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RESUMO

INTRODUCAO: Combretum leprosum é uma espécie popularmente utilizada no Brasil como
agente anti-inflamatorio. Estudos fitoquimicos no género Combretum demonstraram a presenca
de diversas classes de compostos bioativos, entre eles o triterpeno 3,60,16-triidroxilup-
20(29)-eno (CL-1). OBJETIVO: Avaliar a toxicidade in vivo do composto CL-P2, um
triterpeno semissintético obtido a partir do CL-1, e a atividade antirreabsortiva de um hidrogel
de sistema de liberacao de CL-P2 no modelo de periodontite em camundongas Swiss. O projeto
foi aprovado pela CEUA-UFC Sobral (01/20). METODOS: Os ensaios de toxicidade foram
realizados através do protocolo de Toxicidade Oral (OECD no 425). Para isso, foram usadas
camundongos Swiss fémeas (n=10) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara. Os grupos experimentais incluiram: Controle (salina) e tratamento com CL-P2 (175,
550 e 2000 mg/kg). Foram avaliados parametros comportamentais durante 14 dias. No 15° dia
apods a eutanasia foi coletado sangue para analise dos niveis de acido urico, creatinina, ALT e
AST. Foram coletados orgaos para analise histopatologica (H&E). Para o ensaio de periodontite,
foram utilizados 48 camundongos Swiss fémeas. A periodontite foi induzida por fio algodao
(5.0) nos primeiros molares inferiores. Os grupos incluiram: naive; periodontite+hidrogel
veiculo; periodontite+hidrogel CL-P2 (1 ou 10mg), aplicado 2x/d/14d. No 15° dia, os animais
foram eutanasiados e as hemiarcadas coletadas para analises morfométrica e histométrica
(software ImageJ®) do osso alveolar. Foi coletado sangue periférico para dosagem de Fosfatase
alcalina 6ssea (FAO). Ainda, foram coletados os ovarios para analisar a seguranca pré-clinica
do hidrogel CL-P2 sobre a satide reprodutiva. Para a anélise estatistica foram usados: teste de
Shapiro-Wilk e ANOVA (Tukey), considerando p<0,05 como significante. RESULTADOS:
Nao foi observada mortalidade durante os 14 dias do teste. Na andlise comportamental,
observou-se aumento do nimero de lambidas e sonoléncia no inicio do tratamento com CL-P2,
sem alteragdes significativas nos outros parametros, assim como no peso corporal, funcdes
hepatica e renal e sistema reprodutor. O Hidrogel com CL-P2 10 mg/kg reduziu a perda 6ssea
alveolar com aumento dos niveis de FAO. O uso do hidrogel ndo impactou negativamente a
sobrevivéncia e o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, sugerindo a seguran¢a do composto
sobre a satide reprodutiva das camundongas. CONCLUSAO: CL-P2 pode representar um

produto com potencial biotecnologico para a producao de um novo farmaco antirreabsortivo.

Palavras-chave: Combretum leprosum; Periodontite; Perda Ossea; Foliculos ovarianos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Combretum leprosum is a species popularly used in Brazil as an anti-
inflammatory agent. Phytochemical studies in the genus Combretum have demonstrated the
presence of several classes of bioactive compounds, including the triterpene 3[3,6B3,160-
trihydroxylup-20(29)-ene (CL-1). OBJECTIVE: To evaluate the in vivo toxicity of the
compound CL-P2, a semisynthetic triterpene obtained from CL-1, and the antiresorptive
activity of a CL-P2 delivery system hydrogel in the periodontitis model in Swiss mice. The
project was approved by CEUA-UFC Sobral (01/20). METHODS: Toxicity tests were
performed using the Oral Toxicity protocol (OECD no. 425). For this, female Swiss mice (n=10)
from the Central Bioterium of the Federal University of Ceara were used. The experimental
groups included: Control (saline) and treatment with CL-P2 (175, 550 and 2000 mg/kg).
Behavioral parameters were evaluated for 14 days. On the 15th day after euthanasia, blood was
collected for analysis of uric acid, creatinine, ALT and AST levels. Organs were collected for
histopathological analysis (H&E). Forty-eight female Swiss mice were used for the
periodontitis assay. Periodontitis was induced by cotton thread (5.0) in the first lower molars.
The groups included: naive; periodontitis+vehicle hydrogel; periodontitis+CL-P2 hydrogel (1
or 10mg), applied 2x/d/14d. On the 15th day, the animals were euthanized and the hemiarches
were collected for morphometric and histometric analyses (ImageJ® software) of the alveolar
bone. Peripheral blood was collected for measurement of bone alkaline phosphatase (BAP).
Ovaries were also collected to analyze the preclinical safety of the CL-P2 hydrogel on
reproductive health. The Shapiro-Wilk test and ANOVA (Tukey) were used for statistical
analysis, considering p<0.05 as significant. RESULTS: No mortality was observed during the
14 days of the test. In the behavioral analysis, an increase in the number of licks and drowsiness
was observed at the beginning of treatment with CL-P2, with no significant changes in other
parameters, such as body weight, liver and kidney functions and reproductive system. The
hydrogel with CL-P2 10 mg/kg reduced alveolar bone loss with increased BAP levels. The use
of the hydrogel did not negatively impact the survival and development of ovarian follicles,
suggesting the safety of the compound on the reproductive health of mice. CONCLUSION:
CL-P2 may represent a product with biotechnological potential for the production of a new

