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REsSuUMO

A periodontite € uma doenca infecciosa e imunoinflamatéria multifatorial que, além
de comprometer progressivamente a integridade do periodonto, pode causar danos
remotos, incluindo alteracfes hepaticas. Essa correlacdo reforca a necessidade de
desenvolver tratamentos novos e eficazes. Assim, o alfa terpineol (a-TPN), um
monoterpeno alcool derivado de Oleos essenciais, em complexacdo com beta
ciclodextrina (B-CDs), promove um efeito possivelmente benéfico na terapéutica
adjuvante da periodontite por suas conhecidas propriedades bioldgicas, bioquimicas
e tecnologicas. Neste trabalho, o objetivo foi investigar a acdo anti-inflamatoria e
antioxidante proporcionada pelo a-TPN isolado e a-TPN complexado com 3-CDs em
modelo experimental de periodontite induzida em ratos mediante andlise dos
parametros orais, sanguineos e hepaticos. Quanto aos parametros clinicos foi
analisado o indice de sangramento gengival, mobilidade dental e profundidade de
sondagem. Altura 6ssea alveolar e mieloperoxidase (MPO) gengival também foram
observadas e analisadas. Avaliagdo da fosfatase alcalina (FAL) por reacdo de
imunohistoquimica foi realizada em amostras do figado para verificar o dano
hepéatico causado pela periodontite. A acdo do complexado foi analisada
histopatologicamente e morfometricamente no figado. Marcadores de inflamacéao tais
como a MPO e citocinas do grupo de fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 1 beta (IL-1B) e de estresse oxidativo pelas dosagens de malondialdeido
(MDA); glutationa reduzida (GSH), nitritos e nitratos foram quantificados. Parametros
bioquimicos no sangue como a lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos,
colesterol total, gama glutamiltransferase (GGT), alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e glicose foram analisados. Dos parametros
hepaticos, foi considerada a massa corporal hepética, a analise histopatoldgica do
figado e de ultraestrutura do hepatdocito por microscopia eletrénica de transmissao
(MET). Desta andlise, os animais induzidos com a periodontite apresentaram as
seguintes alteracfes: significante aumento no numero de hepatdécitos binucleados e
FAL positivos, aumento no tamanho e numero das vesiculas lipidicas (VLs),
aumento na distancia entre as cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
aumento no tamanho das mitocondrias, foamy citoplasmatico e acumulo de
glicogénio. O tratamento tanto do a-TPN isolado quanto dessa mesma molécula
complexada com [B-CD melhoraram significativamente varios parametros orais
comparado com 0s animais nao tratados. Além disso, o tratamento com o aTPN
isolado e complexado com (3-CD diminuiu o escore de esteatose dos ratos com
periodontite. O complexado demonstrou ag¢do promissora quanto a melhora
significativa nos parémetros clinicos orais com diminuicdo da inflamagdo e nos
indicativos de estresse oxidativo. Além disso, a microesteatose causada pela
periodontite foi amenizada nos ratos tratados quando o complexado, destacando que
a BCD melhorou as propriedades do a-TPN.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamacdo. Oleos essenciais. Estresse oxidativo. 2-
Hidroxipropil-beta-Ciclodextrina. Figado.



ABSTRACT

Periodontitis is a multifactorial infectious and immunoinflammatory disease that, in
addition to progressively compromising the integrity of the periodontium, can cause
remote damage, including liver damage. This correlation reinforces the need to
develop new and effective treatments. Thus, alpha terpineol (a-TPN), a monoterpene
alcohol derived from essential oils, in complexation with B-cyclodextrin (B-CDs),
promotes a potentially beneficial effects on adjuvant periodontitis therapy because of
its known biological, biochemical and technological properties. In this work, the
objective was to investigate the anti-inflammatory and antioxidant action provided by
a-TPN isolated and a-TPN complexed with B-CDs in experimental model of
periodontitis induced in rats by analysis of oral, blood and liver parameters.
Regarding clinical parameters, gingival bleeding index, dental mobility and depth of
probing were analyzed. Alveolar bone height and gingival myeloperoxidase (MPO)
were also observed and analyzed. Evaluation of alkaline phosphatase by
immunohistochemical reaction was performed in liver samples to verify the liver
damage caused by periodontitis. The complex was analyzed histopathologically and
morphometrically in the liver. Inflammatory markers such as MPO and cytokines from
the group of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 1 beta (IL-1B) and
from oxidative stress by the doses of malondialdehyde (MDA); reduced glutathione
(GSH), nitrites and nitrates were quantified. Biochemical parameters in the blood
such as high density lipoprotein (HDL), triglycerides, total cholesterol, gamma
glutamyltransferase  (GGT), alanine aminotransferase  (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and glucose were analyzed. Hepatic parameters, hepatic
body mass, histopathological analysis of the liver and hepatocyte ultrastructure were
considered by transmission electron microscopy (TEM). From this analysis, animals
induced with periodontitis presented the following alterations: a significant increase in
the number of binucleated and FAL positive hepatocytes, increase in the size and
number of lipid vesicles (VLs), increase in the distance between the cisternae of the
rough endoplasmic reticulum (RER) , increase in size of mitochondria, foamy
cytoplasm and accumulation of glycogen. Treatment of both a-TPN alone and that
same [(B-CD complexed molecule significantly improved several oral parameters
compared to animals with periodontitis. In addition, treatment with aPTN isolated and
complexed with B-CD decreased the steatosis score of untreated animals. The
complex showed promising action regarding the significant improvement in oral
clinical parameters with decreased inflammation and indicative of oxidative stress. In
addition, the microsteidosis caused by periodontitis was attenuated in the treated rats
when complexed, noting that BCD improved the properties of a-TPN.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Essencial oils. Oxidative stress. 2-
Hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin. Liver.
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1 INTRODUCAO
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Segundo a Global Burden of Diseases Study, a periodontite, uma doenca
inflamatéria que progressivamente afeta os tecidos de sustentacdo e protecéo
dos dentes, tem acometido 11% da populacdo mundial em seus estagios mais
avancados (PETERSEN; OGAWA, 2012; RICHARDS, 2014). No Brasil,
corresponde a segunda doenca oral mais prevalente, sendo considerado um
problema preocupante para a saude publica (BRASIL, 2012; DALYS et al, 2016).

O processo da periodontite se inicia pela interacdo entre 0s microrganismos
e seus subprodutos na regido gengival e a resposta imune do hospedeiro. Como
consequéncia, ocorre destruicdo dos tecidos de suporte do dente, levando a
perda do osso alveolar. A progressdo da periodontite geralmente € lenta,
podendo apresentar periodos de progressao rapida (XUE; YU; CHEN, 2018).

Fatores genéticos, imunoldgicos, ambientais e comportamentais contribuem
para uma variacdo na susceptibilidade e evolucédo da periodontite (GOODSON et
al., 2012). Neste contexto, diversos mediadores ja foram identificados em
guantidades alteradas no curso da doenca: as citocinas, como a interleucina-1
(IL-1), interleucina-1-beta (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral- alfa (TNF-a); as prostaglandinas E2 (PGEZ2); as metaloproteinases de
matriz (MMPs); os fatores de crescimentos e as espécies reativas de oxigénio
(EROs) (AIRILA-MANSSON et al., 2006; PRESHAW et al, 2017). Outrora, novos
achados cientificos tém mostrado que por intermédio desses mediadores, a
periodontite pode se apresentar como causa primaria de doencas sistémicas
tendo efeitos ndo apenas locais no periodonto, como também em diferentes
tecidos, com evidécias mais robustas no figado (VASCONCELOS et al., 2017;
DOS SANTOS et al., 2017).

O tratamento ndo cirurgico, orientacdo de higiene oral, controle da placa,
raspagem supra e subgengival e alisamento radicular, corresponde a abordagem
convencional mais usada na clinica da periodontite (HEITZ MAYFIELD; LANG,
2013). Coadjuvantes a essas condutas se utilizam agentes ou drogas
antimicrobianas, terapia a laser e os moduladores das respostas do hospedeiro
(ZHOU et al.,, 2018). Entretanto, problemas quanto aos efeitos colaterais,
resisténcia bacteriana e efetividade na regeneracdo do periodonto ainda s&o
fatores limitantes e desafiadores na area (TEIXEIRA et al., 2017).



O custo anual da terapia periodontal nos Estados Unidos da América
ultrapassa US $ 14 bilh6es (BROW; JOHNS; WALL, 2002) e a associacao de
periodontite com condicbes sistémicas ressalta a importancia de padronizar
opcOes de tratamento novos e eficazes. No Brasil, dados quanto ao custo,
efetividade e custo-efetividade do tratamento e manutencdo periodontal s&o
escassos e praticamente inexistentes na literatura cientifica, principalmente em
relacdo ao custo e consequéncias das terapias alternativas (MAROSO, 2015).
Assim, a busca por novos e seguros agentes terapéuticos tentam superar
diversas limitagdes.

A motivagcdo pelos estudos de compostos derivados de plantas se deve
pelas propriedades promissoras que as mesmas apresentam, sendo considerada
fonte de inovacdo em saude. Além disso, ha vantagens quanto ao custo,
disponibilidade e possivel obtencdo em larga escala, principalmente em paises
como o Brasil que detém 15% a 20% da biodiversidade do mundo (BRASIL,
2016).

Entre os elementos que constituem a biodiversidade, os 6leos essenciais
derivados de plantas aromaticas se destacam por apresentar amplo espectro de
atividades anti-inflamatoérias, antimicrobiana, antioxidantes, antinociceptiva,
dentre outras (BAKKALI et al., 2008; PARK et al., 2012; ANJOS et al., 2017;
PINA et al., 2018). Os monoterpenos ou terpenos, 0 mais importante substrato
dos Oleos essenciais vegetais, sdo compostos volateis com grande diversidade
de aromas e sabores (BAKKALI et al., 2008).

Diversos estudos envolvendo o potencial terapéutico dos terpenos tém sido
demonstrados na literatura, em especial, sobre o isbmero alfa-terpineol (a-TPN),
um alcool monoterpénico isolado naturalmente de uma variedade de plantas tais
como os da Familia Myrtaceae (ex. do Eucaliptus globulos), Lamiaceae (ex. o
Origanum vulgare, conhecido como “orégano”) e Euphorbiaceae (ex. Croton
sonderianus, encontrado no nordeste do Brasil como “marmeleiro negro”)
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2011; OLIVEIRA, et al., 2016; PARVARDEH et al.,
2016). Sobre suas atividades biolégicas, ha evidéncias cientificas para efeitos
anti-hiperalgésicos (OLIVEIRA, et al., 2016), anti-inflamatorios (RODRIGUES et
al.,, 2017), antibacterianos (LI et al.,, 2014) e antioxidantes (GOUVEIA et al.,
2018). Neste sentido, o0 a-terpineol se apresenta como um potencial agente

coadjuvante no tratamento da periodontite. Entretanto, suas caracteristicas
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desafiam a administracdo por ser insolivel em 4gua e se apresentar com baixa
disponibilidade (RODRIGUES et al., 2017), necessitando, assim, de um ambiente
de protecdo para manter suas propriedades fisico-quimicas e estruturais (PINHO
et al., 2014).

As  beta-ciclodextrinas  (B-CDs) sdo  oligossacarideos  ciclicos
estruturalmente organizados com sete unidades de glicose para receber
moléculas hidrofébicas em seu interior lipofilico. Ademais, apresentam
propriedades complexantes, capazes de aumentar a solubilidade, dissolucéo,
biodisponibilidade e seguranca de farmacos poucos sollveis em agua como o a-
TPN (LIMA et al. 2016). Tendo em vista o que foi exposto, a complexacéo B-CDs
e ao-TPN assume um impacto possivelmente benéfico na terapéutica da
periodontite como potencial anti-inflamatério e antioxidante.

Assim, o presente estudo buscou analisar os efeitos do a-TPN complexado
com B-CDs no modelo de periodontite induzida com fio de nylon em ratos. Apés o
protocolo de inducdo de periodontite, amostras de sangue e dos tecidos
gengivais e hepaticos dos animais foram utilizadas para a investigacdo de
parametros clinicos, bioquimicos, morfométricos, histoldgicos, inflamatérios e de
estresse oxidativo. Além disso, analises de segmentos hepéticos do grupo de
animais induzidos com a periodontite foram realizadas para descrever
ultraestruturas por microscopia eletronica de transmissao (MET).

