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Resumo

Introducédo: A periodontite é uma doenca inflamatoria que afeta as estruturas de suporte dos dentes
e € caracterizado por uma destruicdo do osso alveolar, representando uma importante causa de
perda de dentes em adultos. Os principais mediadores inflamatérios envolvidos na fisiopatologia da
lise dssea da periodontite incluem: citocinas (IL-1, IL-6 e TNF- a) e prostaglandinas (PG),
particularmente PG da série E (PGE2). Este estudo teve como objetivo avaliar a eficécia e a
seguranca do extrato de Tocoyena sellowiana em um ensaio pré-clinico de periodontite em ratas.
Metodologia: A periodontite foi induzida por colocacdo de um fio de nylon (3.0) nos molares
superiores de ratas Wistar (180-200 g). Os animais (6 por grupo) foram pesados e tratados (per 0s)
diariamente com Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (solucdo salina) durante 11
dias. Apds esse intervalo de tempo, os animais foram sacrificados sob anestesia e as maxilas
removidas para analise da reabsorcdo 6ssea alveolar utilizando o software ImageJ®. Ainda, coletou-
se amostras de sangue periférico para analise bioguimica (alanina amino transferase - AST,
aspartato amino-transferase - ALT, creatinina e fosfatase alcalina - TAP). O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (52/12). O
extrato de Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10 mg / kg) reduziu (p < 0,05), a reabsorcéo alveolar
(4,96 £ 0,39; 3,89 + 0,13 e 1,74 + 0,15, respectivamente), em compara¢cdo com o grupo de veiculo
(7,09 + 0,43). Os niveis sericos de ALT/AST, creatinina e FAT néo diferiram de seus controles.
Conclusdo: Os resultados sugerem que Tocoyena sellowiana é eficaz e segura no modelo de
periodontite em ratas.
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Introducao

A periodontite € um processo inflamatério crénico que acomete os tecidos de sustentacdo dos
dentes caracterizada por infiltrado celular inflamatorio intenso e extensa reabsorcdo 6ssea.
Representa a principal doenca responsavel por perda de dentes em adultos e a caracterizacdo dos
mecanismos celulares e moleculares que formam a base desse processo destrutivo, assim como seu
diagnostico e tratamento, ainda carece de maior estudo. (SLOTS, 2013). Os principais mediadores
inflamatdrios envolvidos nesse processo, em especial na atividade Osteo-reabsortiva, sdo as
citocinas do tipo interleucina 1(IL 1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF- a) e a
prostaglandina E2 (PGE2) (COCHRAN, 2008).

A etiopatogenia da periodontite é multifatorial, destacando-se a presencga do agente infeccioso,
placa bacteriana, e a resposta inflamatéria e imune do hospedeiro, com a participacdo de
mediadores inflamatorios. Os processos inflamatorios e imunoldgicos agem nos tecidos gengivais
para proteger contra o ataque microbiano e impedem o0s microrganismos de se disseminarem ou
invadirem os tecidos. Em alguns casos, essas reacOes de defesa do hospedeiro podem ser

prejudiciais porque também sdo passiveis de danificar as células e estruturas vizinhas do tecido



conjuntivo. Alem disso, as reacfes inflamatdrias e imunoldgicas cuja extensdo alcanca niveis mais
profundos do tecido conjuntivo, além da base do sulco, podem envolver o 0sso alveolar nesse
processo destrutivo. Assim, tais processos defensivos podem, paradoxalmente, responder pela maior
parte da lesdo tecidual observada na periodontite (ARAUJO et al., 2007; HERNANDEZ et al.,
2011).

A identificacdo de novas fontes naturais visando o desenvolvimento de fitofarmacos
beneficiara a economia de paises em desenvolvimento, contribuindo sobremaneira para o acesso da
populacdo a medicamentos seguros e de baixo custo, refletindo em uma melhor qualidade de vida
da populacéo (ELDIN & DUNFORD, 2001).

O género Tocoyena (familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae) possui cerca de 30 espécies,
representado por arvores de pequeno porte ou arbustos, tipicas do Cerrado (PEREIRA et al., 2004).
A Tocoyena sellowiana é uma arvoreta conhecida popularmente como genipapo bravo, cuja casca
do caule é utilizada na medicina popular como agente anti-inflamatério. Este trabalho investigara a
eficacia e seguranca do extrato etandlico da casca do caule de Ts em um ensaio pré-clinico de
periodontite.