antiresorptive drug.

Keywords: Combretum leprosum, Periodontitis; Bone loss; Ovarian follicles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Combretum leprosum Mart com potencial para desenvolvimento de farmacos

Os medicamentos a base de plantas tém desempenhado um papel crescente e
relevante a nivel global no tratamento de diversas doengas, impulsionando a busca por novas
substancias bioativas. Destacam-se entre as familias de plantas estudadas aquelas do género
Combretum. A familia Combretaceae, consiste de 18 géneros, dos quais o maior ¢ o Combretum
possuindo aproximadamente 370 espécies. O género Combretum (Combretaceae) apresenta
cerca de 10% de suas espécies citadas na literatura com uso etnofarmacolédgico principalmente
no tratamento de doencas como cancer, lepra, febres tropicais e colicas (Breytenbac; Malan,
1989). Combretum leprosum ¢ uma espécie encontrada nos estados do norte e nordeste
brasileiros (Marinho et al., 2002; Chaves et al., 2007). As espécies desse género apresentam
inimeros metabolitos secundarios como taninos, saponinas, flavondides, cumarinas, alcaloides,
di e triterpenos, dentre outros (Lima et al., 2012; Farias et al., 2015). Conhecida popularmente
pelo nome de mofumbo, a espécie ¢ utilizada como planta medicinal com fungao cicatrizante,
na prevencao de irritagdes cutaneas e na limpeza de feridas, na conten¢do de hemorragias, como
sedativo (Pietrovski et al., 2006), antitussigeno e expectorante (Agra ef al., 2007).

Conforme descrito por Ferreira et al. (1995), Combretum leprosum pode apresentar
porte arboreo ou arbustivo, alcangcando alturas entre 2 e 8 metros (Figura 1A). Seu caule ¢
cilindrico, com contorno circular e superficie brilhante, de coloracdo acinzentada (Figura 1B).
As folhas sdo simples, opostas, de formato oval com apice acuminado, e apresentam escamas
esbranquicadas em ambas as faces, sem a presenca de domacias (Figura 1C). A planta possui
flores de coloracdo amarela e frutos do tipo drupa, de formato eliptico ou subeliptico, com

quatro asas, medindo entre 21,8 a 22 mm de comprimento e 14 a 15 mm de largura (Figura 1D).
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Figura 1 — Aspectos gerais de C. leprosum.

Fonte: Almeida-Bezerra, J.W. (2022).

Estudos fitoquimicos realizados em espécies do género Combretum identificaram
diversas classes de compostos quimicos bioativos, incluindo o triterpeno 3f3,6(,16[-
trihidroxilup-20(29)-eno (CLF-1). A literatura ressalta o amplo potencial farmacolégico do
CLF-1, evidenciando sua acdo antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, antiparasitaria,
analgésica, cicatrizante e antibacteriana, além de seu efeito antitumoral. (Alcantara et al., 2022).
Viau et al. (2014) relataram que C. leprosum ¢ rico em metabolitos secundérios incluindo
cicloartanos, flavonoides (3-O metilquercetina, 5,3B-dihidroxi -3,7,4Btrimetoxiflavona,
5,3B,4B-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona e quercetina) e triterpenos (acido arjunolico, acido
molico e 3f3,68,16ftrihidroxi-lup-20(29)-eno).