Os achados encontrados neste trabalho estdo dispostos em trés capitulos,
originados de artigos cientificos publicados ou submetidos em periodicos
internacionais de relevancia cientifica (ANEXO A, B e C), ap0s aprovacdo do
projeto junto a Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Piaui (CEUA/UFPI) (ANEXO D). Admite-se que tais evidéncias sejam
importantes para nortear o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e
farmacoldgicas para o tratamento da periodontite. O primeiro capitulo se refere
aos resultados sobre alteracbes causadas pela periodontite na funcao e estrutura
hepatica usando um modelo experimental, que trazem embasamentos para
futuras investigacdes relacionadas aos efeitos sistémicos que a periodontite
ocasiona, especialmente no figado. O segundo capitulo apresenta os resultados
da andlise dos parametros clinicos, bioquimicos, histolégicos e morfométricos do
a-TPN complexado com B-CDs na periodontite induzida por ligadura em ratos

guando comparados com grupo controle, quanto aos efeitos orais e hepaticos. E,
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finalmente, o terceiro capitulo aborda os dados comparativos entre os grupos de
tratamento com a-TPN isolado e a-TPN complexado com B-CDs na periodontite

experimental mediante os efeitos sobre os tecidos orais e hepaticos.
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2 OBJETIVOS

16

Objetivou-se neste trabalho verificar a acao anti-inflamatdria e antioxidante

proporcionada pelo a-TPN isolado e a-TPN complexado com (3-CDs em modelo

experimental de periodontite induzida em ratos nos pardmetros orais, sanguineos

e hepéticos. Para isso, as metas resumiram-se em:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

Descrever os parametros clinicos quanto ao indice de sangramento
gengiva (ISG), mobilidade dentaria (MD), profundidade de sondagem (OS)
e altura éssea alveolar (AOA) da periodontite induzida por ligadura nos
grupos controle (periodontite sem tratamento) e nos grupos de periodontite
induzida e tratados com a-TPN isolado e a-TPN complexado com B-CDs;
Identificar a quantidade de hepatoécitos binucleados e os componentes
ultraestruturais no figado de animais com periodontite induzida por
ligadura mediante a técnica de MET;

Avaliar a atividade da fosfatase alcalina utilizando a reacdo de
imunohistoquimica em amostras de figado de animais com periodontite
induzida por ligadura;

Dosar as citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-1B) presentes em amostras
de figado de animais com periodontite induzida por ligadura;

Analisar parametros indicativos de estresse oxidativo (presenca de
grupamentos glutationa, ocorréncia de peroxidacao lipidica, dosagem de
nitritos e nitratos, MPO, MDA e glicose) no figado de animais com
periodontite induzida por ligadura;

Descrever os parametros bioquimicos no sangue (HDL, triglicerideos,
colesterol total, GGT, ALT, AST e glicose) e massa corporal hepética nos
grupos controle e do grupo de animais com periodontite induzida e
tratados com a-TPN complexado com 3-CDs; e do AST e ALT no grupo de
animais com periodontite induzidos e tratados com a-TPN isolado.
Descrever parametros histolégicos e morfométricos, gengivais e hepéaticos
nos grupos controle (periodontite sem tratamento) e do grupo de
periodontite induzida e tratados com a-TPN complexado com B-CDs;
Comparar os efeitos do tratamento com a-TPN isolado e a-TPN
complexado com [3-CDs na periodontite experimental mediante os efeitos

sobre os tecidos orais e hepaticos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Periodonto: aspectos estruturais

O periodonto (peri = em torno de; odonto = dente) humano é formado por
um conjunto de tecidos especializados que se organizam estruturalmente e
funcionalmente para faciltar a ancoragem dos dentes nos maxilares
(CHUKKAPALLI; LELE, 2018). Sao compostos por quatro estruturas: gengiva,
0sso alveolar, cemento radicular e ligamento periodontal (LPD). Esses elementos
sdo responsaveis em oferecer protecdo e sustentacdo ao dente. Em condi¢cfes
normais sdo subdivididos em periodonto de protecdo ou de tecidos moles —
constituido pelo complexo mucogengival identificado por trés porcdes, a gengiva
livre, interdental e inserida; e periodonto de suporte ou de tecidos duros —
constituido pelo osso alveolar, cemento radicular e LPD. (Figura 1) (LANG;
LINDHE, 2018).

Gengiva

Ligamento
Periodontal

Osso
Alveolar

Cemento
Radicular

Figura 1. Imagem ilustrativa representando as estruturas anatbmicas do
periodonto e dente. Fonte: PESSOA, 2017.

Para a manutencao biologica e funcional, o periodonto necessita de uma

integridade estrutural de seus componentes, assim como da interacédo entre eles.



Com a chegada da senilidade, esta sujeito as alteracbes funcionais e de
modificacdes relacionadas com o meio ambiente (NANCI; BOSSHARDT, 2006).

Esses componentes nao interagem apenas em condi¢cdes de tecidos
saudaveis, mas também refletem eventos associados a dano, reparo e
regeneracao tecidual (BARTOLD; NARAYANAN, 2006).

A juncdo dentogengival € uma adaptacdo da mucosa oral que
compreende componentes epiteliais e do tecido conjuntivo. O epitélio é dividido
em trés compartimentos funcionais — o epitélio gengival, sulcular e juncional - e 0
tecido conjuntivo em superficie e compartimentos profundos sendo formados
principalmente por colagenos, proteoglicanos, fibronectina, osteonectina,
tenascina e elastina. Sua integridade é essencial para manter um periodonto
saudavel (NANCI; BOSSHARDT, 2006). Falhas em algum desses tecidos pode
resultar no inicio do processo inflamatério da gengiva com possivel progresséo
para a periodontite.

O LPD é uma estrutura de tecido conjuntivo rico em fibras de colagenos
dos tipos | e lll. Apresenta-se ricamente vascularizado, circundando as raizes
dos dentes e unindo o cemento radicular a lamina dura ou ao osso alveolar
propriamente dito (LANG; LINDHE, 2018). Suas funcdes consistem em transmitir
as forcas oclusais ao osso através do sistema principal de fibras formativa,
estrutural, nutritiva e sensorial, favorecer a manutencédo e reparacdo do 0Sso
alveolar e cemento, além de controlar a mastigacdo por meio dos
mecanorreceptores (BERKOVITZ, 2004).

Caracterizado como um tecido conjuntivo mineralizado e avascular, 0
cemento exerce uma atividade de insercédo das fibras coldgenas do ligamento
periodontal que unem o0 0sso alveolar a raiz do dente (HAN et al, 2014). Ele
reveste a dentina radicular e tem uma importante funcdo reparadora para as
superficies das raizes, mesmo nado apresentando capacidade de remodelacéo
como no tecido 6sseo (LANG; LINDHE, 2018). Aproximadamente 45% a 50% do
cemento sdo compostos por hidroxiapatita inorganica enquanto outros 50% séo
de constituintes de fibras de colagenos da matriz organica. A distribuicdo dessas
fibras, intrinseca ou extrinseca, sua origem e a presenca ou ndo de células no
cemento, classificam este tecido em celular ou acelular (NANCI; BOSSHARDT,
2006; HAN et al., 2014).

O cemento acelular ou primario esta disposto na metade cervical e dois
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tercos da raiz e da erupgdo dental e se caracteriza por desenvolvimento lento.
Estd organizado de modo que as fibras de Sharpey, responsaveis pela
ancoragem do dente, se distribuam em sua superficie (NANCI; BOSSHARDT,
2006; LANG; LINDHE, 2018). O principal papel desta porcdo € direcionar as
fibras do LPD na fixacdo com o dente. J& o cemento celular ou secundario se
distribui na metade apical da raiz e nas areas de furca, sendo marcadas pela
presenca dos cementécitos, células que ficam aprisionadas na matriz para
exercer a nutricAo e manutencdo vital deste tecido. Diferentemente da parte
acelular, se desenvolve de forma mais rapida e é menos mineralizada (HAN et al,
2014).

O osso alveolar (OA), conhecido também como lamina dura, € um tecido
peculiar que se diferencia dos demais tecidos &sseos por sua origem
ectomesenquimal, por apresentar intensa remodelacdo durante o processo
eruptivo e sofrer constante acdo de forgcas mecéanicas da mastigacdo (YANG et
al., 2015; LANG; LINDHE, 2018). Corresponde a um tecido compacto que
delimita a superficie do alvéolo dental para dar sustentacdo aos dentes. Além
disso, exerce papel de protecdo, locomocdo, absorcdo de forcas e estresse
mecanico, bem como reservatério (LANG; LINDHE, 2018). Histologicamente, o
OA é considerado um tecido conjuntivo especializado mineralizado constituido
por matriz 6ssea organica (33%) e inorganica (67%) (HAN et al., 2014). A matriz
0ssea organica € formada principalmente por fibras de colageno, proteoglicanas,
glicoproteinas e células especificas, enquanto a matriz inorganica se constitui
predominantemente de cristais de hidroxiapatita no seu estagio mineralizado,
compostos principalmente por fésforo e calcio (YANG et al., 2015).

A estrutura mineralizada do OA sofre constante remodelacao pelas acdes
de osteoblastos produtores de 0sso e osteoclastos de reabsorgcéo 6ssea (HAN et
al., 2016). A remodelacdo 0ssea fisiologica ocorre em resposta a necessidade do
organismo responder a alteracdes de niveis de eletrélitos ou forgcas mecanicas
nos 0ssos. No entanto, existem muitas condi¢bes patologicas que causam um
desequilibrio entre a producao 0ssea e a reabsorcao devido a acédo excessiva de
reabsorcdo, resultando em perda Ossea. Eventuais situacbes envolvendo
inflamacé@o aguda ou cronica, a exemplo da periodontite, estdo frequentemente
associadas a perda 6ssea (TOMPKINS, 2016).
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3.2 Periodontite: fisiopatologia

A Periodontite € uma doenca infecciosa e imunoinflamatéria multifatorial
gque compromete progressivamente a integridade dos tecidos de protecdo e
suporte do dente, isto é, gengiva, LPD, cemento e osso alveolar (PIHLSTROM,;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). Em sua forma severa, chega a atingir 11%
da populacdo mundial e, quando relacionadas as doencas periodontais de modo
geral, 40% da populacéo adulta (RICHARDS, 2014). Portanto, é uma condicéo
cronica que traz impactos negativos e profundos na qualidade de vida humana,
merecendo a atencado da ciéncia.

Clinicamente, a periodontite é caracterizada por perda de insercao
conjuntiva, inflamacdo com sangramento gengival a sondagem, formacdo de
bolsas periodontais, aumento de mobilidade dental, destruicdo de tecido de
fixacdo e reabsorcdo Oéssea alveolar, podendo levar a perda do dente
(TRINDADE et al., 2014). Evidéncias recentes tém demonstrado que, além disso,
a periodontite pode causar importantes efeitos sistémicos que comprometem a
saude global dos pacientes susceptiveis, aumentando o risco de aterosclerose
(EKUNI et al., 2009), artrite reumatoide (KOZIEL; MYDEL; POTEMPA, 2015),
cancer (SHRIHARI et al., 2016) e esteatose microvesicular (VASCONCELOS et
al., 2018). Esses achados tém direcionado um novo campo de estudo na area: a
medicina periodontal sistémica (LOSS, 2016).

Historicamente, a periodontite € conhecida desde a antiguidade, quando se
tornou prevalente em decorréncia da domesticacdo de plantas nas sociedades
neoliticas (= 10.000 anos) com a mudanca na microbiota oral por aumento da
frequéncia da Porphyromonas gingivalis e outras espécies associadas a doenca
(HAJIHENGALLIS, 2015). Atualmente, outras bactérias periodontopatogénicas
anaerobias sdo também reconhecidas no processo, como a Treponema denticola
e Tannerella forsythia, sendo consideradas como agentes causadores de
periodontite, com base em suas propriedades de viruléncia e forte associacdo
com os sitios de protecédo do periodonto (HAJISHENGALLIS, 2014). Entretanto,
os fatores determinantes da periodontite ndo se limitam apenas pela presenca ou
nao dessas bactérias. A resposta imuno-inflamatéria do organismo frente a
complexa interagdo com os patégenos microbianos determinam a gravidade das

alteracdes histopatologicas do tecido periodontal e a evolugdo da periodontite.
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Outros potenciais fatores de risco estdo bem estabelecidos a doenca, tais como
0os ambientais (higiene oral, uso do tabaco e &lcool; procedimentos
restaturadores dentarios e nutricionais) e genéticos (TRINDADE et al, 2014;
NAKAJIMA et al, 2016).