Metodologia (Materiais e Métodos)

Foram utilizados 30 ratas Wistar fémeas (180-200g) provenientes do Biotério Central do
Campus do Pici. Os animais foram mantidos em caixas de plastico com livre acesso a agua e
comida a uma temperatura média de 22+2°C obedecendo a ciclos de claro-escuro de 12h. O projeto
foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (protocolo
52/2012).

Os animais foram divididos em cinco grupos de 6 animais cada e pré-tratados com salina
(veiculo) ou com Ts (0,1;1 ou 10 mg/kg). O grupo o naive representa animais ndo submetidos a
qualquer manipulagdo. Apo6s 30 min do tratamento os animais foram anestesiados (i.p.) com
tribromoetanol 2,5% (1ml/100g). A periodontite experimental (PE) foi induzida através da
colocagéo cirdrgica de um fio de nailon (3-0) na cervical do segundo molar superior esquerdo. Apds
a indugédo da PE, os animais foram pesados e tratados com Ts (0,1;1 ou 10 mg/kg) ou salina,
diariamente durante 11 dias.

Apo6s 11 dias da inducdo da PE, os animais foram eutanasiados, sob anestesia, e as
hemiarcadas foram removidas, dissecadas, fixadas em formol 10% durante 24 horas e coradas em
azul de metileno 1%, para posterior analise morfométrica. Apds esses procedimentos as
hemiarcadas foram montadas em cera de abelha, fotografadas e analisadas por meio do software
Image J®. A medida da reabsorgdo dssea alveolar foi feita subtraindo a area total da hemiarcada
esquerda (com ligadura) da hemiarcada direita (sem ligadura). Um periodontista experiente



(A.A.R.S) que desconhecia o protocolo de tratamento fez as medicdes. Ademais, aos 11 dias da PE,
amostras de sangue periférico foram colhidas, centrifugas e o plasma armazenado (-200 C) para
posteriores dosagens bioquimicas (ALT, AST, creatinina e fosfatase alcalina total).

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da media (E.P.M.). As médias dos
varios procedimentos experimentais foram comparadas utilizando a analise de variancia (ANOVA),
seguido do teste Bonferroni, adotando-se o nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por

meio do software GraphPad Prism (verséao 5.0).

Resultados e Discussao

Os animais submetidos a indugcdo da PE apresentaram perda 6ssea alveolar significante
(p<0,05), em relacdo ao grupo controle. A permanéncia do fio de nailon foi capaz de induzir a
periodontite reproduzindo os principais sinais clinicos da doenca em humanos, tais como:
reabsorcdo Gssea, exposicdo alveolar de raiz e perda de contato interdental.

A anélise morfométrica demonstrou reducdo da perda Ossea alveolar nos grupos tratados
com Ts (0,1;1 ou 10 mg/kg) (4,96 + 0,39, 3,89 + 0,13 e 1,74 £ 0,15, respectivamente), quando
comparado ao grupo de veiculo (7,09 + 0,43).

Além disso, Ts (0,1; 1 ou 10 mg/kg) ndo afetou (p<0,05) os niveis séricos de creatinina,
assim como os niveis séricos da enzimas hepéatica (AST, ALT e Fosfatase Alcalina Total), quando
comparado aos animais controle.

No presente estudo foi demonstrada que a indugdo da periodontite através da colocacdo de
um fio de nailon na cervical dos segundos molares promoveu extensa reabsorcdo éssea alveolar
apos 11 dias. De fato, o uso da ligadura de nailon possui um papel fundamental para o inicio da
periodontite experimental, contribuindo para a retencdo do biofilme bacteriano e ativacdo da
resposta imune-inflamatéria do hospedeiro, determinando extensa perda 0ssea alveolar (LIMA et
al., 2000; BEZERRA et al., 2000; AZOUBEL et al., 2007).

