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RESUMO

Efeitos anti-inflamatorio e antirreabsortivo dsseos da Punica granatum L. combinada ou
ndo com laser de baixa intensidade na perda 6ssea induzida por ligadura em ratos. —
Larice Kércia Braz Monteiro. Dissertacdo apresentada ao Curso de Poés-graduacdo em
Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal
do Ceara, como pré-requisito para obtencdo do titulo de Mestre em Odontologia. Data da
Defesa: 18 de junho de 2013. Orientadora: Prof? Dr2 Vilma Lima.

z

A periodontite € uma doenca infecto-inflamatéria crbnica caracterizada por intensa perda
O0ssea. P. granatum (PNG) e Irradiacdo com Laser de Baixa Intensidade (ILBI) tém
demonstrado propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. O objetivo deste estudo foi avaliar
as atividades anti-inflamatoéria e antirreabsortiva dssea da PNG combinada ou ndo com ILBI na
periodontite induzida por ligadura em ratos. A periodontite foi induzida em 72 ratos Wistar
através da insercdo de um fio de nylon-3.0 em torno do segundo molar superior esquerdo. A
hemimaxila contralateral foi utilizada como controle. Grupos de 6 animais receberam solugéo
salina 0,9% (SAL), SAL+ILBI 4 Jiem?, PNG (60, 180, 540) mg/kg ou combinacdo de PNG 540
mg/kg+ILBI 4 J/cm®. O laser de baixa intensidade GaAlAs foi aplicado imediatamente apds a
cirurgia, enquanto a PNG foi administrada, por gavagem, diariamente, até o 11° dia, quando,
entdo, os animais foram mortos, suas maxilas removidas e processadas para andlises
macroscopica, histométrica, histolégica e marcagdo imunohistoquimica para TRAP. Amostras
de tecido gengival foram obtidas para avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO). Foram
coletadas amostras de sangue para dosagem dos niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea
(FAO), leucograma e andlise das funcdes hepética e renal. Adicionalmente, os indices hepatico
e renal foram realizados. Os ratos foram pesados diariamente. A inducdo da periodontite
causou intensa perda éssea alveolar (POA), reducéo sérica da FAO, destruicdo do ligamento
periodontal e do cemento, e intensa infiltracdo leucocitaria. Sistemicamente, a periodontite
induziu leucocitose e ndo causou alteracdes nos niveis séricos de transaminases hepaticas,
ureia ou creatinina, bem como nos indices hepatico e renal. A POA foi prevenida
significantemente por PNG (60= 34%, 180= 34%, 540= 42%), SAL+ILBI= 31% e PNG
540+ILBI= 48% (p<0.05). PNG 540 combinada ou ndo com ILBI preveniu a perda éssea
alveolar, a infiltracdo leucocitéria e preservou o periodonto de maxilas nas quais a periodontite
foi induzida. Animais tratados com PNG 540+ILBI mostraram significante reducdo na
imunomarcacdo positiva para TRAP (Periodonto N&o desafiado=0,0 + 0,0; SAL= 0,016 + 0,004;
SAL+ILBI= 0,01 + 0,003; PNG 540= 0,011 + 0,003; PNG 540+ILBI= 0,002 + 0,0003). O
aumento da atividade de MPO foi prevenido por PNG (60= 46%, 180= 49%, 540= 76%),
SAL+ILBI= 54% e PNG 540+ILBI= 80% (p<0.05). Embora a reducdo da FAO observada no
grupo salina ndo tenha sido prevenida por PNG ou SAL+ILBI (p>0,05), PNG 540+ILBI causou
um aumento significante nos niveis séricos de FAO (74,2 + 5,4 U/l), quando comparado ao SAL
(44,9 £ 3,0 U/l) (p<0,05). Nenhum grupo apresentou mudancas significantes nos niveis séricos
de transaminases hepaticas, ureia ou creatinina ou nos respectivos indices hepatico e renal
(p>0,05), e todos os grupos preveniram (p<0,05) a leucocitose quando comparada ao grupo
SAL. Em suma, PNG combinada ou ndo com ILBI reduziu a infiltracdo leucocitaria e o nimero
de neutréfilos além de reduzir a perda 6ssea alveolar, a custa da inibicdo da ativacdo de
osteoclastos, sem causar alteracdes sistémicas importantes.

Palavras-chave: Punica granatum; Laser de Baixa Intensidade; perda déssea alveolar;
inflamacéo; TRAP.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and bone antiresorptive effects of Punica granatum L. combined or
not to low level laser irradiation on ligature-induced bone loss in rats — Larice Kércia Braz
Monteiro. Dissertation submitted as a partial fulfilment of the requirement to degree of Master’s
title in Dentistry of Faculty of Pharmacy, Dentistry and Nursing of Ceara Federal University.
Defense date: 2013, June 18. Professor: Vilma de Lima.

Periodontitis is a chronic infectious inflammatory disease. P. granatum (PNG) and low level
laser irradiation (LLLI) have demonstrated anti-inflammatory properties and antioxidants. The
aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory and bone antiresorptive activities of PNG
combined or not with LLLI in ligature-induced periodontitis in rats. Periodontitis was induced in
72 rats by inserting a nylon-3.0 around the left upper second molar. The contralateral
hemimaxila was used as control. Groups of 6 animals received saline 0.9% (SAL), SAL+LLLI 4
Jiem?, PNG [60, 180, 540 (mg/kg)] or PNG 540 mg/kg+LLLI 4 J/cm® The low intensity laser
GaAlAs was applied immediately after surgery, while PNG was administered by gavage daily
until day 11, when the animals were killed. The jaws were removed and processed for
macroscopic, histometric, histological and immunohistochemical staining for TRAP. Gingival
tissue samples were obtained to evaluate the activity of myeloperoxidase (MPO). Blood
samples were collected for measurement of serum bone alkaline phosphatase (BALP),
leukograms and analysis of liver and kidney function. Additionally, indexes of liver and kidney
were performed. Rats were weighted daily. Periodontitis induction caused intense alveolar bone
loss (ABL), reduction of BALP, cementum and periodontal ligament destructions, and intense
leukocyte infiltration. Systemically, periodontitis induced leukocytosis and and did not alter
hepatic transaminases, urea or creatinine serum levels, or liver and kidney indexes. The ABL
was prevented by PNG (60= 34%, 180= 34%, 540= 42%), SAL+LLLI= 31% e PNG 540+LLLI=
48% (p<0.05). PNG 540 combined or not with LLLI decreased the alveolar bone resorption, the
leukocyte infiltration and preserved the periodontium in the jaws in which the periodontitis was
induced. Animals treated with PNG 540+LLLI showed an important decreasing of TRAP positive
immunostaining (Periodontium Unchallenged = 0.0 + 0.0, SAL= 0.016 + 0.004; SAL+LLLI=0.01
+ 0.003; PNG 540= 0.011 £ 0.003; PNG 540+LLLI = 0.002 = 0.0003). The raise of MPO activity
was prevented by PNG (60= 46%, 180= 49%, 540= 76%), SAL+LLLI= 54% e PNG 540+LLLI=
80% (p<0.05). In spite the reduction of BALP, seen in SAL group was not prevented by
SAL+LLLI or PNG (p>0.05), the combined treatment with PNG 540+LLLI caused an increase on
BALP serum levels (74.2 + 5.4 U/l), when compared to SAL (44.9 + 3.0 U/l) (p<0.05). No
change was seen for hepatic transaminases, urea or creatinine serum levels, or in liver and
kidney indexes, in all groups (p>0.05) and all groups prevented (p<0.05) the leukocytosis
observed in SAL group. In short, PNG combined or not with LLLI reduced leukocyte infiltration
and the number of neutrophils and reduced alveolar bone loss, at the expense of inhibiting
osteoclast activation, without causing systemic changes.

Key words: Punica granatum; Low Level Laser; alveolar bone loss; inflammation; TRAP.
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1 INTRODUCAO

Periodontite

A periodontite é uma condi¢cdo inflamatéria crbénica de etiologia
microbiana que acomete os tecidos de sustentacdo do dente (LORENCINI et
al., 2009), podendo progredir e levar a perda progressiva do ligamento
periodontal e do osso alveolar (PAGE; KORNMAN, 1997; KINANE et al., 2011).
A periodontite € uma das principais causas de perda dentaria em humanos,
estando entre um dos problemas orais mais prevalentes (ALBANDAR; RAMS,
2002).

Nesse contexto, a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro pode
contribuir com efeitos protetores (TAUBMAN et al.,, 2005) ou destrutivos
(TAUBMAN et al., 2005; KINANE et al., 2011) na periodontite. Inicialmente, os
processos imunologicos e inflamatorios tém como objetivo inibir a invaséo e
proliferacdo dos micro-organismos. Em alguns casos, porém, essas reacdes de
defesa podem ser prejudiciais aos tecidos periodontais, havendo uma intima
relacdo entre a resposta inflamatoria e a destruicdo 6ssea observada na
periodontite (MADIANOS et al., 2005). Nesse processo, 0s produtos liberados
pelas células inflamatérias influenciam a diferenciacdo e a funcdo dos
osteoclastos, causando reabsorcdo Ossea alveolar (NUSSBAUM; SHAPIRA,
2011).

A resposta do hospedeiro consiste basicamente na ativacdo de
macrofagos e linfocitos por endotoxinas, como lipopolissacarideos (LPS)
presentes em bactérias Gram-negativo (MADIANOS et al., 2005). Essas
células liberam mediadores inflamatorios importantes na doenca periodontal,
tais como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1g (IL-1B)
(GRAVES; COCHRAN, 2003), interleucina-6 (IL-6) (JOHANNSEN et al., 2007),
prostaglandinas (PGs) (AIRILA-MANSSON et al., 2006) e 6xido nitrico (LEITAO
et al.,, 2005). O TNF-a e a IL-1B interferem diretamente no processo de
reabsorcdo d&ssea alveolar ao induzir a proliferacdo de precursores
osteoclasticos, e, indiretamente, ao estimular a ativacdo e diferenciacdo de

osteoclastos maduros (ASSUMA et al., 1998). Sabe-se que as citocinas TNF-a,
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IL-1-B e IL-6 estimulam a expressao de Receptor Ativador de Fator Nuclear
kappa B (RANK) e do seu ligante (Ligante de Receptor Ativador de Fator
Nuclear kappa B - RANKL) e diminuem a expressao de osteoprotegerina
(OPG), o que favorece a reabsorcdo de tecido 6sseo (NAKASHIMA et al.,
2000).

Cochran (2008) demonstrou que o metabolismo 6sseo na periodontite é
regulado por meio do eixo RANK-RANKL-OPG. A ligagdo da molécula RANKL,
expressa em células precursoras de osteoblastos, em seu receptor RANK,
expresso em células precursoras de osteoclastos, promove o recrutamento, a
ativacdo e a diferenciacdo de osteoclastos. Por outro lado, a ligacdo OPG-
RANKL impede a ligacdo RANK-RANKL, resultando em inibicdo da
osteoclastogénese. Assim, o0 aumento da expressdo de RANKL ou a
diminuicdo de OPG pode levar a um desequilibrio no eixo RANK-RANKL-OPG
em favor da osteoclastogénese (COCHRAN, 2008). Nesse contexto, ha relatos
na literatura de elevados niveis de RANKL (CROTTI et al., 2003; KAWAI et al.,
2006; WARA-ASWAPATI et al., 2007) e baixos niveis de OPG (CROTTI et al.,

2003) em pacientes portadores de doenca periodontal.

O efeito de determinadas substéncias quimicas utilizadas na terapia
periodontal deve estar associado a uma resposta imune direcionada e eficaz
contra o patdgeno ou a inducdo de um efeito anti-inflamatério (JUIZ et al.,
2010). Exemplificando essa possibilidade como adjuvante ao tratamento
periodontal, a literatura mostra que a utilizacdo de agentes inibitorios da
producdo de citocinas inflamatorias, sobretudo o TNF-a, em modelo de
periodontite foi responsavel por uma menor destruicdo 6ssea e cementaria
aliada a reducéo do infiltrado inflamatério (LIMA et al., 2004). Nesse aspecto, 0
uso de produtos naturais, cujos mecanismos de acao sdo baseados no controle
da resposta inflamatéria, pode ser muito promissor no tratamento da

periodontite.
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Punica granatum L.