Diversos estudos apontam para a invasao bacteriana nos tecidos
periodontais como passo relevante na etiopatogenia da doenca a partir da
ativacdo do sistema imune inato em resposta a infeccdo (HAJISHENGALLIS,
2015; MENDES et al., 2015; COLOMBO, 2016). As evidéncias indicam que a
inflamacé&o do tecido gengival precede a periodontitie, no entanto, nem todos 0s
casos de gengivite evoluem para a periodontite (DIMISTRIS et al, 2005). Sobre
isso, a presenca de produtos bacterianos como os polissacarideos (LPS) e a
disbiose oral, um desequilibrio quantitativo e qualitativo desses agentes em
decorréncia da alteracdo gradativa na relacdo simbiotica entre o hospedeiro-
patdbgeno, bem como as interacBes polimicrobianas desempenham um papel
chave nesse processo (MEYLE; CHAPPLE, 2015). Além disso, a relacéo entre a
comunidade disbiotica e condicfes sistémicas como a diabetes e fatores de risco
exdgenos (por exemplo, tabagismo), conduz a destruicdo do tecido periodontal
(figura 2) (ROBERTS; DARVEAU, 2015).

Periodonto Normal Gengivite Periodontite

Homeostase

Biofilme do hospedeiro

Simbidtico

Inflamacéao
Bolsa periodontal

Disbiose do

Tecido 6sseo Biofilme

intacto

Inflamacao
severa

Reabsorgéo 6ssea

Figura 2. Imagem representativa do biofilme simbidtico e homeostase do
hospedeiro no periodonto normal; das altera¢des inflamatorias e do tecido 6sseo
na gengivite e periodontite e da disbiose do biofilme periodontal. Fonte: Adaptado
de Hajishengalis et al. (2015).



Os macréfagos, neutrofilos, linfécitos T e B, células plasméaticas e perda
substancial de coldgeno tém sido encontradas nos infiltrados inflamatorios da
periodontite que podem estar associados a reacdes agudas ou crbnicas
(DIMITRIS et al., 2005). Os principais elementos estruturais e celulares do
periodonto que interagem com essas células de defesa do hospedeiro sédo as
células epiteliais, o ligamento periodontal, os fibroblastos gengivais e o0s
osteoblastos e osteoclastos do osso alveolar. Dentre os elementos estruturais
moleculares, a interacfes ocorrem também com 0s componentes da matriz
extracelular, como os coldgenos e as proteinas ndo colagénicas, a exemplo dos
proteoglicanos de elastina e de tecido conjuntivo (DIMITRIS et al, 2005; AKRAM
et al. 2016). Esses achados estdo relacionados ao tipo de resposta imune
mediada pelas citocinas que determinam o influxo de leucdcitos com atividades
pro-inflamatorias ou anti-inflamatorias (TRINDADE et al., 2014).

Diversos mediadores proé-inflamatorios estdo envolvidos na resposta
imunologica da periodontite, incluindo a ag¢do da IL-1B, IL-6, TNF-a; PGEZ2;
MMPs; fatores de crescimentos e as EROs (AIRILA-MANSSON et al., 2006;
PRESHAW et al, 2017) que se encontram aumentados quando analisados na
gengiva e sangue. Além disso, pela proximidade anatdbmica do biofilme
periodontal com a corrente sanguinea gengival, bolsas periodontais contendo
patdgenos microbianos e seus produtos, bem como mediadores inflamatérios e
imunocomplexos podem disseminar para outros locais do corpo humano (HAN;
WANG, 2013; COLOMBO et al, 2016). Assim, neste trabalho, o enfoque de
investigagcdo foi dado na dosagem da IL-1B e TNF-a do tecido hepatico de
animais com periodontite. De modo geral, nas doencas hepéaticas (doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (FURUTA et al., 2010; SOOKOIAN; PIROLA,
2013), esteatohepatite (PARK et al., 2001), cirrose (TRITTO et al.,, 2011) e
cancer hepatico esses marcadores estdo aumentados (HAN; SUN; YANG, 2016).
Entretanto, ainda ndo se conhecia a influéncia dessas citocinas na doenca do
figado causada pela periodontite induzida em ratos.

Outros importantes estudos tém trazido evidéncias do efeito da periodontite
nas EROs circulantes e estresse oxidativo (TUTER; KURTIS; SERDAR, 2001;
TSAI et al., 2005; TOTHOVA; CELEC, 2017). Isso significa que o desequilibrio
entre a producdo e eliminacdo de EROs, espécies reativas de nitrogénio e

radicais livres podem causar a fragmentacdo do DNA, peroxidacao lipidica e
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oxidagdo proteica, levando a perda da integridade da membrana, mudancas
estruturais e funcionais proteicas e de lipideos, assim como de muta¢des génicas
(NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007; REDDY et al., 2009). Na periodontite, as
EROs estdo aumentadas em resposta ao recrutamento e ativacdo dos
polimorfonucleares hiper responsivos causados pela acgdo inflamatoria via
biofilme subgengival e componente celular bacteriano (TSAI et al., 2005;
TOTHOVA,; CELEC, 2017).

Do mesmo modo, na doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica sao
amplamente encontradas por consequéncia de danos teciduais no figado. A
relagdo disso ocorre por envolvimento das EROs na agresséo dos acidos gaxos
polinsaturados (AGPs) durante a peroxidacao lipidica no interior das células,
provocando, consequentemente, a formacéo de aldeidos como o malondialdeido
(MDA) (ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012). A mieloperoxidase (MPO),
enzima intracelular liberada pelos neutréfilos e outras células de defesa,
produzem EROs durante a resposta imunologica diante dos agentes patogénicos
no periodonto. Assim, no processo infeccioso e inflamatério da periodontite,
células como os neutréfilos, macrofagos e linfécitos sdo recrutadas, podendo
ocasionar danos no tecido por acdo de proteases, colagenases e EROs.
(LEPPILAHTI et al, 2014).

O MDA, biomarcador comumente empregado para a peroxidacao lipidica e
de estresse oxidativo, esta com 0s niveis elevados no plasma sanguineo, em
eritrocitos e localmente homogeneizados nos tecidos de pacientes com
periodondite (FENTOGLU et al.,, 2015; YUE et al., 2017) e em animais
experimentais com inducdo da doenca (CHAPPLE; MATTHEWS, 2007). Além
disso, os niveis de agentes antioxidantes celulares, como a glutationa reduzida
(GSH), responsaveis pela protecdo contra o dano oxidativo, podem estar
diminuidos (PALWANKAR et al., 2015; YUE et al., 2017).

Outros marcadores séricos que estdo alterados na periodontite sdo o
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Ambos séo
capazes de identificar lesdo hepatica, estando aumentados tanto na periodontite
como na esteatose e outras doencas hepaticas (TOMOFUJI et al., 2007).

Parte deste trabalho recebeu enfoque nas alteracbes causadas pela
periodontite na funcdo e estrutura hepética usando um modelo experimental.

Assim, para compreender seus efeitos, se faz necessaria uma abordagem sobre
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a correlacdo dessa doenca com as alteracbes no figado, seus fatores
desencadeantes e estruturas celulares hepéticas envolvidas.

3.3 Periodontite e alteracbes hepaticas remotas

Além do substancial 6nus econbmico e impacto negativo que a
periodontite pode gerar na qualidade de vida humana, bactérias orais e infecgfes
periodontais tém sido indicadas como potenciais fatores de risco para varias
doencas sistémicas, incluindo as relacionadas ao figado (HAN; SUN; YANG,
2016; VASCONCELOS et al.,, 2017). Entretando, muitos estudos ainda sé&o
necessarios para elucidar como esta relacdo acontece.

O figado é o maior oOrgdo solido do ser humano. Suas funcdes
especializadas de lipogénese, gliconeogénese e metabolismo do colesterol sdo
capazes de impactar todos os sistemas fisiolégicos (BECHMANN et al, 2012).
Ademais, o figado também é responsavel pela remocdo de patdgenos e
antigenos exdgenos da circulacdo sistémica. Sua posicdo e vascularizacao
favorecem a degradacdo de toxinas e residuos (BOGDANOS; GAO;
GERSHWIN, 2013). Para o exercicio de todas essas atividades, o figado se
subdivide em composi¢cdo de células parenquimatosas, representadas pelos
hepatdcitos, e de células ndo parenquimatosas, que consistem em um conjunto
diversificado de células, incluindo as células endoteliais hepéticas sinusoidais,
células de Kupffer (macrofagos) e células estreladas hepaticas. Dentre essas
células, os hepatécitos contribuem com a maior parte das funcdes secretoras
enddcrinas e exdcrinas do figado, constituindo 80% da massa celular desse
orgao (VU et al., 2017).

Quando observado por microscopia eletronica de transmissdo (MET), o
citoplasma dos hepatocitos se destacam pela presenca de mitocondrias,
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), aparelho de Golgi, reticulo
endoplasmatico liso, lisossomos e inclusdes como glicogénio e goticulas de
lipidio (GARTNER; HIATT, 2017). Sua organizacéo celular se faz em corddes, de
modo que se orientam radialmente em torno da veia centro-lobular resultando em
uma massa poliédrica de tecido hepatico. Além disso, 0s hepatdcitos apresentam
porcdes que se comunicam com o espaco de Disse para favorecer a facil

transmissdo de moléculas e mediadores celulares pelos vasos sanguineos
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(ALDABA-MURUATO, 2012).

Sao nos hepatdcitos que ocorrem o ciclo enddégeno e exdgeno de
metabolizacdo dos principais lipideos plasmaticos, o colesterol e triglicerideos. A
via exdgena ocorre a partir das gorduras ingeridas nos alimentos que sao
absorvidas no intestino delgado por emulsificacdo de &cidos biliares produzidos
nos hepatécitos (ALVES; LIMA, 2008). Esses lipideos, por sua vez, sao
hidrolisados pelas lipases e transportados na forma de quilomicrons, um tipo de
lipoproteina esférica composta de porcéo lipidica e, outra proteica, formada pelas
apoproteinas. Ao chegar a circulagdo sistémica, os quilomicrons ligam-se as
moléculas de lipase através da apoliproteina Cll, estimulando a acdo enzimatica
e permitindo, assim, a hidrolise dos triglicerideos até acidos graxos e glicerol que
serdo capturados pelos adipdcitos ou células musculares. Em seguida, 0s
quilomicrons desligam-se da molécula da enzima, voltando a circulacédo
sanguinea. Entretanto, os seus catabdlitos, designados como quilomicrons
remanescentes, sao capturados pelos hepatdcitos através de receptores,
incluindo o receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL), onde seréo
oxidados ou armazenados para sintese de novos trigicerideos (MARANHAO;
2002).

Em relacdo a via enddgena de metabolizacdo dos lipideos, 0 mesmo
ocorre nos RER dos hepatdcitos a partir da formacdo de lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL). A funcdo da VLDL consiste no transporte de
triglicérides e de colesterol para os tecidos periféricos (EISENBERG et al, 1984;
BECHMANN et al.,, 2012). Anteriormente, na circulacdo, a VLDL libera os
triglicerideos e por acdo da proteina de transferéncia de colesterol esterificado da
lipoproteina de alta densidade (HDL), a VLDL recebe as proteinas apo A, Ce E e
€ convertida, progressivamente, em particulas mais densas de lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL) e, depois, por lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). A LDL em individuos normais é responsavel por transportar 2/3 do
colesterol plasmatico total aos tecidos extra-hepaticos para fins de atividades de
sintese de membranas, de hormoénios esteroides nas glandulas adrenais e
gonadas e de sintese do VLDL no figado (BECHMANN et al., 2012).

Outro importante processo realizado no hepatdcito é a lipogénese de
novo-conversdo de carboidrato em lipideos a partir de acetil-CoA da via

glicolitica. Esse processo ocorre para a captacdo de acidos graxos livres
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resultantes das reacdes de esterificacdo com o glicerol para formar triglicerideos
armazendveis no figado (TARGHER; BYRNE, 2015).

Estudos tém demonstrado que uma variedade de condi¢Bes patolégicas
desempenham importantes alteragcbes nas funcbes metabodlicas do figado
(RAHIME; LANDAVERDE, 2013; TARGHER; BYRNE, 2015). O exemplo disso, o
aumento na prevaléncia de sindromes metabolicas e obesidade tém levado a
mudancas fisiopatoldgicas que causam doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA). Essa condicdo é conhecida pela presenca da esteatose hepatica (EA)
que se caracteriza pelo acumulo de lipideos (triglicerideos) no citoplasma e por
modificacdes estruturais e funcionais do nucleo dos hepatécitos. Isso ocorre por
mecanismos de oxidacdo de acidos graxos, inducdo de autofagia e producao de
EROs. Progressivamente, individuos susceptiveis podem evoluir para uma lesao
hepética aguda, cirrose ou cancer hepatocelular (BECHAMANN et al., 2012;
ARGUELLO et al., 2015).

