maneira significante a contagem de células
leucocitarias no sangue total dos animais tratados, demonstrando acdo anti-inflamatoria por
parte do produto proteico, como ja mencionado em estudo anterior (FERNANDES et al.,
2015). Em estudo similar, utilizando produtos naturais, o extrato de Matricaria recutita L.
(camomila), obteve éxito em reduzir o nimero de leucdcitos sanguineo, principalmente na
série neutrofilica e também baixa em outras linhagens como linfocitos (GUIMARAES et al.,
2016). Leite et al, (2014) em estudo, demonstram que em pacientes que sofriam com
periodontite severa, submetidos a terapia periodontal (pds-tratados), os valores relacionados a
contagem de células brancas estavam reduzidos quando comparados a pacientes antes do
tratamento.

Em pacientes saudaveis existe uma relagdo de equilibrio entre o sistema antioxidante e
as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas no organismo (HATIPOGLU et al.,

2015). Pacientes que sofrem com quadros de periodontite cronica desenvolvem baixa
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capacidade de funcionamento do sistema antioxidante quando comparados a pacientes
saudaveis, com isso a producdo excessiva de EROs por neutréfilos sensibilizados, sdo uma
das condi¢des patoldgicas mais especificas relacionadas com a periodontite, em muitos casos
acarretando dano lesivos aos tecidos agredidos (HATIPOGLU et al, 2015; TOTHOVA;
CELEC, 2017; WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017).

Estudos demonstram que neutréfilos isolados do sangue periférico de pacientes
portadores de periodontite, geram niveis mais altos de EROs quando comparados a
neutrofilos isolados do sangue periféricos de pacientes saudaveis (WANG; ANDRUKHOV;
RAUSCH-FAN, 2017).

O procedimento de periodontite experimental resulta em baixa significante dos niveis
de GSH, com subsequente aumento da concentracdo de MDA nos tecidos lesados, de igual
modo visto na periodontite cronicas em humanos (AMBATI et al., 2017; LIMA et al., 2017)

Niveis de GSH avaliados no tecido hepatico de animais tratados com a fragao proteica
(PLPp 40 mg/kg), encontraram-se preservados proximos a normalidade. Como observado e
descrito por Franca et al, (2017), animais submetidos ao procedimento de periodontite
experimental por ligadura, sem qualquer tipo de tratamento, tendem a apresentar niveis de
GSH inferiores a normalidade, demonstrando haver consumo desta molécula pelo sistema de
defesa antioxidante.

O Acido malondialdeido (MDA) ¢ um subproduto da peroxidagio lipidica, liberado
durante o processo de estresse oxidativo, ¢ biomarcador comumente encontrado em paciente
com periodontite cronica, seus altos indices sdo encontrados principalmente no plasma, em
eritrocitos e tecidos, se relacionam com a doencga, indicando um aumento da quantidade de
metabolitos da peroxidagdo lipidica, gerando agressdes ao DNA celular e proteinas (HAN;
SUN; YANG, 2016; WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017, AHMADI-
MOTAMAYEL et al., 2018)).

A fragdo proteica conseguiu reduzir concentragdes de MDA de modo significativo,
preservando o bom funcionamento do sistema antioxidante (Figura 15), diferentemente do
grupo periodontite onde a concentragdo dessa molécula se elevou, de igual modo visto em
estudo realizado por Wei et al., (2010), que demonstrou a presenca de altos niveis de MDA no
soro sanguineo de pacientes com periodontite cronica, com subsequente diminui¢do logo apds
o tratamento, esse decréscimo na concentracdoes da molécula apos tratamento, também foi
observado por Ambati et al., (2017). Os dados de preservacdo dos niveis de GSH e MDA
corroboram com os achados de Santana et al., (2018). Animais submetidos a diarreia induzida

por oOleo de ricino e tratados com PLPp (40mg/kg) apresentaram niveis de GSH e MDA
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semelhantes ao de animais controle sem indugéo da diarreia.

Niveis elevados de aminotransferases estdo diretamente envolvidos com desordens
teciduais e possivelmente danos celulares, valores elevados de AST indicam lesdes
musculares e hepaticas, enquanto niveis elevados de ALT indicam agravos hepaticos
(KUDVA et al., 2014; GAL, 2015). ALT tem sido relatado ser mais especifico para danos
causados ao figado do que AST, uma vez que AST também ¢ difusamente localizado
quantitativamente em outros tecidos (MOTTA, 2011).