A Punica granatum L. é um arbusto ou arvore da familia Lythraceae
(OLIVEIRA et al., 2010), popularmente conhecida como “‘romazeira”
(MENEZES et al., 2008), originada de paises do Mediterraneo tais como Irg,
india e China (FADAVI et al., 2006). Tal planta cresce em areas quentes, sendo
comum em regides tropicais e subtropicais (MORTON, 1987). Pode atingir até
seis metros de altura possuindo folhas simples e flores isoladas, dotadas de
calices esverdeados e duros. Seu fruto, roma, é do tipo baga, com aspecto
redondo, de casca coriacea, amarela ou avermelhada, contendo inumeras
sementes envolvidas por um arilo polposo comestivel. Possui sabor doce,
levemente acidulado (MENEZES et al., 2008) e tem uso medicinal amplamente
difundido, podendo ser consumida in natura (SEERAM et al., 2005a) ou
processada como sucos, vinhos (GIL et al., 2000) e extratos (NEGI;
JAYAPRAKASHA, 2003). A roma representou um importante simbolo para
diversas culturas. Suas sementes tém sido consideradas agentes da
ressurreicado pelos babilénios, imprescindiveis nos campos de batalha para os
persas, além de representarem longevidade e imortalidade para os antigos
chineses (LANSKY; NEWMAN, 2007).

Os frutos da P. granatum apresentam em sua composicao carboidratos,
gorduras, fibras (SANTOS et al., 2010) e estrogenos (estradiol, estrona e
estriol) (MORI-OKAMOTO et al.,, 2004). Outros fitoconstituintes incluem
compostos fendlicos como antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina),
guercetina, acidos fendlicos (cafeico, catequinico, clorogénico, orto e
paracumarico, elagico, galico e quinico) e taninos (punicalagina) (NODA et al.,
2002). Esses ultimos constituem os polifendis mais abundantes presentes no
suco da roma sendo um exemplo deles os elagitaninos, formados da liga¢do do
acido elagico com o hidrato de carbono (MENEZES et al., 2008). O &cido
elagico proveniente da degradacdo de elagitaninos apresenta propriedades
anticarcinogénicas (FALSAPERLA et al., 2005) e antioxidantes (HASSOUN et
al., 2004). O tanino, principio ativo do fruto, esta concentrado na casca da roma

onde se encontra maior teor de punicalaginas (SEERAM et al., 2005a), as
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guais tém mostrado atividade antibacteriana contra micro-organismos Gram-
negativo e Gram-positivo (NEGI; JAYAPRAKASHA, 2003).

O principal efeito do extrato da roméa consiste na reducdo do estresse
oxidativo, podendo ser indicada como adjuvante ao tratamento da periodontite
(SHUKLA et al., 2008). Esse efeito antioxidante, como dito anteriormente, pode
ser atribuido ao seu alto contedado de polifendis, como taninos condensados,
antocianinas e pequenos flavonéides e, em particular, aos seus elagitaninos,
sendo os principais as punicalaginas (GIL et al., 2000; SEERAM et al, 2005b;
MERTENS-TALCOTT et al., 2006).

Determinados estudos in vitro demonstraram que o suco do fruto da P.
granatum, além de retardar a oxidacédo e a sintese de prostaglandinas, pode
inibir a proliferagdo de células tumorais, reduzir a invaséo tumoral, promover a
apoptose e ainda inibir a formacao de vasos no modelo in vitro da membrana
corioalantéide. O 6leo de semente de roma tem mostrado capacidade de inibir
metaloproteinase de matriz (MMP) e as enzimas ciclo-oxigenase e lipoxigenase
(TOI et al., 2003). Estudos acerca do potencial terapéutico do extrato da casca
de P. granatum L. tém demonstrado capacidade de retardar a proliferacado
tumoral em diferentes linhagens de células cancerigenas (LANSKY; NEWMAN,
2007; OLIVEIRA et al., 2010), tendo demonstrado efeitos benéficos na
prevencao e no tratamento do cancer (SEERAM, 2005b). Além disso, estudos
prévios demonstram que a P. granatum apresenta acfes bactericida e
bacteriostatica sobre micro-organismos Gram-positivo (PEREIRA et al., 2006;
MACHADO et al., 2002; 2003).

Quanto aos estudos em animais, tém-se relatado na literatura os efeitos
benéficos da P. granatum no tratamento da diabetes (HUANG et al., 2005); da
obesidade (HOSSIN, 2009); das infeccdes do trato respiratério (BACHOUAL et
al., 2011); da isquemia cerebral infantil (LOREN et al., 2005); da doenca de
Alzheimer (HARTMAN et al., 2006) e de infertilidade masculina (TURK et al.,
2008). Outras aplicacdes potenciais incluem atividade cicatrizante
(PIRBALOUTI et al, 2010) e reducdo da perda Ossea em ratas
ovariectomizadas (MORI-OKAMOTO et al., 2004). Além disso, estudos prévios

tém demonstrado os efeitos antiangiogénico e antitumoral da roma a partir da



14

reducdo da vascularizacdo da parede abdominal de camundongos portadores
de Tumor Ascitico de Erlich (OLIVEIRA et al., 2010; VALADARES et al., 2010).
Um estudo realizado por Hadipour-Jahromy e Mozaffari-Kermani, em 2010,
demonstrou o efeito condroprotetor do suco de roma no tratamento da
osteoartrite em camundongos, caracterizando-se por auséncia de proliferagéo
de células inflamatorias no fluido sinovial e melhora nos aspectos histologicos
do osso subcondral e da cartilagem do joelho de camundongos.

A atividade anti-inflamatéria da P. granatum também vem sendo
demonstrada, uma vez que a administracdo de roma em ratos com fibrose
hepatica diminuiu os niveis de malondialdeido (MDA), um produto final da
peroxidagédo lipidica, e a atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima
abundante em neutréfilos, reduziu os niveis basais de estresse oxidativo
hepatico e diminuiu os danos no DNA (TOKLU et al., 2007). Adicionalmente, os
niveis de TNF-a, IL-18 e de IL-6 foram reduzidos em modelo de artrite
reumatéide (SHUKLA et al., 2008), bem como em ratos com fibrose hepatica
(TOKLU et al., 2007).

Somando-se a esses achados, Larrosa et al. (2010) avaliaram o efeito
anti-inflamatorio da romé ou do seu metabdlito urolitina-A em ratos com colite
aguda. Ambos reduziram diversos marcadores da inflamagcdo na mucosa do
célon, tais como ciclo-oxigenase-2, prostaglandina E sintetase, prostaglandina
E,, assim como a oOxido nitrico sintetase induzida, além de modularem
favoravelmente a microbiota do intestino. Esse ultimo efeito da roma também ja
havia sido descrito por Vasconcelos et al. (2006), os quais demonstraram a
atividade antimicrobiana do extrato de P. granatum sobre micro-organismos
Gram-positivo e leveduras, confirmando a presenca de principios ativos

antimicrobianos na casca do fruto.

Quanto ao uso etnofarmacoldgico, tém sido demonstrado efeitos
benéficos em doencas cardiovasculares (AVIRAM; DORNFELD, 2001,
AVIRAM et al., 2004), bem como na estomatite protética (VASCONCELOS et
al., 2003). Considerando as propriedades anti-inflamatéria e antimicrobiana da
roma, Salgado et al. (2006) avaliaram os efeitos antigengivite e antiplaca de um

gel de P. granatum 10%, durante 11 dias, mesmo néo apresentando efeitos



15

adversos, a roma nao se mostrou eficiente em prevenir a formacéo de placa
bacteriana ou de gengivite. Por outro lado, em um ensaio clinico realizado por
Bhadbhade et al. (2011), os efeitos de bochechos de roméa, 2 vezes ao dia
durante 4 dias, foram semelhantes ao da clorexidina. Nesse mesmo estudo, o
extrato de roma mostrou eficacia na inibicdo in vitro de cepas de
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e

Prevotella intermedia.

Nesse sentido, a P. granatum tem se mostrado ser um fito produto
bastante versétil, com acBes diversas capazes de modular diversas condicdes,
tais como inflamacédo, infeccdo, dentre outras, o que tem feito dela alvo

interessante para muitos pesquisadores.

Laser de baixa intensidade Arseniato de Galio e Aluminio

A palavra LASER é uma abreviagédo para a expressao em inglés “Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation”, ou seja, Amplificacdo da
Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo (CHUNG et al., 2012). Em 1960, o
fisico americano Theodore H. Maiman desenvolveu o primeiro aparelho de
laser, o qual emitia luz através da estimulacdo dos elétrons de um cristal de
rubi (MAIMAN, 1960).

A terapia com laser vem sendo empregada na odontologia desde o inicio
da década de 1980 (QADRI et al., 2005; BARROS et al., 2008). Ha relatos de
seu uso para esterilizar canais radiculares (GUTKNECHT et al., 1996), como
adjuvante ao tratamento periodontal mecanico (AOKI et al., 2004; QADRI et al.,
2005), para o tratamento da hipersensibilidade dentinaria (YILMAZ et al., 2011)
e para mucosite (LOPES et al., 2009 e 2010; CARVALHO et al., 2011; LINO et
al.,, 2011). Nesse contexto, tem sido relatada a utilizacdo de lasers de alta
(POLIDO, 2005), média (BAHCALL et al., 1992) ou baixa intensidade (LOPES
et al., 2009 e 2010; YILMAZ et al.,, 2011). Os lasers de alta intensidade
correspondem aos lasers cirlrgicos; os de média intensidade sdo usados em
fisioterapia e o0s de baixa intensidade apresentam propriedades anti-

inflamatorias e analgésicas, bem como atividade de bioestimulacdo (BARROS
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et al.,, 2008). Enquanto os lasers cirdrgicos sdo amplamente utilizados na
clinica odontoldgica, o uso do laser de baixa intensidade é menos frequente
(QADRI et al., 2005), sendo exemplificado pelo laser hélio-nednio (A 633 nm)
(BUSNARDO; BIONDO-SIMOES, 2010) e por lasers diodo (A 635-950 nm),
como o Arseniato de Gélio e Aluminio (AsGaAl) (KREISLER et al., 2003).

Especificamente sobre a terapia periodontal, o laser apresenta alguns
efeitos desejaveis os quais justificam sua utilizacdo como adjuvante terapéutico
nas doencas periodontais. No caso dos lasers de baixa intensidade, podem-se
citar suas acles anti-inflamatoria (AOKI et al., 2004; QADRI et al., 2005;
BRAUN et al., 2008; DE SOUZA et al., 2010; AYKOL et al., 2011), cicatrizante
(AOKI et al., 2004; BRAUN et al., 2008; DE SOUZA et al., 2010) e analgésica
(DE SOUZA et al.,, 2010). Além disso, o laser de alta intensidade possui
capacidade de eliminacdo do tecido de granulacdo presente em bolsas
periodontais (AOKI et al., 2004) e acao bactericida (AOKI et al., 2004; BRAUN
et al., 2008). Alguns lasers de alta intensidade tém a capacidade de remover
nao somente o biofilme dental, mas também o célculo presente na superficie
radicular, o que favorece mais ainda a utilizacdo desses aparelhos em
periodontites (AOKI et al., 2004).

No que concerne a utilizacdo do laser de baixa intensidade, Almeida-
Lopes et al. (2001) observaram que o laser diodo (A 670, 692, 780 e 786 nm, 2
J/cm?) promove a proliferacéo in vitro dos fibroblastos provenientes da mucosa
oral humana, ndo havendo diferencas no caso de lasers com a mesma
intensidade e comprimento de onda diferentes. Porém, quando as intensidades
sao diferentes, o laser infravermelho induziu maior proliferacdo celular do que o

laser visivel.