Os &cidos graxos livres (AGL) sdo responsaveis por 2/3 do acumulo de
lipideos nos hepatécitos em condigcdes metabdlicas anormais (IOANNOU, 2016).
Na esteatose esta claramente relacionado a ocorréncia de resisténcia a insulina
ao nivel dos tecidos hepaticos, muscular e adiposo. Em contrapartida, por vias
mitocondriais e lisossomais, ocorre uma beta-oxidac&do, principalmente nas
mitocondrias, favorecendo a liberacdo de EROs a medida que esses AGL se
acumulam no citoplasma. Além disso, evidéncias recentes indicam que a
disfuncdo da mitocodndria resultante do acumulo de colesterol compromete
transportadores especificos, incluindo o transporte mitocondrial de GSH.
(BELLANTI et al., 2017).

O teor de colesterol mitocondrial € relevante para o transporte de
glutationa mitocondrial-reduzida (mGSH), um antimicrobiano que controla a
geragdo de EROs, disfungdo mitocondrial e morte celular. Entretanto, o acumulo
do colesterol em condi¢6es anormais leva a diminuigcdo dos niveis de mGSH que
sensibilizam os hepatocitos ao estresse oxidativo e ativagdo de mediadores
inflamatorios (ARGUELLO et al., 2015).

Varios modelos experimentais mostraram que o acumulo de colesteroéis
nas mitocondrias sensibiliza hepat6citos na ativagdo da citocina TNF-a levando a
deplecdo de mGSH. (IOANNOU, 2016; BELLANTI et al., 2017) Outros estudos

em hepatoécitos primarios de camundongos com figado gordo e incubado com
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LDL mostrou que a deposicdo do colesterol mitocondrial causou apoptose e
necrose de hepatdécitos pela ativacdo da Via quinase c-Jun N-terminal 1 (JNK1)
(YIN et al., 1999). Estes efeitos foram acompanhados pela ativacdo de transicéo
do poro da membrana mitocondrial, liberacdo do citocromo c, estresse e
deplecdo de ATP (ARGUELLO et al, 2015).

Para fins de diagndstico clinico das doencas do figado, em geral, a anélise
histopatolégica é considerada padrdo ouro. Sendo assim, histopatologicamente,
0 acumulo de lipideos nos vacuolos corresponde ao principal marcador, podendo
ser observado e classificado de acordo com o seu tamanho em: microvesicular
(pequenas vesiculas lipidicas) e macrovesicular (grandes vesiculas lipidicas)
(WILLEBRORDS et al., 2016).

O nosso grupo de pesquisa demonstrou a presenca da esteatose
microvesicular hepética provocada pela periodontite induzida em ratos
(CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017; PESSOA et al., 2017).
As alteracBes encontradas estdo relacionadas com o aumento de estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica (PESSOA et al., 2017). O TNF-a durante a
liberacdo exacerbada de citocinas na periodontite, em resposta aos produtos
bacterianos (LPS) nos tecidos periodontais, pode provocar a fosforilacdo do
receptor de insulina, levando a resisténcia a insulina. Por consequéncia, ocorre o
acumulo de &cidos graxos livres nos hepatdcitos, principalmente via inibicdo da
lipase, do GLUT-4 e da acetil- CoA sintetase (ARGUELLO et al., 2015; HAN;
Sun; YANG, 2016). Quanto ao estresse oxidativo, a diminuicdo de antioxidantes
(GSH) e formacdo de MDA esta encontrada tanto no tecido gengival como
hepatico (figura 3) (CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017,
PESSOA, 2017).

Também foi demonstrado, previamente, que a esteatose hepatica causada
pela periodontite se apresentou de forma leve, o que pode ser comprovado pelo
estudo de Carvalho et al. (2017), demonstrando que esse processo pode ser
revertido ao remover a ligadura dos animais induzidos pela doenga em apenas
20 dias. Além disso, associado a este evento, estd o pericito, célula com
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo celular. No modelo de periodontite
induzida por ligadura, o pericito apareceu em quantidades reduzidas, o que levou
a sugerir que esta célula esta envolvida no processo de regeneracdo do figado
na doenca hepatica causada pela periodontite (VASCONCELOS et al., 2017). A
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partir dos relatos apresentados, uma das metas deste estudo foi caracterizar as
alteracdes ultraestruturais na principal célula do figado, o hepatécito, mediante a
inducdo experimental da periodontite. O artigo publicado com esses dados se

encontra no capitulo | desta tese.
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denecrose tumoral alfa, GSH-glutationa, MDA- malondialdeido.
Fonte: PESSOA, 2017.

Figura 3. Esquema ilustrativo do dano remoto hepéatico da periodontite,

evidenciando as alteracfes a partir da liberacéo das citocinas inflamatorias.

3.4 Moduladores farmacoldgicos das respostas do hospedeiro no tratamento da

periodontite

O tratamento convencional clinico da periodontite corresponde ao uso de
técnicas de alisamento e raspagem radicular com o objetivo de reduzir a carga
bacteriana e inflamacéo local (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).
Além disso, séo incluidos educacgéo do paciente sobre medidas apropriadas para
reduzir os biofilmes subgengivais e o controle dos fatores de risco modificaveis
para a progressdo da doenca (SIMA; VAN DYKE, 2016). Entretanto, a
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interrupcéo do biofilme subgengival € bem-sucedida apenas por curtos periodos
de tempo, porque a maturacdo de novos biofilmes patogénicos é favorecida pela
presenca de bolsas periodontais ao redor dos dentes, que ndo podem ser
acessados adequadamente, mesmo diante do controle higiénico (EMINGIL et al.,
2004).

O uso de diferentes métodos quimicos e fisicos, como os antibibticos,
moduladores farmacoldgicos das respostas do hospedeiro ou, por exemplo, a
ativacdo por laser, podem aumentar os potenciais regenerativos e melhorar o
efeito terapéutico quanto a inducdo antinflamatéria e de resposta imune
direcionada contra o patdgeno (SHURSKA et al., 2014; AKRAM et al., 2016).
Estes métodos, por sua vez, correspondem ao tratamento adjuvante da
periodontite.

Uma diversidade de farmacos tem sido utilizada como moduladores da
resposta do hospedeiro, incluindo anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES),
como os inibidores seletivos de COX-2 e de formacdo de prostaglandinas,
mediadores lipidicos pro-resolutivos, bisfofonatos e tetracilinas (GIANNOBILE,
2008; PRESHAW, 2008; SHURSKA et al.,, 2014). Contudo, a resisténcia
bacteriana e efetividade na regeneracdo do periodonto ainda s&o fatores
limitantes.

O uso de antibiéticos em conjunto com a terapia mecanica ou cirdrgica €
escolhido para certos casos, visando reduzir, eliminar e alterar a qualidade dos
patbgenos microbianos ou modificar a resposta do hospedeiro aos biofilmes
subgengivais (TAIT; GREEN, 2008). A fim de ampliar o espectro da atividade, as
terapias medicamentosas combinadas, como a amoxicilina e o metronidazol,
podem ser consideradas vantajosas em relacdo as escolhas de medicamentos
isolados (SIMA; VAN DYKE, 2016). Varios estudos demonstraram que, em
pacientes com periodontite avancada, a administracao sistémica de metronidazol
e amoxicilina resultou em melhora nas condi¢cées periodontais, eliminacao /
supressdo de patdgenos periodontais putativos e reducdo no tamanho das
lesbes inflamatorias (SHURSKA et al.,, 2014). No entanto, ndo ha dados
suficientes para concluir que o uso adjuvante de tais agentes pode reduzir a
necessidade de cirurgia ou melhorar a retencao de dentes em longo prazo.

A modulacdo da resposta imune aos biofilmes subgengivais é desejada

para controlar a patogenicidade, resolver a inflamacéo e restaurar a homeostase
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tecidual, limitando a disseminagdo bacteriana e mantendo baixos niveis de
mediadores inflamatérios que podem afetar a salde sistémica (MARTINEZ;
HELMING; GORDON, 2009). Enquanto protocolos de tratamento tipicos para
periodontite crbnica visam a remocao de fatores etiologicos em intervalos
regulares para prevenir a recorréncia da doenga, terapias de modulacdo
imunoldgica mostram uma grande promessa a luz de evidéncias crescentes que
demonstram vias inflamatoérias alteradas na patogénese da periodontite. Como a
degradacéao do tecido conjuntivo e a reabsorcéo 0ssea irreversivel marca o inicio
da condicdo da periodontite, a regulacdo da atividade enzimatica gengival € um
alvo terapéutico para a modulagéo imunoldgica na manutencdo em longo prazo
dos niveis de insercdo dentaria. Uma classe de tais drogas moduladoras do
sistema imunolégico tem como alvo enzimas degradadoras de tecidos que séo
abundantes nos tecidos periodontais como resultado de inflamag&o cronica nao
resolvida (HASTURK; KANTARCI; VAN DICKE, 2015; SIMA; VAN DYKE, 2016).

Ha mais de 45 anos a clorexidina (CHX) e seus derivados (-digluconato e-
diacetato) tém sido utilizados com sucesso na terapia periodontal como um
antisétpico, devido a uma alta poténcia e efeitos colaterais modestos. Entretanto,
0 seu uso prolongado pole levar a xerostomia, perda do paladar, dor e lesGes
descamativas orais que comprometem sua terapéutica (SHOLZ et al., 2017).

Em situacdo agravante da doenca, o tratamento da periodontite necessita
de intervencao cirurgica devido a destruicao do tecido periodontal ou até mesmo
na remocgdo do dente (HASTURK; KANTARCI; VAN DICKE, 2015). Com isso,
todos os caminhos que evitem essa condicdo devem ser tomados para garantir a
qgualidade e manutencdo da saude da pessoa doente.

Como descrito anteriormente, a complexidade etiopatogénica da
periodontite requer uma atencdo ao tratamento ndo sO nas alteracdes locais,
como também nas sistémicas. Entretanto, devidas as novas descobertas em
relacdo a essa doenca causando esteatose hepatica, ainda ndo h& estudos
relatando um tratamento com efeitos bidirecionais, especificamente entre os
tecidos periodontais e o figado. Por isso, um dos enfoques deste trabalho foi
também analisar os parédmetros hepaticos nos animais induzidos com a
periodontite e tratados com o a-TPN/BCDs em comparacdo com 0 grupo néo

tratado.
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3.5 Plantas Medicinais e a periodontite

Devido a alta prevaléncia da periodontite na populacdo mundial e
preocupante era das resisténcias bacterianas, compostos bioativos a partir de
plantas medicinais dotados tanto da capacidade de modular a resposta inflamatoria
do hospedeiro quanto do controle do biofilme microbiano estéo recebendo atencéo
consideravel como novos potenciais agentes terapéuticos na prevencdo e no
tratamento da doenca (SREENIVASAN; GAFFAR, 2009; DOYLE et al., 2015).
Especialmente o Brasil, por ser um pais que detém 15% a 20% da biodiversidade do
mundo, com mais de 56.000 espécies, apresenta-se huma posi¢éo favoravel quant
0 a obtencao e disponibilidade em larga escala da extracdo de diferentes espécies
vegetais naturais e com baixo custo (BRASIL, 2016).

As plantas medicinais séo ricas fontes de compostos biologicamente ativos e
oferecem oportunidades de inovacdo na descoberta de medicamentos alternativos e
seguros (SHAABAN; EL-GHORAB; SHIBAMOTO, 2012). Apesar da pratica do uso
dessas plantas serem milenares, muitos farmacos ainda tém sido desenvolvidos
com base em produtos de origem natural ou de seus derivados, com interesse
crescente principalmente em 6leos essenciais derivados de plantas arométicas
(OCHENG et al., 2016).

Diversos estudos experimentais envolvendo modelos animais induzidos com
a periodontite tém sido investigados a fim de conhecer a potencialidade terapéutica
de extratos de plantas naturais ou moléculas purificadas (GUIMARAES et al., 2016;
OLIVEIRA et al.,, 2016; TEIXEIRA et al., 2017; WU et al.,, 2018; RIBEIRO et al,
2018). Esse modelo traz caracteristicas clinicas semelhantes ao dos seres humanos
(STRUILLOU et al., 2010), possibilitando avaliar efeitos bioquimicos, anatdmicos e
histopatolégicos de grupos de animais induzidos com e sem o tratamento proposto
(HOSADURGA et al., 2015; JAYANTI et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018).