Nosso grupo ja demonstrou que a perda 0ssea alveolar nesse modelo tem inicio a partir do 3°
dia apds a inducdo da periodontite, atingindo 0 méaximo aos 11 dias, e mantendo-se na mesma
magnitude até o 14° dia, com menor atividade osteoclastica neste intervalo de tempo, quando
comparado aos 11 dias (SOUZA, 2011). Entretanto, embora se observe resolucdo parcial do
processo inflamatorio aos 14 dias, a perda 0ssea alveolar ndo é revertida, persistindo o dano aos
tecidos periodontais, com destruicdo do processo alveolar, presenca de bolsas periodontais
profundas, mobilidade dentéria, resultando em perda de funcdo e, na grande maioria dos casos, em

exfoliacdo dos dentes afetados. Esses achados demonstram a utilidade desse modelo por reproduzir



as principais manifestacdes clinicas da periodontite observadas em humanos e poder auxiliar na
investigagdo dos mecanismos envolvidos na lise 6ssea associada com essa doenca.

Este trabalho demonstrou o efeito protetor da Tocoyena sellowiana na perda déssea em
modelo de periodontite experimental em ratas. As plantas pertencentes a essa familia séo
amplamente utilizadas na medicina popular no tratamento de diversos tipos de doencas, mas sem
comprovacao cientifica.

Nenhum trabalho, até o momento, mostrou o seu envolvimento no mecanismo de perda
Ossea alveolar. O tratamento com Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10mg/ kg per 0s), em Nnosso
estudo, reduziu de forma significativa a perda dssea alveolar observada apds 11 dias de inducgéo da
periodontite, quando comparado ao grupo controle (salina). Esses resultados podem estar
relacionados com a propriedade anti-inflamatoria do acido quindvico presente no extrato de
Tocoyena sellowiana, conforme demonstrado no estudo de Baba e colaboradores (1992).

Uma vez demonstrada a eficacia de Tocoyena sellowiana na periodontite experimental em
ratas, buscou-se avaliar sua seguranca no modelo. A avaliacdo de testes de enzimas hepéticas
podem ser divididos naqueles que refletem lesdo hepatocelular e naqueles que refletem aumento na
producdo enzimatica consequente a colestase ou inducédo por drogas (LIMA et al, 2001).

O citoplasma do hepatdcito é rico em alanina aminotransferase (ALT), um insulto (toxina,
hip6xia) & membrana hepatocelular resulta num aumento da ALT sérica, de forma aguda (horas ou
dias). As mais altas concentragdes de aspartato aminotransferase (AST) estdo localizadas
principalmente nas células musculares esqueléticas e nos hepatdcitos. Cerca de 60 a 80% do AST
do interior de hepatocitos esta associado as mitocondrias e o restante em forma soltvel no citossol.
No presente estudo, a administracdo de Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10 mg/kg) ndo modificou a
atividade de ALT e AST, quando comparado ao grupo controle.

Fosfatase Alcalina total (FAT) abrange praticamente todos os tecidos, sendo, contudo, mais
abundante nos 0ssos, rins e no figado. No nosso estudo, os valores de FAT dos animais submetidos
as dose de 0,1; 1 ou 10 mg/kg mostraram-se normais quando comparados com 0 grupo controle,
sugerindo assim que o tratamento com Tocoyena sellowiana néo afeta as funcfes hepaticas.

A creatinina é formada através do metabolismo da creatina e fosfocreatina muscular. O nivel
sanguineo ndo é afetado pela dieta, idade e sexo (SANTOS et al., 2010). A creatinina é totalmente
excretada pelos glomérulos renais, ndo havendo a reabsorcdo tubular. A creatinina pode estar
elevada no soro devido a fatores pré-renais como diminuicdo do fluxo sangiiineo, renais como a
diminuigdo da filtracdo glomerular e pds-renais como a ruptura e/ou obstrucdo do trato urinario
(DANTAS et al., 2006). Também foram determinados os niveis séricos de creatinina, usados para
avaliacdo da funcéo renal, evidenciando que o uso de Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10mg/kg) nao

provoca lesdo renal.



Conclusédo (Consideracgdes Finais)

A administracdo de Tocoyena sellowiana (0,1; 1 ou 10 mg/kg) durante 11 dias a animais
submetidos a inducédo da periodontite é eficaz, reduzindo a reabsorcéo dssea alveolar, representando

uma opcao terapéutica segura nesse modelo animal.
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