Varios estudos tém sido realizados a fim de avaliar os efeitos do laser de
baixa intensidade em ratos. Garcia et al. (2010) observaram que o laser
AsGaAl (. 660 nm, 57,14 J/cm?) preveniu a perda éssea alveolar em ratos com
periodontite induzida. Além disso, um estudo desenvolvido por Esteves-Junior
et al. (2011) mostrou que o laser de baixa intensidade (L 660nm) (20 mW,

10,36 Jicm? ou 50 mW, 260,7 J/cm? promoveu reducdo da expressdo da
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enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) no modelo de feridas cutaneas em ratos.
Solda (2010) avaliou a utilizacao do laser de baixa intensidade (A 780 nm, 30
mW, 4 J/cm?) em ratas com hipotireoidismo e observou que o tratamento com
laser de baixa intensidade nas condicdes utilizadas néo reverteu a doenca

nesses animais.

No que se refere aos estudos em humanos, De Souza et al. (2010)
relataram efeitos analgésico e cicatrizante do laser de baixa intensidade (A 670
nm, 50 mW, 3 J/cm?) no controle da dor e no reparo em pacientes portadores
de estomatite aftosa recorrente.

Varios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de avaliar a
atividade do laser na periodontite. Nesse contexto, Qadri et al. (2005) relataram
que a aplicacéo de laser de baixa intensidade (A 835, 4,5 J/lcm? e 630 nm, 8,75
Jlcm?) como adjuvante ao tratamento periodontal reduziu a profundidade de
sondagem, o indice gengival, o volume de fluido crevicular gengival e os niveis
de MMP-8. Corroborando esses achados, Aykol et al. (2011) constataram
melhora no indice de sangramento gengival, no nivel de insercéo clinica, na
profundidade de sondagem e na cicatrizacdo periodontal em pacientes que

receberam a terapia mecanica associada ao laser AsGaAl (A 808 nm, 4 Jicm?).

Embora Qadri et al. (2005) relatarem beneficios periodontais quando do
uso do laser de baixa intensidade citado acima, os mesmos ndo observaram
diferencas significantes na atividade de elastase, na concentracdo de IL-1 e
na analise microbiolégica entre os sitios que receberam placebo ou laser,
enquanto que KAMMA et al. (2009) observaram que a associacao de um laser
diodo (A 980 nm; 2 W) e a terapia periodontal mecanica em pacientes
portadores de periodontite agressiva mostrou reducao significante na contagem
bacteriana total e nos niveis de P. gingivalis e T. denticola, seis meses apos o
tratamento, além de melhora no nivel clinico de insercao e na profundidade de

sondagem de bolsa.

Dentro de um contexto atual em que se buscam novas abordagens
adjuvantes a terapia periodontal convencional, ganham destaques diversas

abordagens, tais como uso de farmacos e de aparato tecnolégico como laser
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de baixa intensidade. Assim, diante das caracteristicas inflamatorias e de perda
0ssea da periodontite, tornou-se interessante avaliar a influéncia do tratamento
com extrato fluido da casca de P. granatum combinado ou ndo com o laser de
baixa intensidade na resposta inflamatéria e na perda Ossea alveolar na

periodontite induzida em ratos.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos anti-inflamatério e
antirreabsortivo 6sseo da PNG combinada ou ndo com o uso de laser de baixa
intensidade na periodontite induzida por ligadura em ratos. Sendo assim, 0s
objetivos especificos foram:

= Avaliar o efeito anti-inflamatério da PNG combinada ou ndo com o uso de
laser de baixa intensidade através da analise histoldgica e da atividade da
mieloperoxidase do periodonto;

= Avaliar o efeito antirreabsortivo 6sseo da PNG combinada ou ndo com o
uso de laser de baixa intensidade através de analises macroscoOpica e
histométrica do osso alveolar, e marcacao imunohistoquimica para TRAP;

= Avaliar o efeito sistémico da PNG combinada ou ndo com o uso de laser de
baixa intensidade através da dosagem sérica da Fosfatase Alcalina Ossea;
leucograma, dosagens bioquimicas das funcdes hepatica e renal e dos

indices hepético e renal.
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Abstract

Background: Periodontitis is an infectoinflammatory disease. As P. granatum
(PNG) and Low Level Laser Irradiation (LLLI) demonstrated anti-inflammatory
and antioxidant properties, this study aimed to evaluate the anti-inflammatory
and anti-resorptive effects of PNG combined or not with LLLI in ligature-induced
periodontitis in rats.

Methods: Periodontitis was induced in 72 Wistar rats by nylon-3.0 around the
second upper left molar. The contralateral hemimaxilla was used as unlighted
control. Groups of 6 animals received 0.9% Saline (SAL), SAL+LLLI 4 J/cm?,
PNG [60, 180, 540 (mg/kg)] or PNG 540 mg/kg+LLLI 4 J/cm?. Low-level GaAlAs
laser was applied immediately after the ligature, while PNG was administered
by gavage daily until the 11" day, when the animals were sacrificed. The
maxillae were removed and processed for macroscopic or for histometric and
histological analysis, and immunohistochemical staining for TRAP. Gingival
samples were collected for myeloperoxidase (MPO) activity. Blood samples
were collected for bone-specific alkaline phosphatase (BALP) serum levels
dosage, hepatic transaminases, urea and creatinine serum levels and
leukograms. Indexes of liver and the kidney were performed. Rats were
weighted dalily.

Results: The ligature-induced bone resorption was accompanied by cementum
and periodontal ligament destructions, and reduction of BALP, besides intense
leukocyte infiltration. The ABL was prevented by PNG (60= 34%, 180= 34%,
540= 42%), SAL+LLLI= 31% e PNG 540+LLLI= 48% (p<0.05). Microscopically,
PNG 540 combined or not with LLLI decreased the alveolar bone resorption
(Unchallenged= 0.002 + 0.0002, SAL= 0.023 + 0.004, PNG (60= 0.02 = 0.004,
180= 0.017 £ 0.002, 540= 0.014 % 0.0008), SAL+LLLI= 0.01 + 0.003 e PNG
540+LLLI= 0.009 + 0.0008 (p<0.05) and cementum resorption, besides a
significant reduction of inflammatory infiltration and of osteoclast. Animals
treated with PNG 540 mg/kg+LLLI showed an important decreasing of TRAP
positive immunostaining (Periodontium Unchallenged = 0.0 £ 0.0, SAL=0.016 +
0.004; SAL+LLLI= 0.01 £ 0.003; PNG 540= 0.011 + 0.003; PNG 540+LLLI =
0.002 + 0.0003). The raise of MPO activity induced by ligature was prevented
by PNG (60= 46%, 180= 49%, 540= 76% mg/kg), SAL+LLLI= 54% e PNG
540+LLLI= 80% (p<0.05). The reduction of BALP seen in SAL group was not
prevented by SAL+LLLI or PNG (p>0.05) alone, while the combined treatment
with PNG 540+LLLI caused a significant increase on BALP serum levels (74.2 +
5.4 U/l), when compared to SAL (44.9 + 3.0 U/l) (p<0.05). No change was seen
for hepatic transaminases, urea or creatinine serum levels, or in liver and kidney
indexes, in all groups, and PNG, SAL+LLLI and PNG 540+LLLI prevented
(p<0.05) the leukocytosis observed in SAL group 11 days after periodontitis
induction (p>0.05).

Conclusion: PNG combined or not with the LLLI decreased the inflammation
and reduced the alveolar bone loss, at the expense of inhibiting osteoclast
activation, without causing systemic changes.

Keywords: Punica granatum; Low Level Laser; alveolar bone loss;
inflammation; TRAP.
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INTRODUCTION

Periodontitis is an inflammatory disease that results in the progressive
destruction of the tissues that support the teeth, specifically the gingiva,
periodontal ligament, and alveolar bone (WOLF; LAMSTER, 2011). Initially, the
host response contributes to tissue protection in order to eliminate the microbial
challenge. Nevertheless, it may later trigger destructive events on periodontium,
when exacerbated (TAUBMAN et al.,, 2005; KINANE et al., 2011). In this
process, cytokines and inflammatory mediators released by inflammatory cells
mediate connective tissue and bone destructions. It has been reported that
cytokines, such as TNF-a, IL-1B8 (GRAVES; COCHRAN, 2003) and IL-6
(JOHANNSEN et al.,, 2007) influence the differentiation and function of
osteoclasts (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011), unbalancing the axis of Receptor
Activator of Nuclear Factor kappa B - its Ligand - Osteoprotegerin (RANK-
RANKL-OPG), a regulator of bone metabolism (COCHRAN, 2008). The over
production of inflammatory mediators stimulate the expression of RANK and
RANKL, while it decreases the OPG expression, thus favoring bone resorption
(NAKASHIMA et al., 2000).

Therefore, considering the role of host response and inflammation on
bone resorption, the use of natural products that demonstrate anti-inflammatory
activity can be a very promising approach. Among the several plants of
medicinal interest stands out P. granatum, a shrub or tree of the Lythraceae
family, popularly known as "pomegranate” (MENEZES et al., 2008).

P. granatum is originated in the Mediterranean countries, grows well in
warm areas and is common in tropical and subtropical regions (MORTON,
1987). lIts fruit is berry type, looking round, leathery shell, yellow or reddish,
contains numerous seeds surrounded by a pulpy edible aril with sweet, slightly
acidic (MENEZES et al., 2008), can be consumed fresh (SEERAM et al.,
2005a), or processed as juices, wines (GIL et al., 2000) and extracts (NEGI;
JAYAPRAKASHA, 2003).

The therapeutic effects of P. granatum are due to its different
constituents, including estrogens (estradiol, estrone and estriol) (MORI-
OKAMOTO et al., 2004), phenolic compounds such as anthocyanins
(delphinidin, cyanidin and pelargonidin), quercetin, phenolic acids (caffeic,
catequinic, chlorogenic acid, ortho and paracoumaric, ellagic, gallic and quinic)
and tannins (punicalagina) (NODA et al., 2002). Many studies suggest the
antibacterial (BHADBHADE et al., 2011), antifungal (VASCONCELOS et al.,
2003), antioxidant (GIL et al., 2000; MERTENS-TALCOTT et al., 2006), wound
healing (PIRBALOUTI et al., 2010), antihypertensive (AVIRAM; DORNFELD,
2001), anticancer (FALSAPERLA et al., 2005) and, especially, anti-
inflammatory properties exerted by this plant or their isolated components
(SHUKLA et al., 2008; LARROSA et al., 2010).

Another approach used to modulate host response has been the low-
level laser diode irradiation. The use of lasers has become a topic of much
interest in periodontal therapy (AOKI et al., 2004). The word “LASER” is an
acronym for “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation” (CHUNG
et al., 2012). The positive effects of therapeutic lasers in dentistry has been
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reported for several conditions, mainly as adjuvant to periodontal treatment
(AOKI et al., 2004; QADRI et al., 2005), due to its bactericidal (AOKI et al.,
2004), analgesic (DE SOUZA et al., 2010), anti-inflammatory (AOKI et al., 2004;
QADRI et al., 2005; DE SOUZA et al., 2010; AYKOL et al., 2011) and healing
effects (AOKI et al., 2004; DE SOUZA et al., 2010) as well as on the removal of
granulation tissue present in periodontal pockets (AOKI et al., 2004).

Thus, considering the role of host response in the process of periodontal
bone resorption, and the well-known anti-inflammatory effect of P. granatum
and of the low level laser irradiation, the purpose of this study was to evaluate
the effect of P. granatum combined or not to low level laser irradiation in
alveolar bone loss on ligature-induced periodontitis in rats.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Seventy-two female Wistar rats (180 to 220 g) from our own facilities
were used in this study. Animals were acclimatized for at least 1 week before
the beginning of the experiment, and were housed on specific cages under
temperature-controlled rooms with laboratory chow and water available ad
libitum. All procedures and animal treatment were previously approved by
Institutional Ethics Committee of Federal University of Ceara, Fortaleza, CE,
Brazil (Protocol number 70/11).

Punica granatum L.

The fruits of PNG were collected in Sdo Paulo, SP, Brazil. The peel of
the fruit was subjected to drying by sun, and an industrial standardized P.
granatum fluid extract was supplied by Farmacia e Laboratério Homeopatico
Farma Verde Ltda., Fortaleza, CE, Brazil (Lot 22607). Microbiological tests
were performed after production of the extract. In order to be administered by
gavage, the PNG was dissolved in 0.9% sterile saline solution.