No que se refere especificamente as pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de agentes anti-inflamatorios, antioxidantes e antimicrobianos,
estudos tém apontado que os produtos de origem vegetal representam uma fonte
promissora de inibidores da producdo de citocinas, de peroxidacdo lipidica e da
proliferacdo microbiana, respectivamente (LIMA et al., 2013; HATIPOGLU et al.,
2015; OCHENG et al., 2016; LIU; TSAI; PAN, 2018; RIBEIRO et al., 2018). Assim,

plantas medicinais com tais atividades devem ser selecionadas para a investigacao
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cientifica relacionada ao controle do biofilme dental e de a¢cdes imunomoduladoras e
anti-inflamatorias voltadas para a periodontite.

3.5.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo produtos odoriferos e volateis do metabolismo
secundério das plantas superiores e sdo encontrados em folhas, caules, sementes,
flores ou outras partes das plantas aromaticas (LAH, 2004; SIENKIEWICZ;
KOWALCZYK; WASIELA, 2012). Sdo compostos, geralmente, por uma mistura
complexa de monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15); embora diterpenos (C20)
possam estar presentes, e uma variedade de hidrocarbonetos alifaticos de baixo
peso molecular, alcoois, &cidos, aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas e
excepcionalmente compostos contendo N e S, cumarinas e homdélogos de
fenilpropanoides (SINGH; PANDEY, 2018).

As mencBes mais antigas sobre o uso de O6leos essenciais para fins
terapéuticos estao no Papiro ebers, onde mais de 800 remédios e tratamentos foram
listados (VIGAN, 2010). O termo “Oleos essenciais” surgiu porque “azeites" foram
acreditados por ser “essencial” para a vida. O seu desenvolvimento, no entanto, foi
retardado pelo advento dos antibiéticos em meados do século XIX, sendo renovado
recentemente. Estima-se que, de 3.000 dleos essenciais conhecidos, 300 foram
reconhecidos como comercialmente importantes e usado principalmente no mercado
de aromas e fragrancias (VAN DE BRAAK; LEIJTEN, 1994). Espera-se que O
mercado global de 6leos essenciais chegue até 2022 a 11,67 bilhdes de dolares
(VIGAN, 2010).

Os produtos isolados dos 6leos essenciais sdo gerados por organismos Vivos
e isolados apenas por meios fisicos (prensagem e decoc¢do) de uma planta inteira
ou parte da planta de origem taxondémica conhecida (MIGUEL, 2010). Séao
geralmente considerados naturais, menos toxicos, e, livres de residuos, quando
comparado com antibidticos (GONG et al., 2014). Dos seus constituintes, 90% sao
representados pelos monoterpenos, o elemento predominante dos 6leos essenciais
(BAKKALI et al., 2008).

Hidrodestilagdo e destilacdo a vapor sdo as técnicas convencionais mais
usadas para isolar os 6leos essenciais e a cromatografia liquida de alta presséo

para determinar a sua composi¢ao quimica. Sobretudo, parametros como época de
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colheita, 6rgdos da planta, maturidade da planta, diversidade genética, estado
nutricional, condigcbes ambientais, métodos de secagem e técnicas de extracdo e
analise podem influenciar nas suas composicfes (SOWNDHARARAJAN et al.,
2017).

Durante décadas, Oleos essenciais tém sido reconhecidos por exibir
atividades bioldgicas notaveis, incluindo atributos antinflamatérios (LIMA et al.,2013;
PINA et al., 2018), antinociceptiva (ANJOS et al., 2017), antioxidantes (MIGUEL,
2010) e antimicrobianos (PARK et al.2012, LIU, TSAI, PAN, 2018).

Estudos envolvendo Oleos essenciais a partir de diferentes espécies de
plantas tém sido desenvolvidos em modelos experimentais in vivo e in vitro de
inducdo da periodontite por ligadura. Satureja hortensis L., uma espécie de planta
aromatica com atividades antibacteriana e antibiofilme periodontopatégenos, foi
demonstrada em modelo in vitro por ter a capacidade de prevenir a citotoxicidade e
reducao da proliferagcdo celular apos inducéo de tratamento pré oxidante associadas
a periodontite (ZEIDA'N-CHULIA et al., 2013). Outros ensaios experimentais com o
resveratrol e seus derivados glicosilados, um polifenol extraido de Polygonum
multiflorum de cascas de uvas, demonstrou ser eficaz por impedir o desenvolvimento
da periodontite induzida em ratos ao inibir citocinas inflamatérias como o TNF-a e IL-
1 (CHIN et al., 2017).

Efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes também foram encontrados nos
ensaios clinicos de tecidos gengivais humanos com o 6leo essencial de Ocimum
gratissimum, aplicado em concentracdes de subtoxicidade. Este extrato reduziu a
inflamacdo com participacdo de fibroblastos e impediu a destruicdo tecidual
associada a periodontite (OSHENG et al., 2016).

Apesar do conhecimento sobre 0s possiveis beneficios terapéuticos de tantos
Oleos essenciais, sua implicacdo na préatica cotidiana da odontologia ainda é
escassa e pouco indicada (DAGLI; DAGLI, 2014).

3.5.2. Alfa-terpineol complexado com beta-ciclodextrina (a-TPN/B-CDs)

Alfa-terpineol, (2-(4-Metil-1-ciclohex-3-enil)propan-2-ol) € um monoterpeno
alcool, ciclico, hidroxilado (C10H150), incolor e de aroma agradavel encontrado
em uma grande variedade de 6leos essenciais das espécies de plantas como

Eucalyptus globulus (‘Eucalipto’), Salvia officinalis, Carthamus tinctorius,



Ravensara aromatica (‘Ravensara’), Croton sonderianus (‘Marmeleiro negro’) e
Melaleuca quinquenervia (‘Niaouli’) (BATHIA; LETIZIA; API, 2008; HARRATI et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). A utilizacdo deste monoterpeno tem sido
explorada tanto na industria de perfumarias e cosméticos, como de alimentos e
farmacéutica (BATHIA; LETIZIA; API, 2008).

Além de seu produto isolado, a partir dos Oleos essenciais de algumas
espécies de plantas, o alfa-terpineol também pode ser obtido na forma sintética e
biotecnoldgica (BICAS et al., 2010; TAl et al., 2017). Na forma biotecnoldgica, a
sintese ocorre com fontes naturais através da biotransformacgao dos limoneno, a-
pineno ou B-pineno utilizando microrganismos (fungos ou bactérias),
geneticamente modificados, como via de transformacédo. De qualquer modo, a
concentracdo do produto dependera das condi¢cdes da reacao (TAI et al., 2016).

Valiosas propriedades quimicas e biolégicas do a-TPN tem despertado o
interesse de pesquisadores, em especial por suas atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana ou antitumoral (NOGUEIRA et al., 2014; JING et al.,
2015DI SOTTO et la., 2014; MUSFOTA, 2014; ANJOS et al., 2017), além de
outras a¢bes, como descritas na figura 4. As vantagens do seu uso também séo
apontadas pelo baixo custo, disponibilidades e de valor agregado
comercialmente (BATHIA; LETIZIA; API, 2008).
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—> Anti-inflamatéria: (Held; Schieberle; Somoza, 2007;
Quintans-Junior et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Sabino et
al., 2013; Nogueira et al., 2014)

—> Antioxidante: (Marostica-Jinior et al., 2009; Bicas et al.,
2011; Di Sotto et al., 2014)

—> Antimicrobiana: (Park et al., 2009; Park et al., 2012;
OH Zhou;Tao;Jia, 2014; Li et al., 2014; Jing et al., 2015)

—> Antinociceptiva: (Quintans-Junior et al., 2011; Tomaz-
Morais et al., 2017; Anjos et al., 2017)
a- TERPINEOL

—> Antitumoral: (Hassan et al.,2010;Noor;Astuti;Musfota,2014)

Figura 4. Esquema representativo sobre as atividades quimicas e biologicas
evidenciadas nos estudos com o a-terpineol.

Dentre esses estudos, PARK et al. (2012), demonstraram a acao
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antimicrobiana do a-TPN frente as bactérias periodontopatogénicas e
cariogénicas, utilizando células do tecido oral humano para testar se compostos
com o a-TPN podem ser utilizados como candidatos para estudos pré-clinicos e
clinicos. Os pesquisadores encontraram valores de concentracdo inibitéria
minima e bactericida variando entre 0,1 a 0,8 mg.mL e quando utilizado para
gargarejos e pasta dental, abaixo de 0,4 mg/mL. Portanto, mais estudos s&o
necessarios para elucidar a acdo deste componente isolado ou em combinacéo
com outros compostos farmacolégicos.

ApOs extracdo ou sintese, o a-TPN se apresenta altamente lipofilico,
portanto insolUvel em &gua, o que desafia a sua administracao bioldgica devido a
sua baixa disponibilidade, solubilidade e manutencdo (RODRIGUES et al., 2017).
Portanto, a fim de preservar a integridade estrutural das moléculas bioativas,
estruturas com o a-TPN precisam ser protegidas por uma formulacdo de
acabamento com capacidade de entrega-las aos alvos fisioldgicos sem perder
qualquer bioatividade ou propriedades fisico-quimicas (MUNIN; EDWARDS-
LEVY, 2011; PINHO et al., 2014).

Diversos compostos naturais sdo apresentados como adjuvantes
tecnologicos que melhoram a biodisponibilidade de farmacos, senvindo de
veiculos de entrega, como por exemplo, os oligossacarideos ciclicos conhecidos
como ciclodextrina (CDs) (GOU; ZOU; AHN, 2011; PINHO et al., 2014).

CDs correspondem a substancias cicloligossacarideos advindas da
degradacdo enzimética de amidos contendo 6, 7 ou 8 residuos de glicose
interligados por ligagdo glicosidica (DUCHENE; BOCHOT, 2016). Embora
existam 3 tipos de classes de CDs (a-CD; B-CD e y-CD), a isoforma B-CD é o
tipos mais comumente utilizado para a encapsulagcdo de drogas, devido a
facilidade de suas obtencéo e custo mais baixo (PINHO et al, 2014).

Estruturalmente, as moléculas de CDs apresentam uma por¢ao anidrofilica
externa e hidrofébica interna (apolar), aparentando um cone truncado na qual o
didmetro da cavidade interma aumenta em funcdo do numero de unidades de
glicopiranoses. Essa conformacao favorece o carreamento interno de moléculas
pouco soluveis em agua, a exemplo do a-TPN, melhorando a solubilidade delas
e, muitas vezes, a sua biodisponibilidade (figura 5) (DUCHENE; BOCHOT, 2016;
RADU; PARTENI;OCHIUZ, 2016).Neste trabalho, foi usado o a-TPN complexado

com a B-CD com o objetivo de avaliar sua atuacéo terapéutica como potencial
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anti-inflamatoério e antioxidante na clinica da periodontite, tanto no aspecto oral

como sistémico, como enfoque no figado de animais induzidos com a ligadura.

CAVIDADE
HIDROFOBICA

SUPERFICIE
HIDROFILICA

Figura 5. Esquema representativo das trés classes de ciclodextrinas (a-CD; B-
CD e y-CD) e dos aspectos bioquimicos de superficie hidrofilica e cavidade
hidrofébica das CDs. Fonte: Adaptado de Pinho et al. (2014).

Alguns estudos envolvendo o a-TPN com B-CDs asseguram a eficiéncia
deste complexado em atividades de hiperalgesia ndo inflamatéria em roedores,
aplicado ao modelo de fibromialgia, de efeito antimicrobial, antioxidante e anti-
inflamatoéria. Em comparacdo com a substancia livre (isolada) do a-TPN, os
pesquisadores encontraram resultados mais duradouros com o complexado a-
TPN com B-CDs (OLIVEIRA et al., 2016; ANDRADE et al., 2017; RODRIGUES et
al., 2017).

3.6 Modelo animal da periodontite

O modelo de inducdo da periodontite usando ligadura em animais é bem
estabelecido e ha muitos anos vem contribuindo com novos conhecimentos nas
ciéncias biologicas e para o teste de novas abordagens terapéuticas voltadas ao
tratamento da doenca (OZ; PULEO, 2011). Para que ocorra a indugdao, uma

ligadura (de nylon, seda ou fio de algodao) retentora de placa bacteriana €
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colocada ao redor dos primeiros molares inferiores do animal (ratos, cies ou
camundongos) para facilitar o desenvolvimento de acumulo de biofilme oral,
provocando um dano ao tecido gengival e periodontal como uma ulceracdo do
epitélio do sulco. O biofilme aderido ao fio facilita a invasdo de microrganismos
para o tecido conjuntivo, levando a altera¢des no tecido periodontal similares as
observadas em periodontites humanas com infiltrados inflamatérios e consequente
perda de insercdo do LP e de osso alveolar (figura 6) (MARCHESAN et al., 2018).