Para niveis de aminotransferases, PLPp (40mg/kg), conseguiu reduzir de maneira
significativa os niveis de ALT no soro sanguineo dos animais, 0 mesmo nao foi visto para
niveis de AST quando comparados ao grupo Periodontite, ndo promovendo alteragdes neste
tipo de transaminase onde pode ser visto elevacdo em seus valores. Widita et al, (2018)
relatam em estudo elevagdo significante para niveis de ALT no tecido hepético de japoneses
adultos, enquanto os niveis de AST ndo foram associados com Doenga Periodontal. Para
resultados de estudos experimentais utilizando produtos naturais como possiveis agentes de
tratamento, nossos dados corroboram com dados apresentados por Teixeira et al., (2017), no
qual utilizando extratos da planta Stemodia maritima L. Também nado foram creditadas
alteragdes em moléculas desta familia.

Ja foi elucidado que os danos gerados pela periodontite cronica podem afetar o
endotélio renal, caracterizando a doenc¢a com sistémica (BROTTO et al., 2011; ALMEIDA et
al, 2018). Almeida et al., (2018) reforcam que o controle por meio do tratamento para
progressao da doenga periodontal (periodontite) pode implicar diretamente na manutengao de
um bom funcionamento do sistema renal. A avaliacdo de ureia e creatinina renal fazem parte
do controle e averiguacdo do funcionamento da homeostase renal (MOTTA, 2011).

Foi observado que em animais tratados com PLPp (40mg/kg), os niveis de creatinina
permaneceram de acordo com a normalidade, quando comparados aos valores encontrados no
soro sanguineo de animais saudaveis, diferentemente dos animais que sofreram indugdo
periodontal, onde foi observado uma diminuicao nestes valores. Para valores correspondentes
a dosagem de ureia soros ndo houve diferenca significante entre os grupos.

Achados semelhantes podem ser observados em informagdes trazidas por Craig et al.,
(2012), onde descrevem em seus achados, estudo realizado com 253 paciente taiwaneses
relatou associagdo entre a periodontite moderada e a diminuigdo de, creatinina e ureia no soro
sanguineo destes pacientes. Entretanto em achados vistos por Brotto ef al., (2011), resultados
para ureia e creatinina no soro sanguineo de pacientes saudaveis ndo diferiram entre paciente

com periodontite, do mesmo modo que visto por Franga et al., (2017). Como pode ser visto,
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niveis de creatinina e ureia no soro sanguineo tendem a variar em pacientes afetados pela
periodontite, investigacdes adicionais devem ser realizadas para melhor elucidagdo da relagao
entre a periodontite € os niveis sanguineos de marcadores renais.

Outros biomarcadores sanguineos também foram dosados, para seus resultados PLPp
(40mg/kg) apresentou diferenca significante, em valores referentes a albumina e calcio total
quando comparados ao grupo periodontite. A periodontite ¢ capaz de reduzir niveis séricos de
albumina em pacientes portadores de doencas renais, proteina esta, envolvida diretamente em
processos inflamatorios (CRAIG et al., 2012; TAYLOR, 2014). Acredita-se que a perda de
massa Ossea que ¢ um dos eventos mais caracteristicos da periodontite esteja ligada
diretamente com a deple¢do de célcio e vitamina D no organismo (GARCIA et al., 2011).
Para outras moléculas nao foram vistas diferencas significantes entre grupos, mesmo com leve
diminuicado nos valores ou aumentos.

Por ser descrita como um fator de risco para doencas sistémicas, seus agravos podem
apresentar respostas em diferentes tecidos (RATHOD et al., 2018). Microrganismos € seus
produtos metabolicos gerados podem ser responsaveis pela patogenicidade relacionada
doengas as doengas sist€émicas (TOMOFUIJI et al., 2007; PATHAK; MAHANTA, 2018).