Laser

Laser treatment was performed by using a gallium-aluminum-arsenide (GaAlAs)
diode laser’. The physical parameters used for this study were as follows:
wavelength, 660 nm; average output, 100 mW; 1.5 mm spot diameter. It was
applied once for 40 seconds to the gingiva of the second left upper molar and
the total energy per unit area (fluency) was 4 J/cm?. Technique was based on
Garcia et al. (2010) which used GaAlAs laser with wavelength, 660 nm; average
output, 30 mW; contact area 0.07 cm? for 133 s per point (3 points on the
buccal and lingual 3 points in the 1st molar).

In fact, the protocol used in this study differs according to the application
have been performed at only one point on the buccal surface of the 2nd molar
left, since this is the area that presents the greatest bone loss in experimental
periodontitis model. As to variations in the dose, timing and area of application,

'Ecco Fibras®, Campinas, SP, Brazil
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it is noted that such parameters are calculated according to the variation of the
laser device, hence the differences between the present study and the study by
Garcia et al. (2010).

Induction of bone loss

A model for induction of bone loss in rats was used as described by Lima
et al. (2000). A nylon (3-0) thread ligature was placed around the cervix of the
second left upper molar of rats anesthetized with chloral hydrated (Vetec®,
Duque de Caxias, RJ, Brazil) (300 mg/kg, i.p.). The ligature was then knotted on
the vestibular side of the tooth, resulting in a subgingival position on the palatal
side and supragingival on the buccal side. The contralateral right side was used
as the unligated control. The animals were observed until the 11™ day, period of
the most intense alveolar bone loss, when they were then sacrificed. All
ligature-induced bone loss was made randomly and blind.

Experimental groups

Control Groups

The SAL groups were constituted by 6 animals submitted to alveolar
bone loss. The animals received, by gavage, 0.9% sterile saline solution (2
ml/kg) 30 minutes before the ligature, and after that, daily for 10 days, when
they were then sacrificed. Additional groups (SAL+LLLI) of 6 animals received,
by gavage, 0.9% sterile saline solution (2 ml/kg) combined with GaAlAs diode
laser irradiation (4 J/cm? for 40 seconds), 30 minutes before the ligature. After
that, the animals received SAL daily for 10 days, when they were then
sacrificed. For use of unchallenged maxilla, it was used the contralateral of SAL
rats that it was not ligated. For histological analyses, additional groups of 6
animals (SAL; SAL+LLLI) were used.

Punica granatum L. Groups

The animals were subdivided in 3 groups of 6 animals each, which
received, by gavage, PNG dissolved in 0.9% sterile saline solution on the doses
of 60, 180 and 540 mg/kg, respectively, 30 minutes before ligature, and daily
until 11™ day. Additional groups of 6 animals received, by gavage, P. granatum
540 mg/kg, 30 minutes before ligature, combined with GaAlAs diode laser
irradiation (4 J/cm? for 40 seconds). After that, the animals received only PNG
540 mg/kg, daily for 10 days, when they were then sacrificed. For histological
analyses, additional groups of 6 animals [PNG 60, 180 and 540 (mg/kg), and
PNG 540+LLLI] were used.

Macroscopic study of alveolar bone

On the 11" day, the animals were sacrificed and their maxillae were
removed and fixed in 10% neutral buffered formalin (Reagen®, Rio de Janeiro,
RJ, Brazil) during 24 hours. Following, maxillae were separated in half,
dissected and stained with 1% aqueous methylene blue (Vetec®, Duque de
Caxias, RJ, Brazil) and placed on microscope slides. By then, they followed to
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photographic registration using a digital camera Nikon® (D40, Melville, NY,
USA). The measurement of resorption area was made by delimited by region
involving occlusal border of vestibular side of the hemimaxilla until bone border.
These areas were evaluated by Image J® software (Software Image J 1.32j.
National Institute of Health; EUA) in accordance to methodology described
previously (GOES et al., 2010).

Histometric analysis

Extra groups of 6 animals with alveolar bone loss that had received SAL,
SAL+LLLI 4 Jlcm?, PNG 540 mg/kg or PNG 540 mg/kg+LLLI 4 Jicm?, were
sacrificed as described above and had their maxillae excised. The specimens
were fixed in 10% neutral buffered formalin and were demineralized in 7% acid
formic (Dinamica®, Diadema, SP, Brazil) for 20 days. Following the specimens
were dehydrated, embedded in paraffin, and sectioned along the molars in a
mesio-distal plane for Hematoxilina and Eosin staining. Sections of 4 um
thickness, corresponding to the area between the first and second molars were
evaluated by light microscopy. The histometric analysis was made using the
method described by Marques et al. (2005), with some modifications. The area
of bone loss was calculated through the drawing a line, parallel to the roof of the
furcation, in the highest point of the remaining alveolar bone border. The
acquired image was sent to a computer program Image J® (Image J 1.44p,
National Institute of Health; EUA) for alveolar bone loss analysis. The sections
were made single-blinded examiner.

Histological analysis

The same slides used for histometric analysis were used for histological
study. Parameters such as inflammatory cell infiltration, osteoclast number,
alveolar bone and cementum integrity were determined in a single—blind
manner and graded, by score varying from 0 to 3, based on the intensity of
findings, as follow: Score 0: absence of or only discrete cellular infiltration, few
osteoclasts, preserved alveolar process and cementum; Score 1. moderate
cellular infiltration, presence of some osteoclast, some but minor alveolar
process resorption and intact cementum. Score 2: accentuated -cellular
infiltration, large number of osteoclasts, accentuated degradation of the alveolar
process, and partial destruction of cementum; Score 3: accentuated cellular
infiltrate, total destruction of alveolar process and cementum (LIMA et al.,
2000).

Immunohistochemical staining for TRAP

The same slides used for histometric or histological analysis underwent
immunoperoxidase method employing polyclonal antibody to identify the
protein-tartar resistant acid phosphatase (TRAP), a specific isoenzyme present
in the cytoplasm of multinucleated osteoclasts. Initially, the sections were
collected on silanized slides, deparafanizeds in xylene and rehydrated in
descending series of alcohols (100-70°). These were washed (3x5 min) in
sodium phosphate buffer (PBS) 0.1M at pH 7.4, and immersed in hydrogen
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peroxide at 3% in methanol for 30 minutes and washed (5x5 min) with PBS.
Subsequently, they were incubated with primary antibody solution containing
polyclonal goat anti-obtained in K17 human TRAP (sc30833, concentration of
1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) diluted in PBS plus normal donkey
serum (017 - 000-001, Jackson Immunoresearch Laboratories, PA, USA) for 24
hours at room temperature under stirring. The sections were again washed in
PBS (5x5 min) and submitted to a second incubation with biotinylated
secondary antibody anti-goat made in donkey (705-066-147, 1:200, Jackson
Immunoresearch Laboratories, PA, USA) diluted in PBS plus normal donkey
serum for 1 hour at room temperature with stirring. Sections were again
subjected to washing in PBS (5x5 mins) and incubated in peroxidase
conjugated streptavidin (1:200, ABC kit, PK6100, Vector Laboratories, CA,
USA) diluted in PB to room temperature over 1 hour . The revelation of
immunoperoxidase reaction was performed in a PBS solution increased with
diamobenzidina (0.005%), followed by inactivation by several washes in PBS.
These sections were counterstained with Harris hematoxylin, dehydrated,
diaphanous in xylene and mounted with mounting medium hydrophobic (Erv-
mount, Erviegas, SP, Brazil). All immunoperoxidase reactions were
accompanied by a negative control by omission of primary or secondary
antibody. Sections of 4 um thickness, corresponding to the area between the
first and second molars were evaluated by light microscopy. The area of
immunohistochemical staining for TRAP was calculated through the drawing a
line around the regions stained with brown (ARAUJO-FILHO et al., 2006). The
acquired images were sent to a computer program Image J® (Image J 1.44p,
National Institute of Health; EUA) for immunohistochemical staining for TRAP
analysis. The sections were made single-blinded examiner.

Myeloperoxidade (MPO) activity

MPO activity, a marker for neutrophil presence in inflamed tissue, was
also evaluated in sample of gingival tissue, using methodology described by
Lima et al. (2005). At sacrifice SAL, SAL+LLLI 4 J/cm? PNG [60, 180 and 540
(mg/kg)], and PNG 540 mg/kg+LLLI 4 J/cm? groups of animals had a sample of
their challenged gingival removed for analysis of MPO activity. The specimens
were stored at -80 °C until required for assay. For this, the gingival was weighed
and triturated using a polytron Ultraturrax in ice-cold buffer solution [50 mM
NaPO4, 0.5% (w/v) hexadecyltrimethylammonium bromide (H-TAB) solid]
homogenized, frozen and thawed, and centrifuged at 4 °C for 20 min (2,147 g).
After that, the aliquot was centrifuged (2,147 g) for 10 minutes at 4 °C and held
the determination of the MPO activity following the kinetics of the reaction front
to hydrogen peroxide. In a 96-weels were added to 7 ul of supernatant from
each sample and 200 pl of coloring reagent, prepared just before use and
composed of ortho-dianisidine hydrochloride (0.167 mg/ml) and hydrogen
peroxide (H,0O,) 0.0005% (w/v) in phosphate buffer (50 mM, pH 6.0). Then, the
MPO activity was determined by reading absorbance at 450 nm and values
were expressed as amount of MPO activity per gram of tissue.

Systemic parameters
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Serum biochemical dosages

Blood samples were collected from orbital plexus of anesthetized animals
of the groups SAL, SAL+LLLI 4 J/cm? PNG [60, 180 or 540 (mg/kg)] or PNG
(540 mg/kg)+LLLI 4 J/cm? before the experiment (baseline) and on the 11"
day. For the serum dosage of bone-specific alkaline phosphatase (BALP), it
was evaluated using the thermoactivation method, by heating the sample into
56 °C for 10 minutes (MOSS; WHITBY, 1975) since BALP is a thermosensible
isoform of Total Alkaline Phosphatase (TAP). Therefore BALP serum levels
were obtained by the subtraction of Heated Akaline Phosphatase form TAP
serum levels. Liver changes were evaluated through serum dosage of Aspartate
aminotransferase (AST) and Alanine aminotransferase (ALT). Kidney changes
were evaluated through serum dosage of Urea and Creatinine. For all
biochemical dosages, the methodology used followed manufacturer orientations
(Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brazil). Biochemical analysis was made in a blind
manner.

Liver and kidney indexes and corporal mass variation

By the sacrifice, the liver and left kidney of animals from groups: SAL,
SAL+LLLI 4 J/cm? PNG [60, 180 and 540 (mg/kg)], or PNG 540 mg/kg+LLLI 4
Jlcm? were removed and weighed. Values were expressed as the index of the
respective organ (wet weight of each organ divided by the weight of the animal
on the day of sacrifice) (SILVA et al., 2010). The treatments did not alter the
corporal mass variation of rats.

Leukogram study

The method used for the analysis of white blood cell counts, as well as its
subpopulation (neutrophils and mononuclear cells) was as follows: 20 ul of
blood, taken from the rat tail, was added to 380 ul Turk solution. Total white
blood cell counts were performed using a Neubauer chamber and the
differential counts were made using smears stained by rapid Instant Prov Stain
Set® (Newprov Produtos para Laboratério; Pinhais, PR, Brazil). White blood
cells counts of the groups of animals that received SAL, SAL+LLLI 4 J/cm?,
PNG [60, 180 and 540 (mg/kg)], or PNG 540+LLLI 4 J/cm? were performed
before alveolar bone loss induction, at baseline and 11™ day. Leukogram study
was made in a blind manner.