Figura 6. Imagem representativa do modelo de inducdo experimental da
periodontite em ratos utilizando fio de nylon ao redor do primeiro molar inferior.

Fonte: Préprio autor.

Ha diversas vantagens para o uso do modelo de indu¢cdo com ligadura em
comparacao com outros modelos que incluem a facilidade e rapidez da técnica,
perda Ossea previsivel e capacidade de estudar a regeneracdo O0ssea do tecido
periodontal e alveolar (OZ; OULEO, 2011). Além disso, os estudos vém utilizando
ratos para a aplicacdo do modelo, tendo em vista a facilidade de manipulacéo, o
baixo custo, capacidade de manutencdo em condicao livre de germes e a
possibilidade de desenvolvimento de imunodeficiéncias (MARCHESAN et al.,
2018).

Neste trabalho foi realizada a indugdo da periodontite em ratos Wistar por
procedimento cirdrgico com prévia anestesia, conforme aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo animal (CEEA) (ANEXO D).
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Resumo

A periodontite causa danos nao apenas no periodonto, como também em outros
tecidos como: articular, renal, cardiaco e hepético. OBJETIVO: O objetivo deste
estudo foi investigar as alteracdes causadas pela periodontite na funcao e estrutura
hepética, usando um modelo experimental em ratos. MATERIAIS E METODOS:
Vinte ratos, fémeas, (Rattus norvegicus) foram separados aleatoriamente em dois
grupos: controle e periodontite (n=10, cada grupo). O indice de sangramento
gengival (ISG), mobilidade dentaria (MD), profundidade de sondagem (PS), altura
Ossea alveolar (AOA) estresse oxidativo e biomarcadores sanguineos foram
avaliados. Reacdes de imunohistoquimica foram realizadas para fosfatase alcalina
(FAL) no figado. Foram avaliadas ainda as quantidades de interleucina-13 (IL-1pB),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e lipideos hepaticos. Por fim, os figados das
ratas foram avaliados com microscoépio de luz convencional e microscopio eletrdnico
de transmissdo (MET). RESULTADOS: avaliacdo histopatoldégica mostrou grau de
esteatose, hepatdcitos binucleados e células positivas para FAL em maiores
guantidades no grupo com periodontite, em compara¢cdo com 0 grupo controle. A
avaliagdo com MET revelou aumento significativo no tamanho e numero de
vesiculas lipidicas (VL), maior espacamento entre as cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), mitocondrias aumentadas, foamy citoplasméatico e
maior acumulo de glicogénio no tecido hepatico das ratas com periodontite, quando
comparados com o grupo controle. Além disso, o0s niveis plasméticos de FAL,
lipoproteina de baixa densidade (LDL), triglicerideos e colesterol total estavam
alterados. CONCLUSAO: A periodontite experimental causou alteracdes
imunohistoquimicas para FAL, histopatologicas, ultraestruturais, de estresse
oxidativo e bioguimicas no figado das ratas.

Palavras-chave: doenca periodontal; figado; medicina oral; citocinas; inflamacao.
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Introducéao

A periodontite é uma doenca inflamatoria, que afeta quase 50% dos adultos e
€ um importante problema no mundo, dentre as doencas orais (PETERSEN et al.,
2005; EKE et al., 2015). A destruicdo causada pela periodontite resulta do
desequilibrio na resposta do individuo provocado por  bactérias,
periodontopatdgenos e outros metabdlicos, que estimulam uma produgcéo excessiva
de mediadores inflamatorios. Espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) liberadas por células de defesa em resposta a
bactérias, periodontopatdogenos, metabdlicos e lipopolissacarideos (LPS) contribuem
para a destruicao periodontal (CHAPPLE, 1997; WHITE et al., 2016).

A periodontite causa danos ndo apenas nos tecidos periodontais, mas
também em outros tecidos, como: articular (LIN et al., 2017), renal (FRANCA et al.,
2017), cardiaco (KOSE et al., 2017) e hepatico (TOMOFUJI et al., 2007; YONEDA et
al., 2012; CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017).

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é caracterizada por
acumulo de gordura em mais de 5% dos hepatdcitos na auséncia de ingestédo
excessiva de alcool (ABD EL-KADER; EL-DEN ASHMAWY, 2015). A DHGNA ¢
estimada em afetar 30% da populacdo mundial (BEDOGNI et al., 2005). Alteracbes
no metabolismo de carboidratos e lipideos sdo caracteristicas da DHGNA
(WALTHER; FARESE, 2009). O estresse oxidativo € um elemento importante e
associado ao mecanismo fisiopatologico das condi¢Bes inflamatérias que ocorrem
na DHGNA (MIKOLASEVIC et al., 2016). Além disso, aumentos de citocinas como:
interleucina-13 (IL-1B) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) podem acelerar o
acumulo de gordura no figado (TILG; DIEHL, 2000; MIKOLASEVIC et al., 2016).

Além disso, a microbiota intestinal tem aparecido como uma emergente causa
de DHGNA (LAU; CARVALHO; FREITAS, 2015). Neste sentido, alguns estudos
demonstraram que bactérias associadas com a periodontite como: Porphyromonas
gingivalis (YONEDA et al., 2012) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(KOMAZAKI et al., 2017) podem influenciar o desenvolvimento e progressao da
DHGNA. Estas e outras bactérias associadas com a periodontite apresentam LPS
em suas paredes celulares, o qual pode ser degradado pela fosfatase alcalina (FAL),
uma superfamilia de metaloenzimas, através da remocdo do fosfato-A do LPS

(POELSTRA et al., 1997). Este processo catalitico reduz a afinidade pelo receptor
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Toll-like (KIM et al., 2007). Em adicdo, a FAL pode regular a absorcdo de
lipoproteinas e atuar como um marcador para doencas no figado (LYNES et al.,
2011; POUPON, 2015).

Diversas ferramentas de diagnoéstico clinico para DHGNA tém sido
desenvolvidos, incluindo biomarcadores, técnicas de imagem, mas o padrdo ouro
para diagnostico ainda é a avaliagdo histopatologica (TAKAHASHI; FUKUSATO,
2010). Ao lado disso, o acumulo de gordura no hepatdcito, pode provocar a
presenca de mais de um nucleo por célula, caracteristica, que pode estar associada
com a divisédo celular. Foi demonstrado que o estresse oxidativo pode causar falha
na citocinese, levando a uma diviséo celular incompleta e binucleacédo do hepatdcito
(TORMOS-ANA et al., 2014). O estresse oxidativo também esta associado com
alteracdes ultraestruturais nos hepatécitos nas doencas hepaticas (AHISHALI et al.,
2010).

NO6s demonstramos previamente que a periodontite induzida com ligadura
causou esteatose microvesicular e tal processo pode ser revertido apos a remocao
da ligadura do dente dos animais (CARVALHO et al., 2017). Outro estudo de nosso
grupo de pesquisa revelou que os pericitos estavam associados com alteracdes no
tecido hepético (VASCONCELOS et al,, 2017). Embora tal associacdo entre
periodontite e DHGNA tenha sido proposta (TOMOFUJI et al., 2007; YONEDA et al.,
2012; SAITO et al., 2015; CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017
AKINKUGBE et al., 2017), muitos pontos ainda permanecem obscuros.

Nenhum estudo avaliou pela reacdo de imunohistoquimica a FAL, nem
citocinas (TNF-a e IL-1B), como também a quantidade de hepatdcitos binucleados e
0Ss componentes ultraestruturais no figado com MET. Além disso, nés avaliamos o
estresse oxidativo, os niveis de lipideos e marcadores sanguineos. E para estudar
esses parametros, o modelo de periodontite induzida com ligadura foi usado neste

estudo.

Material e métodos

Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o protocolo 384/17. Foram mantidas 20
ratas (222,4 +4,8g), Wistar, em temperatura de 23 a 25° C, com ciclos de claro e
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escuro de 12 horas, onde receberam agua e racéo ad libitum, passando antes por

um periodo de aclimatacao, antes dos experimentos.

Desenho do estudo

As ratas foram separadas aleatoriamente em dois grupos, com 10 animais por
grupo:1) Controle, ratas que néo receberam ligaduras (inducao da periodontite);

2) Periodontite, ratas que receberam ligaduras para induzir a periodontite;

A inducéo da periodontite foi realizada com anestesia prévia e administracado
prévia de solucdo intramuscularmente de 2% hipoclorito de xylazina, (Rompum-
Bayer®, Sao Paulo, SP, Brasil) na dose de 15 mg/Kg e quetamina, (Francotar-
Virbac®, Roseira, SP, Brazil) na dose de 40 mg/Kg. Posteriormente, um fio de nylon
3-0 (Shalon®, Goiania, GO, Brasil) foi inserido na regido do sulco gengival ao redor
dos primeiros molares inferiores bilateralmente (VASCONCELOS et al., 2017,
PESSOA et al.,, 2018). Ap6s 20 dias, as ratas foram eutanasiadas e o0 sangue

coletado para os testes bioquimicos. Os figados, massas corporais foram medidos.

indice de sangramento gengival (ISG) e avaliacdo da mieloperoxidase (MPO)

O escore para avaliagao do ISG foi realizado de acordo com Liu et al. (2012)
em classificado em: 0, 1, 2, 3, 4 e 5 para os primeiros molares inferiores
bilateralmente (PESSOA et al., 2018). Para a avaliacdo da MPO gengival, seguiu-se
a metodologia de Chaves et al. (2013).

Mobilidade dentaria (MD) dos 1°° molares inferiores e profundidade de
sondagem (PS)

A MD foi classificada nos seguintes escores: 0, mobilidade fisioldgica; 1,
mobilidade leve, movimentacéo do dente no sentido vestibulo-palatina; 2, mobilidade
moderada, movimentagdo vestibulo-palatina e mésio-distal; 3, mobilidade severa
(movimentacao vestibulo-palatina, mésio-distal e vertical no sentido alvéolo dentario)
(Xu & Wei, 2006). A PS foi avaliada com uma sonda milimetrada especial, com raio
de 0,2 mm, de acordo com Liu et al. (2012).

Altura 0ssea alveolar (AOA)
A AOA foi realizada conforme Vasconcelos et al. (2017) e as imagens

capturadas e medidas com o software ImageJ v.1.48.
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Avaliacao histopatoldgica do figado

Os figados das ratas foram coletados do lobo esquerdo e processados como
de rotina histologica, segundo Vasconcelos et al. (2017). Os escores para esteatose
foram classificados de acordo com a porcentagem de hepatdcitos com gordura
acumulada em seu citoplasma, em: 0, nenhum; 1, <5%; 2, 6%-33%,; 3, 34%-66%; 4,
>66%. Os escores para inflamacéo e necrose foram classificados em: 0: nenhum; 1:
<2 focos por campo; 2: 2-4 focos por campo; 3:> 4 focos por campo. Para a
contagem de hepatécitos binucleados, foi avaliada uma area de 45.000 pm? do
tecido hepéatico com microscépio de luz (NOVA®, Piracicaba, SP, Brazil). A
avaliacdo no numero de mastdcitos, foi realizada de acordo com Franceschini et al.
(2017).

Imunohistoquimica para fosfatase alcalina (FAL)

Os figados foram marcados para FAL e uma area de 45.000 um2 do tecido
hepatico foi avaliada. ApGs preparacédo de rotina histoldgica, a parafina foi removida
e a peroxidase foi bloqueada com 5% de H,O, em &gua. Ap6s o bloqueio da
reatividade inespecifica com albumina bovina (3%) em tampdao fosfato, o anticorpo
primério (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi usado 20 ug/ ml foi aplicado nos corte,
overnight na temperatura de 4°C. Em seguida, os cortes foram lavados com tamp&o
fosfato e incubados com o anticorpo secundario (LSAB2 system, DAKO, Glostrup,
Denmark), por 40 min a 37,5°C. A solucdo de diaminobenzidine (3,3

diaminobenzidino) foi usada e a hematoxilina como contra corante.