Santana et al., (2018), através de ensaios colorimétricos observaram em PLPp a
presenca de proteinas como, cisteino-proteases, inibidores de proteases e quitinase, moléculas
estas conhecidas por apresentarem atividade anti-inflamatéoria (HIEMSTRA, 2002;
RATHNAVELU et al., 2016; VIANA et al., 2017). Durante ensaio experimental realizado por
nosso grupo de pesquisa, PLPp foi tratada com iodoacetamida (PLPp IAA), um inibidor de
cisteino-proteases e desnaturada por aquecimento (PLPp 100°). O tratamento térmico aboliu
as atividades anti-inflamatéria e antidiarreica, evidenciando a natureza proteica da atividade
investigada (FERNANDES et al., 2015; SANTANA et al., 2018). Por outro lado, inibidores
de proteases vegetais sdo moléculas descritas como termoestaveis continuaram presente em
PLPp 100° (SANTANA et al., 2018), sugerindo que estas ndo estariam envolvidas nas
atividades investigadas. PLPp IAA continuou apresentando atividade antidiarreica e anti-
inflamatoria, sendo assim possivel descartar a hipotese do envolvimento da atividade de
protease cisteinicas nas atividades bioldgicas.

Recentemente, quitinases encontradas no latex de Calotropis procera foram
demonstradas estar envolvidas com o efeito anti-inflamatério encontrado em uma fragao
proteica deste latex (VIANA et al., 2017). Levanta-se a hipdtese de que quitinases presentes
em PLPp poderiam estar associadas com a atividade anti-inflamatoria que PLPp apresentou

frente as condigdes clinicas atribuidas pela periodontite. Contudo, estudos mais aprofundados
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envolvendo etapas de purificagdo de proteinas estdo em progresso em nosso laboratério com o
objetivando avangar na determina¢do de quais moléculas estariam envolvidas e do real
mecanismo associado ao efeito estudado.

A partir dos resultados obtidos, esperamos contribuir para novas descobertas do uso de
plantas laticiferas com potencial atividade farmacologicas, instigando que a descoberta e
utilizagdo de outros produtos naturais com finalidades benéficas sejam avaliadas futuramente,

bem como avaliar alteragdes sistémicas decorrentes do tratamento com PLPp em ratos.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento de animais submetidos a periodontite
experimental com proteinas do latex de P. pudica (PLPp), foi capaz de reduziu atividade anti-
inflamatoria no tecido gengival dos animais, efeitos provocados pelo acumulo de
microrganismo nos tecidos periodontais, melhorando parametros clinicos e inflamatorios. O
tratamento com PLPp demonstrou prevenir a perda dssea alveolar visto por meio de analises
morfométricas. Animais com tratados com a fracdo apresentaram reducdes em contagens
totais de leucéceitos no sangue total.

Em relacdo a marcadores de estresse oxidativo, PLPp conseguiu preservar niveis e
concentragdes proximas a normalidade de moléculas intracelulares que compdem o sistema
antioxidante (GSH e MDA) no tecido hepatico, mantendo uma boa funcionalidade do
organismo. Além também de reduzir o infiltrado inflamatério neutrofilico no tecido gengival
(MPO). Para resultados das analises bioquimicas, a fracdo conseguiu reduzir niveis e
concentragdes de marcadores de agravos hepaticos (ALT) e renais (creatinina) quando
comparados ao grupo periodontite, moléculas estas liberadas em alta concentragdo no soro
sanguineo dos animais principalmente em processos patologicos.

Como visto, o produto natural PLPp ¢ um material promissor com moléculas que
apresentam atividades interessantes. Novas investigagdes para identificar individualmente

moléculas presentes neste produto com atividade bioldgica serdo seguidas.
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ANEXO I
MINISTERIO DA EDUCAGAO -y
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI g
PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitano Ministro Petrdinio Ponela. Bakro innga, Teresing, Plaul, Brast: CEP: 56049.560
Tewfone (85) 32156734 _e-mail cecapifulpl edu be

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo dos efeitos de diferentes tratamentos para
esteatose causada pela periodontite induzida em animais’. registrada n® 385/17, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. DANIEL FERNANDO PEREIRA VASCONCELOS do
Departamento de Biomedicina_ Campus Ministro Reis Veloso/UFPI que envolve a producao,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanes), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acorde com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do
Piaui, em Reuniao na presente data 08/09/2017.

___ Finalidade { )Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vlgént:ca da Autorizacao Janeiro/2018 a Janeiro/ 2022
| Espécie/Linhagem/raca Rato isogénico/ wistar

N° de Animais 70
Pesol Idade | 200g/ 12 sem.

'Sexo Machos
| Ongem ‘Biotério Central da UFPI.

Teresina, 08 de Setembro de 2017
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