Statistical analysis

The data are presented as mean * standard error of the mean (SEM) or median
(and range), where appropriate. Analysis of variance (Anova) followed by
Bonferroni’s test or Student’s t-test, were used to compare means, and Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare medians. A p<0.05 value
was considered as indicating significant differences. All calculations were
performed using GraphPad Prism 5 software (GraphPad Prism™, Inc., San
Diego, CA, USA).
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RESULTS

Macroscopic study of alveolar bone

The periodontal bone resorption induced by ligature in rat maxillae during
11 days caused a significant alveolar bone loss (Table 1). It was observed root
exposition and furcation lesion (Figure 1B), when compared to an unchallenged
periodontium (Figure 1A). PNG, in all used doses, was able to prevent the bone
resorption at the 11™ day PNG (60= 34%, 180= 34%, 540= 42%), and the
combinatons SAL+LLLI or PNG 540+LLLlI, they both reduced the bone loss by
31% and 48%, respectively (p<0.05).

Histometric study

The histometric study corroborated the morphometric findings. It was
observed that 11 d of ligature-induced alveolar bone loss caused intense
alveolar bone loss when compared with the unchallenged periodontium (Table
1). Animals receiving PNG 540 mg/kg combined or not to LLLI 4 J/cm? showed
decrease on the alveolar bone resorption, when compared to SAL group
(p<0.05).

Histological analysis

The histological analysis of rat maxillae submitted to 11 days of ligature
showed an accentuated leukocyte infiltration, intense destruction of alveolar
bone and cementum (Table 1; Figure 1G), when compare to unchallenged
periodontium (Table 1; Figure 1F). The periodontium of animals treated with
PNG 540 mg/kg alone or PNG 540 mg/kg+LLLI 4 J/cm? showed an important
decreasing of leukocyte infiltration, preservation of periodontal ligament and
cementum, and somewhat presence of trabecular bone in proximal space
between first and second molars (Table 1; Figures 1l, 1J). These values were
statistically significant (p<0.05) when compared to the saline group.

Immunohistochemical staining for TRAP

Complementing the histological analyses, PNG 540 mg/kg combined or not with
LLLI 4 J/cm? significantly reduced the immunohistochemical staining to detect
expression of TRAP, when compared to unchallenged periodontium (Figure 1).
Quantitative analysis showed that unchallenged periodontium (Table 1; Figure
1K) did not show significant staining for this marker, whilst for the animals of
SAL groups (Table 1; Figure 1L), SAL+LLLI 4 J/cm? (Table 1; Figure 1M) and
PNG 540 mg/kg (Table 1; Figure 1N) showed positive staining for TRAP in a
significant manner. On the other hand, animals treated with PNG 540
mg/kg+LLLI 4 J/cm? (Table 1; Figure 10) showed a significant decreasing of
TRAP positive immunostaining.
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Table 1 Macroscopic, Histometric, Histological and Immunohistochemical for TRAP Analyses of Rat Maxillae submitted to Periodontitis.

SAL PNG 540 mg/kg
y LLLI 4 J/cm? 9/kg 9/kg 9/kg LLLI 4 J/cm?
Macroscopic - 5.30+£0.29 3.66 £ 0.22* 3.55 + 0.50* 3.59 £ 0.20* 3.13+0.47* 2.84 + 0.50*
(mm?)
Histomeztric 0.002 + 0.0002 0.023 + 0.004" 0.018 + 0.004 0.02 + 0.004 0.017 + 0.002 0.014 + 0.0008* 0.009 + 0.0008*
(mm°®)
# # # #.x i
Histological (scores) 0 (0-0) 3 (2-3) 2 (2-3) 3 (2-3) 2 (2-2) 2 (0-2) 2 (1-2)
Immunohistochemical
staining for TRAP 0.00 + 0.00 0.016 + 0.004”  0.01 +0.003 - - 0.011 + 0.003 0.002 + 0.0003*

(mm?)
Macroscopic, histometric and immunohistochemical for TRAP data represent the mean value + standard error of the mean (SEM) of alveolar bone loss on vestibular side of maxilla, on the
furcation area, or on the region between the first and second molars, respectively, of 7 rats per group, except for immunohistochemistry, which featured 4 specimens each group [Analysis of
variance (anova) and Bonferroni tests]. For histological analysis, the data are expressed as the median value followed by range (smaller-larger) of scores [Kruskal-Wallis and Mann-W hitney tests]

of regions between the first and second molars of left maxillary half in 7 animals each group. #p< 0.05 compared to Unchallenged maxilla; *p<0.05 compared to SAL group.




Fig.1 Macroscopic, microscopic and immunohistochemical findings of the unchallenged periodontium (A, F and K) and of the
periodontium of rats subjected to ligature-induced bone loss and receiving saline (SAL) (B, G and L), SAL + Low Level Laser
Irradiation (LLLI) 4 Jlem? (C, H and M), PNG 540 mg/kg alone (D, | and M), or combination treatment PNG 540 mg/kg+LLLI 4
Jlem? (E, J and O), respectively. The removed maxillae were dissected and photographed or were processed for hematoxylin and
eosin staining or for immunostaining for TRAP. Arrows indicate TRAP immunostaining. AB, alveolar bone; C, cementum; D,
dentin; G, gingiva; PL, periodontal ligament. Macroscopic original magnification, 7x; histological original magnification, 40x; and
immunohistochemical original magnification, 200x.
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Myeloperoxidase activity

MPO activity was measured in the animal gingival tissue as an indicator
of neutrophil infiltration. This study showed that the bone loss induced b}:
ligature in rats was caused a significant increase in MPO activity by day 11"
(4.98 =+ 0.49 U/mg), when compared to unchallenged gingiva (0.81 = 0.07
U/mg). PNG 60 (2.70 = 0.44 U/mg), 180 (2.52 = 0.54 U/mg) and 540 mg/kg
(1.30 + 0.33 U/mg), SAL+LLLI (1.21 + 0.31 U/mg) or PNG 540 mg/kg+LLLI
(0.99 = 0.81 U/mg) significantly prevented (p<0.05) this elevation of the MPO
activity in the gingival tissue by 45%, 49%, 75%, 53% and 80%, respectively,
when compared to SAL (Figure 2).
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Fig. 2 Effects of P. granatum combined or not to Low Level Laser Irradiation (LLLI) on the MPO activity in
animals submitted to ligature-induced periodontitis, receiving Saline, Low Level Laser Irradiation (LLLI) 4
Jlem?® or P. granatum at oral doses of 60, 180 and 540 (mg/kg) or P. granatum 540 (mg/kg) combined to
Low Level Laser Irradiation (LLLI) 4 J/cm®. Data are expressed as means + standard error of the mean.
#p<0.05 compared to Unchallenged group; *p<0.05 compared to Saline group [Data were analyzed by using
analysis of variance (anova) and Bonferroni tests].
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Serum dosage of Bone-Specific Alkaline Phosphatase (BALP)

BALP serum levels in rats submitted to 11 days of ligature were
significantly reduced (57.9 + 1.8 U/l) by 42%, when compared to baseline data
(97.0 £ 2.8 U/L). Besides the treatment with PNG 60 (53.5 = 3.7 U/l), 180 (51.2
+ 3.6 U/l) and 540 mg/kg (45.1 + 3.2 U/l) or SAL+LLLI 4 J/cm? (44.9 + 3.0 U/l)
did not prevent the reduction of BALP serum levels when compared to SAL
(Figure 3), the combination of PNG 540 mg/kg+LLLI 4 Jicm? (74.2 + 5.4 U/l
significantly prevented BALP reduction, when compared to SAL (p<0.05).
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Fig. 3 Serum levels of bone-specific alkaline phosphatase (BALP) in animals submitted to ligature-induced
periodontitis, receiving Saline, Low Level Laser Irradiation (LLLI) 4 J/cm® or P. granatum at oral doses of 60,
180 and 540 (mg/kg) or P. granatum 540 (mg/kg) combined to Low Level Laser Irradiation (LLLI) 4 J/cm®. Data
are expressed as means + standard error of the mean. *p<0.05 compared to Unchallenged group; §p<0.05
compared to P. granatum 540 combined to Low Level Laser Irradiation (PNG+LLLI) group [Analysis of variance
(anova) and Bonferroni’s test].
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Hepatic transaminases, urea and creatinine biochemical dosages

Serum dosages of hepatic transaminases (AST and ALT), urea and
creatinine were analyzed in animals of SAL, SAL+LLLI 4 Jlcm?, PNG 60, 180
and 540 mg/kg, and PNG 540+LLLI 4 J/cm? groups (Table 2). On the 11" day,
for AST, ALT, urea and creatinine, there was no statistical difference in Saline
when compared to baseline data. Similarly the treatments using PNG,
SAL+LLLI and PNG 540+LLLI did not show any alteration when compared to
baseline data and Saline group.

Liver and kidney indexes

Liver and kidney indexes were analyzed in animals of Saline, PNG,
SAL+LLLI, and PNG 540+LLLI groups (Table 2). The treatments using PNG in
doses of 60, 180 and 540 mg/kg, SAL+LLLI 4 J/cm? and PNG 540+LLLI 4 J/cm?
did not show any change when compared to Saline group (p>0.05).

Leukogram study

On total leukocyte counts it was observed that periodontitis caused
leukocytosis on the 11™ day after ligature when compared to baseline. This
leukocytosis was marked (p<0.05) by neutrophilia when compared to baseline.
There was no statistical difference of mononuclear cell counts in animals of
Saline group when compared to baseline. All experimental groups prevented
(p<0.05) neutrophilia on the 11" day when compared to Saline (Table 2).



Table 2 Effects of Punica granatum L. combined or not to Low Level Laser Irradiation on systemic parameters of rats submitted to a periodontitis.
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Groups PNG 540
SAL
PNG 60 PNG 180 PNG 540 mg/kg
Ana'ysis UnCha”enged SAL +
mg/kg mg/kg mg/kg +
LLLI 4 J/cm?
LLLI 4 J/cm?
AST (U) 97.6£2.1 102.3+5.4 103.8 £ 4.5 84.1+£13.1 86.3 £10.3 91.8+3.1 88.5+£8.9
ALT (U/l) 93.4+19 92.0+ 3.3 93.4+5.3 91.3+5.3 82.7+£3.8 84.1+2.6 855+7.3
Urea (mg/dl) 60.0+1.7 53.0+£1.3 60.0+4.2 56.0+2.1 59.0+5.3 49.0+5.6 48.2 £ 4.5
Creatinine (mg/dl) 1.8+0.1 1.7+0.1 1.8+0.0 1.8+0.1 1.9+0.1 1.8+0.1 1.7+0.2
Liver Index - 0.004 + 0.0003 | 0.004 + 0.0001 | 0.003 £ 0.0006 | 0.003 £ 0.0002 | 0.004 + 0.0003 | 0.004 + 0.0004
Kidney Index - 0.039 + 0.0003 | 0.036 £ 0.0001 | 0.036 £ 0.0008 | 0.036 + 0.0002 | 0.035 + 0.0004 | 0.036 + 0.0005
Total leukocytes (x103/mm3) 12.0+ 0.7 18.5 + 2.8" 11.0+0.87 12.2+0.9 11.8+0.9 10.2 +1.97 9.2+1.3
Neutrophill cells (x10/mm?) 09+0.1 3.6+0.6" 1.1+0.2* 1.9 +0.3* 1.9 +0.2* 0.9+0.1* 0.9+0.2*
Mononuclear cells (x10¥mm?®) 11.1+0.6 14.9 +2.4 11.3+1.8 11.3+1.1 10.5+1.0 95+1.8 9.0+14

#p<0.05 compared to Unchallenged group, the baseline values; *p<0.05 compared to Saline group [Data were analyzed by using analysis of variance (anova) and Bonferroni’s test]. The indexes

correspond to wet weight of organ / body mass at day 11.
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DISCUSSION

We observed that the ligature around second upper molars of rats
caused an intense alveolar bone resorption with exposition of roots,
accompanied by leukocyte infiltration of periodontal tissues and destruction of
cementum, and by reduction on BALP serum level, without any important
systemic findings, in accordance with our previously studies (Lima et al., 2004;
Leitdo et al., 2005; Goes et al., 2012). In the present study, we observed that
PNG significantly prevented the ligature-induced alveolar bone loss. Here, the
macroscopic and histometric findings were associated to reduction of osteoclast
activation and neutrophil infiltration demonstrated by histopathology and MPO
activity.