Avaliacao dos hepatdcitos com microscopio eletrénico de transmisséo (MET)

Pequenos fragmentos hepaticos com 1 mm?® do lobo lateral e medial foram
processados conforme Lopez-Navarro et al. (1996). Os ultra-cortes foram
visualizados e capturados usando um MET (JEM 1400, JEOL, Japan) a 80 kV. As
imagens digitais foram capturadas com um sistema digital (Gatan, Pleasanton, CA,
EUA). Para avaliacdo das vesiculas lipidicas (VL), foram mensuradas as imagens
dos grupos em um aumento de 6.000x, que continham ao menos um hepatocitos
nucleado, de acordo com Watanabe et al. (1988). Além disso, a distancia entre as
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), o tamanho das mitocdndrias
foram mensurados com uma ampliacdo de 15.000x. O foamy citoplasmatico foi
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avaliado usando uma malha com 100 pontos em uma area de 1.170 pm? com um
aumento de 8.000x. O armazenamento de glicogénio foi classificado em escores: 0,
armazenamento fisioldgico; 1, leve acumulo de glicogénio; 2, acimulo moderado de
glicogénio; 3, acumulo severo de glicogénio. Todas as ultraestruturas examinadas

basearam-se em Ghadially (1988) e utilizaram o software ImageJ v.1.48.

Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica - enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)

Para a avaliacdo da concentracdo de NO3/NO,, o homogenato de figado foi
incubado numa microplaca com nitrato redutase por 12 horas para converter NO3
NO,. A producdo do oxido nitrico foi determinada pela mensuracdo das
concentracdes de nitrito em placas de ELISA lidas em 540nm (Green et al., 1982).

Em relacdo as dosagens das citocinas IL-13 e TNF-a, amostras do figado
foram coletadas e homogenadas em soro fisiolégico estéril. ApGs isso, 0s niveis de
IL-18 e TNF-a foram avaliados usando kits de ELISA, Segundo recomendacéo do
fabricante. Os homogenatos foram centrifugados a 0,89 na temperatura de 4°C por
11min e os sobrenadantes foram armazenados em -70°C até o momento das
andlises.

Para os marcadores sanguineos, niveis de FAL, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT), glicose,
total colesterol, lipoproteina de alta densidade (HDL) e triglicerideos foram
mensurados. Para a avaliacdo da concentracdo de colesterol e triglicerideos
hepéticos foi seguido o método de Folch Less and Sloane Stanley (1957) e para tais
analises, tanto para o sangue como para o figado, kits comerciais foram usados
(Labtest®, Belo Horizonte, MG, Brazil).

Niveis de glutaiona (GSH), malondialdeido (MDA) e glicose

Para se avaliar os efeitos sistémicos da periodontite sobre o estresse
oxidativo hepatico, mensurou-se os niveis de GSH, segundo Sedlak et al. (1968).

Para se avaliar os efeitos sistémicos da periodontite sobre a peroxidacéo
lipidica hepatica, mensurou-se os niveis de MDA, segundo Mihara et al. (1978).

E para avaliacdo da glicemia aleatoria, foi utilizado um glicosimetro (Accu-

Chek Active, Sédo Paulo, SP, Brasil), previamente a eutanasia das ratas.
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Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia e moda (erro padrdo e/ou valores
minimos e méaximos). O teste de Kolmogorov-smirnov foi usado para verificar se os
dados apresentaram distribuicdo normal. A diferenca entre os grupos foi avaliada
com teste T ndo pareado para dados com distribuicdo normal e para dados com
distribuicdo fora da normalidade, foi usado o teste de Mann-Whitney, com * p<0,05.

Resultados

ISG, MD e niveis de MDA e MPO

As ratas com periodontite, grupo periodontite, apresentaram alteracao de cor,
edema, sangramento gengival, quando comparado com 0O grupo controle, sem a
indugdo da periodontite (Figura 1A e 1B; grupos controle e periodontite,
respectivamente). ISG (Figura 1C), MD (Figura 1D), MDA (Figura 1E) e os niveis de
MPO (Figura 1F) foram significativamente maiores do que nas ratas sem

periodontite, como observado na figura 1.

Avaliacdo da AOA e PS

O grupo periodontite apresentou significativo aumento dos valores AOA
(Figura 1G) e PS (Figura 1H). Os resultados de ISG, MD, MDA, AOA e PS
mostraram que a indugdo da periodontite ocorreu normalmente, provocando a

doenca, permitindo que as possiveis avaliacdes sistémicas fossem avaliadas.

Massa corporal e hepatica e marcadores no sangue e no figado

As massas corporais e hepaticas ndo diferiram estatisticamente entre os
grupos, como Vvisto na tabela 1.
FAL, HDL, triglicerideos e colesterol total apresentaram-se significativamente
alterados no grupo periodontite, em comparacao com o grupo controle (Tabelal). Os
niveis sanguineos de GGT,ALT, AST e glicose apresentaram-se mais elevados no
grupo periodontite do que no grupo controle (p>0,05). Além disso, 0s niveis
sanguineos e hepaticos de colesterol e triglicerideos foram significativamente

maiores no grupo periodontite, comparado com o grupo controle (Tabela 1).
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A) apresenta o aspecto clinico normal do grupo controle, a lingua esta representada em T (tongue) e
0 1° molar na seta. B) Aspecto clinico do grupo periodontite, apresentando gengiva com alteracéo de
cor, severo edema e sangramento gengival apés sondagem periodontal. C) Escore para o indice de
sangramento gengival (ISG). D) Mobilidade dentaria (MD) dos primeiros molares inferiores. E) Niveis
de MDA. F) Mieloperoxidase (MPO). G) Altura 6ssea alveolar (AOA). H) Profundidade de sondagem
(PS). O escore para ISG, os niveis de MDA e GSH junto com AOA e PS apresentaram

significativamente alterados no grupo periodontite, em compara¢édo com o grupo controle. *p<0,05.

Figura 1. Parametros orais (indice de sangramento gengival, mobilidade dentaria e
niveis de MDA e MPO gengivais) e avaliacdo da altura éssea alveolar e
profundidade de sondagem.
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Niveis de NO3/NO,, MDA, GSH, MPO, IL-18 e TNF-a no figado

Os niveis de NO3/NO,, MDA e MPO estdo apresentados na tabela 1, com
valores maiores para 0 grupo periodontite, comparado com o grupo controle. Os
valores para GSH também apresentaram diferenca significativa entre os grupos
(Tabela 1). Para IL-18 e TNF-a no figado, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos.

Avaliacao imunohistoquimica e histopatologica do figado

O grupo controle apresentou estrutura hepatica normal (Figuras 2A e 2C). Por
outro lado, amostras dos figados do grupo periodontite apresentaram alteractes
histopatoldgicas, como: hepatécitos com esteatose microvesicular, perda da
organizacdo dos corddes de hepatécitos ao redor da veia central e congestdo
venosa (Figuras 2B e 2D). A quantidade de células positivas para FAL foi
significativamente maior no grupo periodontite, em comparagdo com 0O grupo
controle (Figuras 2E, F e I). Além disso, 0 grupo periodontite apresentou maior
(p<0,05) grau de esteatose hepatica (escore) (Figura 2H), quando comparado com o
grupo controle. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos
para o escore de inflamacédo, necrose e contagem para mastécitos (inflamacéo, 1 (1-
2) para o grupo controle, 1 (1-2) para o grupo periodontite; necrose, 1 (1-1) para o
grupo controle, 1 (1-1) para o grupo periodontite; contagem de mastocitos, 1,7 +0,5

para o grupo controle, 1,8 +0,5 para o grupo periodontite; p>0.05).
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Tabela 1. Parametros de massa e marcadores sanguineos e hepéticos.

Grupos Controle Periodontite
Parametros de massa

Corporal (9) 218,4+5,0 226,5+ 4,6
Figado

Relativo (%) 3,2+0,1 3,0+0,1
Absoluto (g) 7,1+0,3 70+04
Marcadores sanguineos

FAL (U/dL) 46,1+ 6,9 67,9+5,7
AST (U/dL) 67,2+ 2,3 87,6 +6,1
ALT (U/dL) 285+25 349+17
GGT (U/dL) 10,1+25 154+3,8
Glicose” (mg/dL) 268,1+ 14,5 259,6 + 18,6
Colesterol total (mg/dL) 62,4+2.2 80,3+4,9
HDL (mg/dL) 77,4+ 3,0 38,2+14
Triglicerideos (mg/dL) 58,1+ 3,8 84,7+3,6°
Marcadores hepaticos

Colesterol total (mg/dL) 2,4+04 52+1,0
Triglicerideos (mg/dL) 97,2+5,0 134,3+ 11,8
IL-1B (pg/mg) 307,5+7,6 302,7 +13,1
TNF-a (pg/mg) 239,441 247,4 £ 3,7
NO4/NO, (mM) 0,2+0,0 0,3+0,0
MDA (mmol/g of the tissue) 84,0+ 3,7 122,0+9,7
GSH (umol/g of the tissue) 461,7 + 37,9 150,0 + 45,3
MPO (mmol/g of the tissue) 3,2+£0,2 3,7+0,3

*p< 0,05 comparando o grupo periodontite com o grupo controle (Teste T ndo pareado). Resultados

expressos em media e erro padrdo (z). # glicose aleatéria, sem jejum.
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Figado em A) e C) demonstrando hepatdcitos com organizagdo normal ao redor da veia central (CV —
central vein) no grupo controle. O grupo periodontite apresenta gordura hepética ilustrada em B) e D)
com congestdo venosa (circulo) e hepatdcitos binucleados (seta dupla) sdo observados. O grupo
periodontite apresentou valores maiores para G) escore de esteatose, H) numero de hepatdcitos
binucleados e I) células positivas para FAL, comprando-se com o grupo controle. E) llustra células
positivas para FAL no grupo controle e F) no grupo periodontite. A) e B) azul de toluidina, C) e D)
hematoxilina e eosina, E) e F) imunohistoquimica para FAL, todas as fotomicrografias estdo no
aumento original de 600x. * p<0,05.

Figura 2. Imagens histopatolégicas do figado e analise Imunohistoquimica para
FAL.
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Avaliacao dos hepatécitos com microscopio eletrénico de transmissdo (MET)

O grupo periodontite apresentou um aumento significativo no tamanho e
numero das VL por hepatocitos, comparando-se com o grupo controle (Figura 3).

Ao se avaliar o RER, o grupo controle apresentou cisternas normais (figura 4A),
enquanto o grupo periodontite apresentou uma dilatagdo das cisternas do RER, da
ordem de 75,8%, como observado na figura 4B e C.

As mitocondrias mostraram ultraestrutura normal nas ratas do grupo controle
(figura 4A). Diferentemente do grupo periodontite, que as mitocondrias apresentaram
menos elétron densas e com cristas mitocondriais menos distinguiveis (Figura 4B).
Quanto a avaliacdo ultraestrutural do reticulo endoplasmatico liso (REL) dos
hepatdcitos, o grupo controle apresentou normalidade em sua ultraestrutura (Figura
5A e B). Por outro lado, no citoplasma dos hepatécitos do grupo periodontite, houve
abundante foamy citoplasméatico (Figura 5C e D). O foamy citoplasméatico € o
resultado da proliferagdo do REL e acumulo do glicogénio (Figura 3D), houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 5E,demonstra o

foamy citoplasmatico e figura 5F, o acamulo de glicogénio).

Discussao

Este estudo foi desenhado para esclarecer a associacdo entre a periodontite
e as anormalidades hepéaticas. Assim, foram demonstradas significantes mudancas
nos figados dos animais com periodontite induzida com ligadura. Este € o primeiro
estudo na literatura mostrando o desenvolvimento de altera¢des histopatologicas no
figado, com destaque no aumento no niumero de hepatécitos binucleados e positivos
para FAL nas ratas com periodontite, comparando-se com as ratas do grupo
controle. Além disso, os resultados demonstraram significante aumento no tamanho
e numero das VL, na distancia entre as cisternas do RER, tamanho das
mitocondrias, foamy citoplasmatico e acumulo de glicogénio, como também: nos
niveis de NO3/NO, nos figados dos animais do grupo periodontite versus grupo
controle. Da mesma forma, os niveis de FAL sanguineos também se apresentaram

elevados no grupo periodontite (p<0,05).
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A) hepatocito com ultraestrutura normal do grupo controle, mostrado no retangulo branco B) area em
maior aumento, demonstrando aspecto normal da mitocondria (M), reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) e nuacleo (N). Diferentemente, c) o grupo periodontite mostra hepatécito com aumento no
tamanho e nimero de VLs (Vesiculas lipidicas, do inglés - LD — lipid droplets), D) area em maior
aumento, representando detalhe das VLs (LD) e acumulo de glicogénio (Setas). Valores elevados
para E) tamanho e F) numero das VLs (LD) foram observados no grupo periodontite, comparando-se
com o grupo controle. E, eritrocito; M, mitocdndria; N, nucleo. Imagens A) e C) do microscopio
eletrdnico de transmissdo (MET) em aumento original de 10.000x, e B) e D) aumento original de
15.000x. *p<0,05.