It is known that the ligature-induced bone loss involves important
inflammatory mediators, such as tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-13
(IL)-18 (GRAVES; COCHRAN, 2003), IL-6 (JOHANNSEN et al., 2007),
prostaglandins (PGs) (AIRILA-MANSSON et al., 2006) and nitric oxide (LEITAO
et al., 2005), besides the participation of neutrophils, and considering that PNG
possess the ability to inhibit inflammatory mediators such as TNF-a, IL-18, IL-6
(SHUKLA et al., 2008) and prostaglandins (LARROSA et al.,, 2010), potent
stimulators of bone loss (NAKASHIMA et al., 2000), we think that the inhibitory
effect of PNG in this study occurred at the expense of modulation of the
inflammatory response. In fact, these cytokines stimulate the expression of
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B (RANK) and its ligand (Ligand
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B - RANKL), and decrease the
expression of osteoprotegerin (OPG), favoring bone resorption (NAKASHIMA et
al., 2000). Furthermore, PNG prevented periodontal inflammation probably by
its capacity to decrease some inflammation markers such as cycloxygenase-2
(COX-2), prostaglandin E synthase, prostaglandin E; (PGE-y), inducible nitric
oxide synthase (INOS) and consequent nitric oxide production (LARROSA et
al., 2010).

In this study, PNG 540 mg/kg caused a significant reduction of leukocyte
infiltration of the periodontium, less alveolar bone loss evaluated between roots
of first and second molars, and important preservation of periodontal ligament
and cementum. These findings are in agreement with Mori-Okamoto et al.
(2004), which the administration of pomegranate extract for 2 weeks to
ovariectomized mice prevented the tibia histomorphometry ovariectomy-induced
changes demonstrating anti-inflammatory and reparative effects.

Moreover, as stated earlier, the ligature-induced periodontitis is
characterized by an inflammatory process with an outstanding infiltration of
leukocytes into tissues, and polymorphonuclear neutrophils (PMNs) are the first
cells to infiltrate into the inflammatory site. MPO is an abundant enzyme in the
azurophilic granules of neutrophils and it has been used as an indirect marker
of neutrophils presence into inflamed sites (MIYASAKI; NEMIROVSKY, 1997).
After a stimulus, PMNs are activated initiating a respiratory burst. In this
process, there is consumption of molecular oxygen with subsequent formation
of a superoxide radical (O), via activation of NADPH oxidase (BABIOR, 2004).
This superoxide radical is converted to hydrogen peroxide (H.O;) in the
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presence of superoxide dismutase (SOD) (BABIOR, 2004). Although H;0O, is
not a reactive compound, interacting with MPO, it generates hypochlorous acid
(HOCI), a compound that contributes in a deleterious manner to the activity of
PMN cells. Thus, it has been established that the level of MPO activity is
directly related to the activity of PMNs (KANER et al., 2006) and therefore the
degree of tissue inflammation.

Our findings showed that all doses of fluid extract of the bark of PNG
prevented the raise of MPO activity induced by 11 days of ligature, indicating an
important reduction of neutrophils infiltration in gingival tissues. These findings
are in agreement with previous study, which showed that MPO was reduced on
human neutrophil reactive oxygen species production in vitro model
(BACHOUAL et al.,, 2011). PNG has demonstrated antioxidant properties
(HASSOUN et al., 2004) interfering with the formation of reactive oxygen
species (ROS), preventing the respiratory burst of neutrophils. In these
conditions, the pomegranate extract eliminates free radicals, reducing the levels
of hydrogen peroxide and superoxide anion and, consequently, lipid
peroxidation (KAUR et al.,, 2006). In this context, the PNG increases the
expression of genes encoding some antioxidants enzymes such as SOD,
catalase, or glutathione peroxidase (SUDHEESH; VIJAYALAKSHMI, 2005).
The antioxidant effect of pomegranate can be attributed to its high content of
polyphenols such as tannins, anthocyanins, flavonoids and, in particular, the
ellagic acid and ellagitannins, mainly punicalagins (GIL et al., 2000; MERTENS-
TALCOTT et al., 2006).

Whereas higher doses of P. granatum can cause toxicity (PATEL et al.,
2008), we sought an additional approach that had synergistic effects without
increasing the dose. Indeed it has been shown that the laser enhances the
effect of drugs (MDINARADZE, 2006), we sought to evaluate the effect of PNG
combined with LLLI. When PNG 540 was combined to LLLI it was seen that
PNG+LLLI protected the periodontium in this study. This finding may be
explained by the effect of LLLI on inflammatory mediators. It has been shown
that LLLI has ability to decreases the mRNA expression of TNF-a and IL-6 in an
experimental model of collagenase-induced tendinitis in rat (PIRES et al.,
2011). Here, the alveolar bone resorption, the leukocyte infiltration and the
periodontium destruction characterized by bone loss induction were prevented
by administration of the PNG 540+LLLI. Furthermore, it has been described that
GaAlAs laser (660 nm, 10 J/cm?) increased the activity in bone cells, without
changing the bone structure in rats perforated femurs (NICOLAU et al., 2003).
The low lever laser probably acted by modulation of the inflammatory response
(PRETEL et al., 2007).

Complementing these results, we evaluated the serum BALP levels, an
isoenzyme of total alkaline phosphatase, which is a biochemical indicator of
bone formation (CHRISTENSON et al., 1997), since this enzyme is secreted
from osteoblast membrane toward matrix vesicles, allowing the mineralization
process to occur (BALCERZAK et al., 2003). In spite the reduction of BALP,
seen in SAL group was not prevented by SAL+LLLI or PNG (p>0.05), the
combined treatment with PNG 540+LLLI caused an increase on BALP serum
levels, when compared to SAL, indicating its potential bone anabolic. Our
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findings are in agreement with previous reports which state that LLLI stimulates
DNA and RNA synthesis in the cell nucleus and, consequently, inducing
osteoblast precursor cell proliferation and later differentiation (KHADRA et al.,
2004), increasing the number of osteoblastic cells. The LLLI also increases the
expression of cyclo-oxygenase-2 in bone tissue, enzyme responsible for
regulating osteoblastic differentiation genes such as Cbfa-1 and osterix
(ZHANG et al., 2002), resulting in bone formation (BOSSINI et al., 2012).

In addition to these anti-resorptive aspects, it was observed that PNG
540 mg/kg combined with LLL 4 J/cm? caused a significant reduction of
leukocyte infiltration of the periodontium, less alveolar bone loss, and an
important preservation of periodontal ligament and cementum. In fact,
histological studies have previously demonstrated anti-inflammatory and
reparative effects of low level laser in cavities made in the femurs of rats
(BLAYA et al., 2008). Furthermore, LLLI reduces IL-1, IL-6 and PGE; levels.
These mediators are responsible for bone resorption induced osteoclast
activation (PALLOTTA et al., 2012).

Osteoclasts are cells that show active high concentration of Tartrate
Resistant Acid Phosphatase (TRAP) during the process of bone resorption.
TRAP is a specific isoenzyme present in the cytoplasm of multinucleated
osteoclasts can be distinguished from those present in other bone cells
because of their resistance to being inhibited by tartaric acid. Previous studies
have demonstrated that osteoclast-like cells and their precursors stained
positively for TRAP (COLE; WALTERS, 1987; ANDERSSON; MARKS, 1989).
Therefore, immunostaining with TRAP can be used for identification of cells
involved in experimental periodontitis, since this involves an inflammatory
process leading to bone resorption (KINANE et al., 2011).

Periodontium of animals submitted to ligature for 11 days showed
positive immunostaining for TRAP when compared to unchallenged maxillae.
These findings are consistent with previous studies which demonstrated that the
experimental periodontitis induces osteoclast activation and bone resorption
(NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011). Treatment with PNG 540 mg/kg combined with
LLLI 4 J/cm? was able to prevent such immunostaining. These findings
corroborate data of this study, confirming that the PNG 540 mg/kg combined
with LLLI 4 J/cm? interferes with activation of osteoclasts and, consequently, in
ligature-induced experimental periodontitis.

The treatment with PNG 540+LLLI presented less MPO activity than the
PNG 540 mg/kg alone. De Lima et al. (2012) demonstrated the antioxidant
effect of low level laser irradiation. It was demonstrated that LLLI prevented
respiratory burst of neutrophils, reduced ROS generation and the levels of
superoxide anion (SILVEIRA et al., 2012). These findings were confirmed by
the decrease on SOD and catalase activity (SILVEIRA et al., 2011), which use
ROS as substrates.

We finded that the combination PNG+LLLI was advantageous probably a
sinergistic effect on the periodontium of rats. In fact, it has been demonstrated
that laser irradiation sinergically acts with some pharmacological agents, as
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chlorhexidine,  eucalyptus, camomile, calendula and indometacin
(MDINARADZE, 2006). These effects are due to several factors such as anti-
inflammatory actions and biostimulations effects (PALLOTTA et al., 2012).

Systemically, the 11 days of ligature caused a significant leukocytosis,
characterized by neutrophilia in the animals. It has been observed that
neutrophills may play a more important role in the development and
maintenance of the adaptive cellular inflammatory response than previously
thought (Lakschevitz et al., 2012). Then, agents that prevent such changes may
be important pharmacological tools. We observed that the pomegranate in
experimental periodontitis, in all 3 doses, was able to prevented leukocytosis,
reducing thus the neutrophilia, when compared to SAL. These findings are in
agreement with the study of Patel et al. (2008), whereby the oral treatment with
pomegranate extract (600 mg/kg for 90 days) in rats resulted in significant
reduction in the total number of leukocytes, as well as, neutrophil number.
When LLLI was associated with PNG 540, it was seen, once again, the
prevention of leukocytosis, and the consequence reduction of neutrophilia. This
effect was corroborated by the anti-inflammatory action of LLLI in periodontal
therapy (AOKI et al., 2004; QADRI et al., 2005).

In addition, we also evaluated aspects considering the safety PNG
administration, through of AST, ALT, urea and creatinine dosages or by liver
and kidney indexes. PNG or PNG+LLLI did not alter the serum dosages of
hepatic transaminases or the hepatic index when compared to baseline or SAL.
AST and ALT are important for evaluation of drug-induced liver damage
(SHERMAN, 1991). Treatment with PNG showed a tendency to reduce the
serum levels of hepatic transaminases suggesting that PNG may have
beneficial effect on the liver (CELIK et al., 2009). Additionally, it was reported by
Xu et al. (2009) that pomegranate did not alter the liver weight of rats. In fact,
when we evaluated the liver index, it did not show any alteration. Urea and
creatinine serum levels, as well as the renal index were not altered by PNG or
PNG+LLLI treatments when compared to baseline or SAL. These findings are in
agreement with previous studies which show that the administration of PNG in
rats does not affect significantly the kidney weight (CERDA et al., 2003) as well
as serum levels of urea and creatinine (TUGCU et al., 2008). Finally, we note
that the animals treated with PNG or PNG+LLLI did not present change on
corporal mass variation when compared to SAL, being in line with previous
studies (SHUKLA et al., 2008; PATEL et al., 2008; KHADRA et al., 2004) (data
not shown).

Thus, our findings indicate that P. granatum combined or not with low
level laser irradiation has demonstrated anti-inflammatory and bone anti-
resorptive effects on model of experimental bone loss in rats, reducing alveolar
bone loss and TRAP immunostaing, MPO activity and leukocyte infiltrate,
preserving the periodontium, without cause significant systemic alterations.
Meanwhile, further study will be needed to investigate the potential of this plant
combined or not with low level laser irradiation in the treatment of periodontitis,
with intent to reduce doses of both treatments when in combination.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A Punica granatum L. é uma herbacea caracterizada por apresentar
atividade anti-inflamat6ria e por prevenir a perda 6ssea em modelo de ratas
ovariectomizadas bem como em modelo de artrite em ratos, potencialmente
alterando doencas que afetam o metabolismo ésseo, como a periodontite. Essa
atividade de prevencdo da reabsorcdo Ossea se deve principalmente a
propriedade antioxidante dessa planta, especialmente aos seus elagitaninos,
tais como &cido elagico. Neste estudo, optou-se pela utilizacdo do extrato da
casca da PNG por ser a parte do fruto com maior teor de taninos hidrolisaveis.
Além disso, a PNG também contém estrégenos (estradiol, estrona e estriol) e

possui atividade estrogénica, o que contribui com o seu efeito antirreabsortivo.

Adicionalmente, estudos prévios tém mostrado que o laser de baixa
intensidade também apresenta atividade anti-inflamatoria além de favorecer a

proliferacdo e diferenciagéo de osteoblastos e, dessa forma, a osteogénese.

Considerando que doses mais elevadas de P. granatum podem causar
toxicidade, buscamos uma abordagem adicional que podesse ter efeitos
sinérgicos sem aumentar a dose de ambas as abordagens. Neste estudo
buscou-se, portanto, demonstrar que a administracdo de P. granatum
combinada ou ndo com o laser de baixa intensidade diodo Arseniato de Galio e
Aluminio resultaria em menor perda 6ssea alveolar em modelo de perda 0ssea
alveolar induzida por ligadura em ratos. Ainda, objetivou-se avaliar se essa
combinacdo atuaria potencializando a prevencdo da perda é6ssea alveolar.
Assim, estando de acordo com essa hipotese inicial, os nossos achados
mostram que a P. granatum, nas diversas doses estudadas, bem como a
combinacdo dessa planta na maior dose (540 mg/kg) com a irradiacdo com
laser diodo Arseniato de Galio e Aluminio na dose de 4 J/cm? preveniram a
perda 6ssea e o processo inflamatorio observados no 11° dia de periodontite
experimental. Observou-se ainda que essa combinacao potencializou os efeitos
anti-inflamatério e antirreabsortivo 6sseo da P. granatum ou do laser de baixa
intensidade isolados, mostrando-se valida no tratamento da periodontite

experimental induzida por ligadura em ratos.
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Levando em consideracdo que, ao nosso conhecimento, este € 0 primeiro
estudo que avalia a administracédo de extrato fluido da casca de P. granatum
combinada com o laser de baixa intensidade na prevencdo da perda O6ssea
alveolar, tornam-se necessarios novos estudos com o intuito de testar o

potencial dessa combinagcdo como adjuvante ao tratamento da periodontite.
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5 CONCLUSAO

A P. granatum combinada ou ndo com laser de baixa intensidade
demonstrou efeito anti-inflamatoério nas maxilas de ratos submetidos a perda
0ssea induzida por ligadura, protegendo o periodonto de sustentacdo dos
dentes, uma vez que foi capaz de reduzir significantemente a atividade de
MPO e prevenir a leucocitose observada no 11° dia de periodontite
experimental;

A P. granatum 540 mg/kg combinada com laser de baixa intensidade
preveniu a perda 6ssea por reducdo da ativacdo de osteoclastos uma vez
gue preveniu a reducado dos niveis séricos de FAO e a imunomarcacao para
TRAP;

A P. granatum combinada ou ndo com laser de baixa intensidade nao
causou alteracdes sistémicas no leucograma e nos nives seéricos de

enzimas hepaticas ou renais.
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7 APENDICE
METODOLOGIA
1. Animais

Para este estudo foram utilizadas 72 ratas Wistar (Rattus novergicus)
adultas, divididas em grupos contendo 6 animais cada, com massa corporea
entre 180 e 220 gramas. Esses animais foram procedentes do Biotério Central
do Campus do Pici — UFC, transferidos para o Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia (FaMed, UFC-Fortaleza), e
mantidos em gaiolas apropriadas, em numero maximo de 6 animais em cada
uma delas. Os ratos receberam racdo comercial balanceada propria e agua a
vontade, e permaneceram nas mesmas condigdes ambientais durante os
experimentos com controle circadiano e térmico adequados. Os protocolos
experimentais foram executados seguindo as recomendacdes apresentadas no
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Academy Press,

Washington, D.C. 1996), para uso de animais experimentais.

Todos os esfor¢cos foram realizados no sentido de se reduzir ao minimo
necessario o numero de animais e o sofrimento dos mesmos. Para tanto, o
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Institucional da

Universidade Federal de Fortaleza, CE, Brasil (nimero de protocolo 70/11).

2. Punica granatum L.

A PNG (Lote 22607) foi coletada no estado de Sao Paulo no Brasil e o
extrato industrializado e padronizado foi adquirido junto a Farmacia e
Laboratério Homeopatico Farma Verde Ltda, Fortaleza, CE, Brasil. Foi obtido
um extrato fluido da casca da planta secada ao sol. As andlises microbiologicas
foram realizadas ap6s a producao do extrato. A PNG foi dissolvida em solucgéo

salina 0,9% e foi administrada por gavagem.
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3. Laser de baixa intensidade Arseniato de Galio e Aluminio

Foi utilizado o aparelho de laser de baixa intensidade a base de arsénio-
galio-aluminio (AsGaAl) (Laser ECCO fibras e dispositivos; Campinas, SP,
Brasil), com comprimento de onda 660 nm, intensidade 6ptica 100 mW e
fluéncia 4 J/cm?. A ponteira utilizada possui 1,5 mm de diametro e as maxilas
foram irradiadas durante 40 s na superficie vestibular do 2° molar superior
esquerdo dos animais em um unico ponto de contato. Essa dose foi baseada
em estudo prévio de Garcia et al. (2010) o qual utilizou laser AsGaAl com
comprimento de onda 660 nm, intensidade Optica 30 mW e area de contato
0,07 cm? durante 133 s por ponto (3 pontos na vestibular e 3 pontos na lingual

do 1° molar inferior).

De fato, o protocolo utilizado no presente estudo difere quanto a
aplicacao ter sido realizada em apenas um ponto na superficie vestibular do 2°
molar superior esquerdo, uma vez que essa € a area que apresenta maior
perda 6ssea no modelo de periodontite utilizado. Quanto as variacdes na dose,
tempo e area de aplicacao, observa-se que tais parametros foram definidos de
acordo com a variacao do aparelho de laser, dai as diferencas entre o presente

estudo e o estudo de Garcia et al. (2010).

4. Protocolo Experimental
4.1. Modelo de Perda Ossea

Foi utilizado o modelo de perda 6ssea descrito anteriormente (SALLAY et
al.,, 1982) e modificado por Lima et al. (2000, 2004) desenvolvido no
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC. Esse consiste em inserir um
fio de sutura de nailon 3.0, em torno do segundo molar superior esquerdo de
um rato sob anestesia com Hidrato de Cloral (300 mg/kg-ip). Previamente a
passagem do fio, uma guia foi utilizada nos espacos interproximais mesial e
distal do dente citado. Logo em seguida, o fio foi passado, de forma que o no

cirargico ficou voltado para a face vestibular da cavidade oral do rato (Figura 1).
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Os animais foram mortos no 11° dia, dia de pico das lesdes onde se observa
intensa perda 0ssea (LIMA et al., 2000, 2004).

Figura 1: Fotografia ilustrando a indugcdo da periodontite. A
periodontite foi induzida pela insercéo do fio de nailon 3.0 em torno do
2° molar superior esquerdo. A seta indica o n6 voltado para a face
vestibular do dente citado (Arquivo do grupo).

4.2. Grupos Experimentais:
A. Grupos controles

Estes grupos foram constituidos por 6 ratos cada submetidos a
periodontite experimental através da ligadura conforme descrito anteriormente.
Os animais receberam solucéo salina a 0,9% (2 ml/kg - por gavagem), uma
hora antes do procedimento cirdrgico e diariamente até o dia do sacrificio, no
11° dia pos-periodontite. Em um dos grupos, apos a inducdo da periodontite, as
hemimaxilas esquerdas foram irradiadas com laser de baixa intensidade

Arseniato de Galio-Aluminio na fluéncia de 4 J/cm? durante 40 s.

B. Grupos tratados com P. granatum

Os animais constituiram trés grupos de 6 ratos cada, 0s quais
receberam, por gavagem, P. granatum nas doses de 60, 180 e 540 mg/kg
respectivamente, uma hora antes da instalacdo do fio e apés este, diariamente
por um periodo de dez dias, sendo entdo, mortos. Durante o periodo
experimental, o extrato fluido concentrado da casca da roma foi diluido em

solucédo salina 0,9% diariamente para obtencdo das doses de 60, 180 e 540
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mg/kg. Para andlise microscopica das hemiarcadas, dois grupos adicionais
contendo cada um deles seis animais receberam solugéo salina a 0,9% (2
ml/kg; por gavagem) ou P. granatum 540 mg/kg por gavagem (dose que
apresentou menor perda 6ssea alveolar), respectivamente. As doses utilizadas
neste estudo foram baseadas em Huang et al., 2005.

C. Grupo P. granatum (PNG) combinada com Laser de baixa intensidade
Arsénio-Galio-Aluminio (AsGaAl)

Este grupo foi constituido por 6 ratas submetidas & periodontite. Os
animais receberam PNG na dose de 540 mg/kg por gavagem (dose que
apresentou menor perda 6ssea), uma hora antes da instalacdo do fio e apds
este, diariamente por um periodo de dez dias, sendo entdo, mortos no décimo
primeiro dia apds a inducado da periodontite. Apos a inducéo da periodontite, as
hemimaxilas esquerdas foram irradiadas com laser na fluéncia de 4 J/cm?

durante 40 s.

4.3. Parametros avaliados na Doenca Periodontal
A. Estudo macroscopico

No 11° dia apds o procedimento cirdrgico, os animais foram mortos e
suas maxilas removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24 horas. A seguir,
as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, dissecadas e coradas com
azul de metileno a 1%, com o objetivo de discriminar o osso dos dentes, 0s
guais se coram em menor intensidade (LIMA et al.,, 2000, 2004). Para a
guantificacdo da reabsorcao 6ssea, as duas hemiarcadas foram acomodadas
com cera de abelha em laminas para posterior registro fotografico em camera
digital Sony Cyber-Shot® (modelo DSC-W170, Hong Kong, China). Para todas
as tomadas fotograficas foi utilizada como referéncia uma area previamente
conhecida para comparacédo (0,5 x 0,5 mm?2). As imagens foram lancadas no

Software Image J® (Wayne Rasband; http:/rsb.info.nih.qoviii/, Services

Research Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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E.U.A), para a quantificacdo da perda éssea alveolar (POA). A area de
reabsorcdo considerada na hemiarcada corresponde a medida da é&rea da
ponta de cUspide vestibular até a borda éssea remanescente, subtraida da
respectiva area na hemiarcada contralateral, utilizando como controle préprio

do animal (GOES et al., 2010). Essa &rea foi apresentada em (mm?).

Figura 2: Fotografias de maxilas ilustrando desenho
esquematico da mensuracao da perda 6ssea alveolar na analise
macroscoépica. Linha vermelha demarcando a area entre a ponta de
cuspide vestibular até a borda 6ssea remanescente na hemiarcada
esquerda (A) e na hemiarcada contralateral (B). Esta area obtida em
pixels é comparada com a area conhecida do quadrado milimetrado,
fotografado ao lado de cada hemiarcada (Arquivo do grupo).

B. Andlises microscopicas

As analises microscopicas foram realizadas em cortes seriados da
hemiarcada previamente processadas em parafina. Para tanto, 11 dias apos a
ligadura, os animais foram mortos. As hemiarcadas foram removidas e fixadas
em formol tamponado a 10% por 24 horas, e a seguir, foram submetidas a
desmineralizagdo com acido férmico 7% (Merck®, Jacarepaguéd, RJ, Brasil) por
20 dias. Em seguida, foram desidratadas, incluidas em parafina e cortes
seriados de 4 um foram realizados em micrétomo apropriado no plano mésio-
distal dos molares. Por fim, as laminas obtidas foram coradas pelo método
hematoxilina e eosina (H&E), quando para histometria ou histologia, ou
seguindo metodologia para imunomarcacao para TRAP (YAMAMOTO-SILVA et
al., 2013).