Figura 3. Avaliacao ultraestrutural dos hepatdcitos por MET.
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A) Hepatdcitos com mitocondrias (M) e reticulo endoplasmatico rugoso (RER) normais séo
observados no grupo controle. B) llustra hepatécito com dilatagdo do RER e mitocdndrias maiores,
com cristas mitocondriais menos elétron densas e menos distinguiveis no grupo periodontite. C)
Dilatagdo das cisternas do RER e D) mitocondrias maiores no grupo periodontite, quando
comparadas com as mitocdndrias do grupo controle. LD, lipid droplets — (vesiculas lipidicas); N,
nacleo. Imagens do MET com aumento original de 15.000x. *p<0,05.

Figura 4. Avaliagdo ultraestrutural dos RER e mitocondrias dos hepatocitos por
MET.
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Dois hepatécitos normais sdo observados no centro da imagem de animais do grupo controle, B) o
retdngulo branco mostra a area demarca pelo retangulo em maior aumento, demonstrando reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) normal, nicleo (N). C) Apresentam hepatécitos com abundante foamy
citoplasmatico (FC) no grupo periodontite. D) Apresenta a area do retangulo branco em maior
aumento, representando os detalhes do FC nos hepatécitos dos ratos com periodontite. A
periodontite causou aumento de E) FC e F) no acimulo de glicogénio no citoplasma dos hepatécitos
com periodontite, comparando-se com o grupo controle. N, ndcleo. Imagens A) e C) com aumentos

originais de 2.500x, e B) e D) com aumentos originais de 8.000x. *p<0,05.

Figura 5. Avaliacdo ultraestrutural por MET do reticulo endoplasmatico liso e
citoplasma dos hepatdcitos.
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Nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente esteatose microvesicular
em ratos com periodontite (CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017),
mas o aumento no numero de hepatdcitos binucleados no figado de animais com
periodontite ainda ndo tinha sido relatado. O hepatdcito binucleado demonstra uma
tentativa da célula se regenerar de danos provacados (ELKHATEEB et al., 2015).
Uma estratégia deste estudo foi usar ratas fémeas, que apresentam maior nimero
de hepatdcitos binucleados, resultado do dimorfismo sexual da espécie (MARCOS et
al., 2016). Esta estratégia aumentou o sucesso de nossa investigacao e testar a
reprodutibilidade destes achados com ratos machos pode ser interessante.

Em relacdo a avaliagdo dos escores de esteatose (p<0,05), inflamacao
(p>0,05) e necrose (p>0,05), os escores apresentaram-se maiores Nno grupo
periodontite, quando comparado com grupo controle, corroborando com estudos
prévios (CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017). Nao foi encontrado
esteatose macrovesicular, nem fibrose hepatica. Os dados de MPO junto com as
dosagens das citocinas (IL-1B and TNF-a) ndo demonstraram diferengca entre os
grupos, indicando que a esteatose causada pela periodontite foi leve em
comparacdo com esteatohepatite, na qual o processo inflamatério agudo, com
elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias (TILG; DIEHL, 2000; HANDA et al.,
2017).

Previamente foi demonstrado por nds, que a esteatose microvesicular esta
associada com niveis diminuidos de GSH e aumentados de MDA causados pela
periodontite (CARVALHO et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2017). Neste estudo,
pela primeira vez na literatura foi demonstrado que a periodontite também causou
aumento nos niveis de NO3/NO, no figado dos animais com periodontite,
comparando-se com 0S animais sem periodontite. Estes elevados niveis agrupam
achados do nosso estudo. Um estudo demonstrou que hepatécitos ndo completaram
a divisdo celular em condicbes de estresse oxidativo, apresentando falha na
citocinese e binucleagcdo (TORMOS-ANA et al., 2014), como observado em nosso
estudo. NGs acreditamos que o aumento no numero de hepatécitos binucleados
significa uma proliferacdo compensatoria associada a injaria hepatica causada pela
periodontite.

Este estudo € o primeiro na literatura a descrever alteragfes ultraestruturais
no figado de animais com periodontite. Foi possivel observar a principal

caracteristica da esteatose, que € o acumulo de gordura nos hepatécitos. O
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aumento nos niveis de estresse oxidativo causou liberacdo excessiva de produtos
da peroxidacado lipidica (HENKEL et al., 2012), como também demonstrado por
estes dados com elevados niveis de MDA hepaticos nas ratas com periodontite.
Além disso, os dados de colesterol e triglicerideos no sangue como também no
figado (Tabela 1) suportam este achado. Para avaliar a ultraestrutura das VL nos
hepatdcitos, foi usado o MET, o qual permitiu contar o nimero e tamanho. O grupo
periodontite apresentou VL 92,3% maiores do que as VL do grupo controle (Figura
3); este achado € similar ao estudo que avaliou o acumulo de gordura no figado de
ratos tratados com etanol (EID et al., 2013). Uma outra alteracdo observada foi que
o0 numero de VL no grupo periodontite foi 53,1% maior, como visto na figura 3. VL
ocupam o citoplasma dos hepatécitos, diminuindo funcées celulares (FELDSTEIN et
al., 2011). VL ndo sdo apenas inclusdes, mas organelas que exercem diversas
atividades biologicas, dentre elas o equilibrio dos lipideos sanguineos (WALTHER et
al., 2009), de acordo com nossos resultados para os niveis elevados de colesterol
total e triglicerideos tanto no sangue como no figado.

Nés demonstramos previamente (CARVALHO et al., 2017) que o perfil lipidico
dos ratos com periodontite foi similar a estes dados (Tabela 1). Uma hipétese
emergente estd associando o metabolismo lipidico com o envolvimento de bactérias
periodontopatogénicas aumentando o risco do desenvolvimento e/ou progresséao da
doenca hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (YONEDA et al., 2012,
KOMAZAKI et al., 2017). Mais investigacdes poderiam esclarecer a associacao entre
a periodontite e os mecanismos de desenvolvimento da DHGNA. Além disso, o
modelo de periodontite induzido com ligadura é a atual forma de simular a relacao
entre as bactérias associadas a periodontite e seus efeitos sistémicos.

Em relacdo a avaliacdo ultraestrutural, nés observamos que as mitocéndrias
dos hepatocitos do grupo periodontite estavam maiores do que as do grupo controle.
Ainda, as mitocondrias dos animais com periodontite apareceram menos elétron
densas e com as cristas mitocondriais menos distinguiveis da membrana
mitocondrial, como demonstrado em ratos com diabetes induzida com aloxana
(Lucchesi et al., 2015). As mitocondrias tém importante papel na producéo de ATP e
aumento de estresse oxidativo estd associado com falha nessa producédo de ATP,
causando danos mitocondriais (FELDSTEIN et al., 2011). Estes resultados estéo de
acordo com niveis aumentados de GSH, MDA e NO3/NO,, como também mudancas

ultraestruturais observadas no tamanho das mitocondrias.
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NOs especulamos que o aumento de marcacdo para FAL no figado dos
animais esta associado com o LPS bacteriano envolvido na periodontite (YONEDA
et al., 2012; KOMAZAKI et al., 2017), porque a FAL medeia a interacdo bactéria-
hospedeiro por meio da capacidade de desfosforilar o lipideo-A da parede celular do
LPS bacteriano (LALLES, 2010). Além disso, a atividade da FAL esta relacionada
com o metabolismo lipidico (LYNES et al., 2011). Nossos dados para a FAL séo
suportados por prévios achados e trazem a associacdo com a periodontite induzida,
ainda néo relatada na literatura.

A periodontite experimental causou mudancas nas VLs, mitocondrias RER e
REL, quando analisados pelo MET. Os hepat6citos do grupo periodontite mostrou
significante dilatacdo nas cisternas do RER, em compara¢do com 0 grupo controle,
como visto na figura 4. Similarmente, o REL também apresentou diferencas, que
estdo possivelmente associadas com o desequilibrio no estresse oxidativo causado
pela periodontite. O REL das ratas com periodontite demonstrou foamy
citoplasmatico (Figura 5C, D e E), resultado da proliferacdo do REL e acumulo de
glicogénio (Figura 3D e figura 5F). Tais achados inéditos em relacdo a ultraestrutura
dos hepatécitos sdo similares aquelas encontradas em humanos com DHGNA
(AHISHALI et al.,, 2010), embora estes achados devam ser interpretados com
cautela, porque a periodontite em modelo animal induzida com ligadura seja rapida e

severa em sua instalacéo e progressao, diferente do humano.

Conclusao

Nés demonstramos alteracdes na estrutura, ultraestrutura e funcdo hepética
de ratos com periodontite induzida com ligadura. Este é o primeiro estudo na
literatura demonstrando um significante aumento no numero de hepatdcitos
binucleados, do metabolismo lipidico e vesicular (FAL positivos), aumento no
tamanho e numero das VLs, aumento na distancia entre as cisternas do RER,
aumento no tamanho das mitocondrias, foamy citoplasmatico e acumulo de

glicogénio no figado de ratos com periodontite.
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Considerac0es finais

Os resultados apresentados neste trabalho demonstrou que o alfa-terpineol
complexado com B-ciclodextrina obteve acdo promissora quanto a diminuicdo da
inflamacé&o, estresse oxidativo e dano tecidual causada pela periodontite induzida
por ligadura em ratos.

De modo geral, os dados apresentados demonstraram que animais tratados
com a-TPN isolado e com o complexado a-TPN/B-CD melhoraram parametros
clinicos da periodontite crénica, com diminui¢cdo do indice de sangramento gengival,
mobilidade dental e profundidade de sondagem. Quanto aos parametros indicativos
de inflamacdo (MPO e das citocinas TNF-a e IL-18) houve uma melhora
significativada apés o tratamento dos animais com o complexado, tanto no tecido
gengival como hepatico. Resultado semelhante também foi observado nos
parametros indicativos de estresse oxidativo com diminuigdo nos niveis de nitrito e
nitrato e indicadores de peroxidacao lipidica como o GSH e MDA. Sobre os
parametros bioquimicos quantificados no sangue (HDL, triglicerideos, colesterol
total, GGT, ALT, AST e glicose), os animais tratados também tiveram melhoras,
sendo melhor ibservadas com complexado a-TPN/ B-CD . O dano tecidual no figado
também foi reduzido quando observados por analises histopatoldgicas,
morfométricas e de ultraestruturas do hepatécito, demonstrando que a 3-CD melhorou
as propriedades do a-TPN.

Como perspectivas futuras de exploracdo da tematica pesquisada se propde
a analise dos mecanismos envolvidos na melhora do dano hepatico advindo da

periodontite crénica.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel concluir que:

a) os hepatdécitos dos animais submetidos a inducdo da periodontite por
ligadura apresentam-se alterados ultraestruturamente com FAL positivos, aumento
no tamanho e ndmero das VLs, aumento na distancia entre as cisternas do RER,
aumento no tamanho das mitocondrias, foamy citoplasmatico e acumulo de
glicogénio, sendo predominantemente binucleados;

b) 0s hepatoécitos dos animais submetidos a inducédo da periodontite e
tratamento do a-TPN/B-CD obtiveram os danos e alteracbes amenizados em
relacdo ao grau de esteatose, os niveis de MDA e GSH, bem como, o niumero de
VLs e foamy citoplasmatico que apresentaram significativas melhoras em
comparagdo com 0s ratos com  periodontite quando  observados
histopatologicamente, morfometricamente e ultraestruturalmente;

C) o a-TPN/B-CD melhorou os parametros clinicos observados na
periodontite, com a diminui¢cao do indice de sangramento gengival, mobilidade dental
e profundidade de sondagem avaliada;

d) o complexado também melhorou parametros histopatolégicos e
morfométricos de dano tecidual gengival causados pela periodontite nos animais
induzidos, assim como evitou a perda 6ssea alveolar;

e) 0 a-TPN/B-CD diminuiu parametros indicativos da ocorréncia de
processos inflamatorios (dosagem de mieloperoxidase, citocinas TNF-a e IL-1[3), o
gue confirmou a acéo anti-inflamatdria do complexo no tratamento dos animais
induzidos com periodontite, tanto nos parametros orais como hepaticos;

f) 0 a-TPN/B-CD também diminuiu os parametros indicativos de estresse
oxidativo (MDA) e o aumento de parametros indicativos de protecéo tecidual (GSH,
nitrito e nitrato) tanto na gengiva como no figado dos animais induzidos com
periodontite; confirmando o seu potencial de acao antioxidante;

9) 0S parametros bioquimicos quantificados no sangue (HDL,
triglicerideos, colesterol total, GGT, ALT, AST e glicose) dos animais tratados com a-
TPN/B-CD também tiveram melhoras significativas, evitando a esteatose hepatica

causada pela periodontite.
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