B.1. Analise histométrica
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A é&rea de furca do segundo molar superior esquerdo foi considerada
para avaliagdo histométrica. Apos a exclusdo do primeiro e dltimo cortes, onde
a regiao de furca estava evidente, um corte de cada bloco foi selecionado.
Imagens foram obtidas dessa regido em microscopio (x40) e lancadas em um
programa de computador Image J® (Image J 1.44p, National Institute of Health;
EUA) para analise da POA. A quantificacdo da POA na area de furca foi obtida
a partir da obtencdo da area realizadas entre uma linha passando na crista
Ossea e a superficie do dente (Figura 4). Todas as medidas foram realizadas
por um mesmo examinador cego para o estudo (MARQUES et al., 2005).

Figura 4. Desenho esquematico da mensuragao da perda 6ssea alveolar na analise
histométrica. Linha preta demarcando a area entre a superficie do dente e uma linha
passando no apice da crista 6ssea. (Arquivo proprio).

B.2. Analise histoldgica

Para a analise histolégica da hemiarcada, a regido entre os 1° e 2°
molares foi considerada, sendo avaliados os aspectos inflamatorios como
presencalintensidade de infiltrado celular e de osteoclastos, além do estado de
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preservacao do processo alveolar e do cemento, atribuindo-se escores que
variaram de 0 a 3, de acordo com a intensidade dos achados (LIMA et al.,
2000):

Escore 0O: Infiltrado celular ausente ou discreto; escassos Ou raros
osteoclastos; processo alveolar preservado; cemento preservado.

Escore 1: Infiltrado celular moderado; presenca de alguns osteoclastos;
pequena reabsorcao do processo alveolar; cemento preservado.

Escore 2: Infiltrado celular acentuado; presenca de grande numero de
osteoclastos; processo alveolar com reabsorcéo acentuada; destruicdo parcial

de cemento.

Escore 3: Infiltrado celular acentuado; presenca de um ndamero
aumentado de osteoclastos; processo alveolar ausente; destruicdo total do

cemento.

C. Marcacgéo imunohistoquimica de TRAP

Os cortes histolégicos da maxila foram submetidos ao método da
imunoperoxidase indireta empregando anticorpo policlonal para identificar a

proteina tartaro-resistente a fosfatase acida (TRAP).

Para isto, inicialmente os cortes histologicos foram coletados em
laminas silanizadas, desparafanizados em xilol e reidratados em série
decrescente de alcodis (100-70°). Estes foram lavados (3x5 minutos) em
tampédo fosfato de sédio (PB) 0.1M, pH 7,4, sob agitacdo lenta (25 rpm) e
submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena empregando peroxido de

hidrogénio a 3% em metanol por 30 minutos e lavados (5x5 minutos) com PBS.

Dando continuidade, os cortes histologicos foram incubados com
solucdo contendo o anticorpo primario policlonal obtido em cabra anti-TRAP
K17 de humano (sc30833, concentracdo de 1:100, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA), diluido em PBS acrescido de soro normal de burro (017-000-001,

Jackson Immunoresearch laboratories, PA, USA), durante 24 horas a
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temperatura ambiente, sob agitacdo. Os cortes histoldégicos foram novamente
lavados em PBS (5x5 minutos) e submetidos a segunda incubacdo com
anticorpo secundario biotinilado anti-cabra feito em burro (705-066-147, 1:200,
Jackson Immunoresearch laboratories, PA, USA), diluido em PBS acrescido de
soro normal de burro durante 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacéo. Os
cortes histolégicos foram novamente submetidos a lavagens em PBS (5x5
minutos) e incubados em estreptavidina conjugada com peroxidase (1:200, Kit
ABC, PK6100, Vector Laboratories, CA, USA) diluido em solucdo de PB a
temperatura ambiente, durante 1 hora. A revelagdo da reacdo de
imunoperoxidase foi realizada em solugdo de PBS acrescido com
diamobenzidina (0,005%), seguido de inativacdo através de inUmeras lavagens
em PBS.

Estes cortes histoldgicos foram contra-corados com hematoxilina de
Harris, desidratados, diafanizados em xilol e montados com meio de montagem

hidrofobico (Erv-mount, Erviegas, SP, Brasil).

Todas as reacdes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um
controle negativo, através da omissdo do anticorpo primario ou secundario,

seguido dos demais procedimentos citados anteriormente.

Seccdes de quatro um de espessura, correspondente a area entre o
primeiro e segundo molares foram avaliadas por microscopia de luz. A area de
coloracdo imuno-histoquimica para TRAP foi calculada através do desenho de
uma linha em torno das regides coradas com marrom (ARAUJO-FILHO et al.,
2006). A imagem adquirida foi enviada para um programa de computador
Image J ® (Image J 1.44p, Instituto Nacional de Saude; EUA) para analise da
coloracdo imuno-histoquimica de TRAP. Os cortes foram feitos por um unico

examinador cego.

D. Dosagem da mieloperoxidase

No 11° dia experimental, tecidos gengivais subjacentes a area desafiada

foram removidos de animais submetidos a ligadura e cujos espécimes
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seguiriam apenas a macroscopia, mantidos a -20 °C em freezer e
posteriormente homogeneizados e processados para a andlise da atividade da
mieloperoxidase, enzima abundante nos granulos azurdfilos dos neutrofilos.
Essa enzima tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de
neutréfilos ativos nos processos inflamatérios em varios tecidos, e seguimos
protocolo baseado em metodologia descrita por Bradley et al. (1982) (LIMA et
al., 2005). Para tanto, cada 50 mg de tecido gengival foram colocados em um
tampdo de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0;
50 mg de tecido por ml) e posteriormente homogeneizados em tubos tipo
Eppendorf sob refrigeragcdo. A seguir, 0 homogenato foi centrifugado a 4500
rpm por 12 minutos a 4 °C, e o sobrenadante colhido. A atividade da MPO foi
aferida, utilizando 0,0005% de peroxido de hidrogénio como substrato para a
MPO. A unidade da atividade de MPO foi definida como aquela capaz de
converter 1 umol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 minuto a 22 °C.
Durante o ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio foi degradado ocorreu
a producéo do anion superoxido, responsavel pela conversédo de o-dianosidine
em um composto de cor marrom. Os resultados foram expressos como
atividade de MPO/g de tecido (BRADLEY et al., 1982; LIMA et al., 2005).

4.4. Analise dos parametros sistémicos:

A. Avaliacdo da Fosfatase Alcalina Ossea

Para a dosagem de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO), parte das amostras
de sangue foi utilizada para a dosagem de Fosfatase Alcalina Total (FAT) dos
animais e avaliada através da determinacao da atividade sérica dessa enzima.
A quantificacao foi feita utilizando-se “Kit” especifico, cuja metodologia a ser
seguida foi conforme orientacdo do laboratério fabricante (Labtest®). Para a
dosagem dos niveis séricos da enzima Fosfatase Alcalina Total (FAT), que
compreende as isoformas entérica, hepatica e Ossea, foi utilizado “Kit”
especifico, cuja metodologia seguiu orientacdo do laboratério fabricante
(Labtest®). Em todos os tubos de ensaio, previamente identificados como
Branco, Amostra e Padréo, foram adicionados 250 ul e 25 pl do tampéao e do
substrato, respectivamente. A seguir, 25 pl da substancia correspondente ao

padréo foram adicionados aos tubos identificados como padréo apenas. Todos
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os tubos foram submetidos ao aguecimento indireto a 37 °C em banho-maria,
durante 2 minutos. Logo apds, 25 ul da amostra coletada de cada animal foram
adicionados aos tubos correspondentes a amostra e, em seguida, foram
homogeneizados. Com isso, todos os tubos foram submetidos a outro
aguecimento em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. O reagente de cor foi,
entdo, adicionado na quantidade de 1 ml em todos os tubos para que,
posteriormente, fossem efetuadas as leituras por espectrofotometria em 590

nm, corrigindo-se o zero com o branco.

Posteriormente, uma aliquota da amostra sérica foi aquecida para
obtencdo da atividade da fosfatase alcalina Ossea. O método esta
fundamentado na labilidade da isoforma 0ssea da fosfatase alcalina frente ao
calor. Aliquotas de 100 ul da amostra foram incubadas em banho-maria a 56 °C
por 10 minutos e imediatamente transferidas para um banho de gelo. A
atividade da fosfatase alcalina ndo Ossea (termoestavel) foi determinada
diretamente por espectrofotometria a 30 °C com leitura das absorbancias em
405 nm, tendo como substrato o p-nitrofenilfosfato. A fracdo 0ssea, por sua vez,
foi determinada indiretamente subtraindo-se a atividade obtida de fosfatase
alcalina termoestavel da fosfatase alcalina total (MOSS; WHITBY, 1975).

B. Analise da funcao hepatica

No 11° dia foram coletadas amostras de sangue por meio de plexo
orbital e as alteracdes hepaticas dos animais foram investigadas através da
determinacao da atividade sérica das enzimas transaminases hepéaticas (AST e
ALT). A gquantificacdo foi realizada utilizando-se “Kits” especificos para cada
tipo de dosagem. A metodologia seguiu orientacdo do laboratério fabricante
(Labtest®). Para tanto, aliquotas de 50 pl da amostra foram incubadas em
banho-maria a 37 °C por 60 minutos para AST, ou 30 minutos para ALT. Em
seguida foram adicionados 250 pl do reagente de cor e 2,5 ml de solucéo
NaOH. Posteriormente foi determinada diretamente em espectrofotbmetro a

leitura das absorbancias utilizando comprimento de onda de 505 nm.
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C. Anédlise da funcéo renal

No 11° dia foram coletadas amostras de sangue por meio de plexo
orbital e as alteragbes renais dos animais foram investigadas através da
determinacdo dos niveis séricos de ureia e creatinina. A quantificacdo foi
realizada utilizando-se “Kits” especificos para cada tipo de dosagem. A
metodologia seguiu orientacdo do laboratério fabricante (Labtest®. Para
determinacao dos niveis séricos de ureia, aliquotas de 10 pyl da amostra foram
adicionadas a 1 ml de urease tamponada e incubadas em banho-maria a 37 °C
por 5 minutos, em seguida foi adicionado 1 ml da solugdo oxidante,
posteriormente foi determinada diretamente em espectrofotdmetro a leitura das
absorbancias utilizando comprimento de onda de 600 nm. Para determinacao
dos niveis séricos de creatinina, aliquotas de 125 pl da amostra foram
adicionadas a 250 pl de acido picrico e 1 ml de solucdo tampéo. Em seguida,
foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Apds esse periodo
foi realizada uma primeira leitura em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 510 nm. Em seguida foi adicionado 50 pl de solucéo acidificante para a

realizacdo de uma nova leitura das absorbancias.

D. indices hepético e renal e Variacdo de massa corporea

No 11° dia, o figado e o rim esquerdo dos animais foram removidos e
pesados. Os valores foram expressos como o indice do respectivo 6rgéo,
guando o peso umido de cada orgéao foi dividido pelo peso do animal no dia do

sacrificio.

E. Estudos hematoldgicos

A anestesia dos animais foi realizada utilizando-se Hidrato de Cloral (300
mg/kg; i.p.). Em seguida, seccionou-se a ponta da cauda do animal com uma
tesoura. A primeira gota de sangue foi desprezada e a seguinte, colhida para a
confeccdo do esfregaco corado pelo método H&E, para as contagens

diferenciais. Adicionalmente, 20 ul de sangue foram diluidos em 380 ul de
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Liquido de Turk, para a realizacdo da contagem do numero total de leucdcitos,
utilizando camara de Neubauer. Logo apds, os animais tiveram suas caudas
cauterizadas, para evitar eventuais infeccbes. Os hemogramas foram

realizados imediatamente antes da ligadura e no 11° dia.
4.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média
(EPM) ou mediana seguida de seus valores extremos, quando apropriado. Para
comparacdo das médias foi usado o teste de Andlise de variancia (Anova)
seguido pelos testes de Bonferroni ou teste t de Student e para comparacéo

das medianas foram usados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.

Em todas as ocasides foi a adotado o nivel de significancia p<0,05 e o
programa utilizado foi o GraphPad Prism 5 software (GraphPad Prism", Inc.,
San Diego, CA, USA).
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