Os triterpenos desempenham um papel importante como compostos de sinalizagdo
e reguladores de crescimento em plantas (Singh et al., 2023). A identificagdo, isolamento e
caracterizagdo dos reservatorios fitoquimicos presentes em plantas medicinais pode contribuir
no desenvolvimento de novos farmacos, complementando drogas sintéticas com alternativas
naturais (Chihomvu et al., 2024). Nesse sentido, a partir do triterpeno 33,63,16-trihidroxilup-
20(29)-eno (CL-1) das flores de C. leprosum nosso grupo de pesquisa produziu um triterpeno
semissintético: 3f,6p,16-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) que demonstrou a auséncia
de toxicidade para CL-P2 em fibroblastos murinos (L929) e em queratindcitos humanos

(HaCaT), além de atividade antinociceptiva em camundongos (Patente numero:
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BR10202000346 — DOC. 01). Além das atividades ja demonstradas com relacdo ao C. leprosum

os triterpenos também parecem exercer atividade sobre o metabolismo dsseo.

1.2 Triterpenos e saude 0ssea

Produtos naturais tém sido usados héd muito tempo tradicionalmente para prevenir
e curar a perda Ossea. Atencao tem sido focada nos métabolitos secundarios presentes nas
plantas medicinais. Nesse sentido, dados da literatura sugerem que os triterpenos podem
modular o metabolismo dsseo (Porwal ef al., 2017)

De fato, no estudo de Im et al., (2016), demonstrou que os compostos bioativos
presentes no Combretum leprosum, especialmente os triterpenos, possuem propriedades que
podem inibir a reabsorcdo 6ssea. Foi observado que o triterpeno inibiu significativamente a
diferenciag@o dos osteoclastos e a atividade de reabsorcao ossea através dos seus efeitos sobre
as MAP quinases e os fatores de transcri¢do (NF-kB, NFATc1 e c-Fos) advindos do recetor
RANK do fator de diferenciagdo dos osteoclastos. A reabsor¢ao dssea ¢ um processo
caracteristico de doengas como a osteoporose ¢ a periodontite. A eficacia antirreabsortiva esta
ligada a capacidade dos triterpenos de modularem a atividade dos osteoclastos, células
responsaveis pela degradagdo ossea (IM et al., 2016).

Assim, entender as possiveis conexdes entre triterpenos e saide Ossea abririam
caminhos para novos tratamentos de doencas inflamatorias ésseas, incluindo osteoporose,

artrite reumatoide, osteoartrite e periodontite.

1.3 Periodontite

Dentre as doengas que afetam o metabolismo osseo, a periodontite ¢ uma doenca
imuno-inflamatdria, cuja patogénese envolve a resposta do hospedeiro a um biofilme disbidtico,
e se ndo tratada, leva a destruicdo progressiva do osso alveolar e eventual perda dentaria,
comprometendo a mastigagdo e a estética e afetando a qualidade de vida (Peres et al., 2019).

Em sua forma mais grave, a periodontite ¢ a sexta condi¢do mais prevalente no
mundo, e entre 2011 e 2020, a periodontite em adultos dentados foi estimada em cerca de 62%;
e periodontite severa em 23,6% (Trindade ef al., 2023). Nas tltimas cinco décadas, houve um
avango substancial na compreensdo das causas e mecanismos envolvidos na etiologia e
patogénese da periodontite, bem como nas suas interacdes com o organismo hospedeiro. Esse

conhecimento aprimorado evidenciou o impacto das condi¢des periodontais sobre a homeostase,
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0 que impulsionou a realizagdo de estudos que correlacionam a periodontite com diversas
doengas ¢ condigdes sist€émicas. O termo Medicina Periodontal descreve como a
infec¢ao/inflamagdo periodontal pode afetar a saude extraoral (Fischer et al., 2021). De fato, a
periodontite além de afetar os tecidos de sustentacao dos dentes, ¢ também fator de risco para
diversas doencgas (Srivastava et al., 2022). Estudos destacam a importancia da saude bucal em
condi¢des sistémicas, incluindo anormalidades relacionadas aos sistemas cardiovascular,
respiratorio, musculoesquelético e reprodutivo (Liccardo et al., 2019; XU et al., 2020). Neste
sentido, alguns autores mostraram que a saude bucal pode afetar a fertilidade nas mulheres
(Ricci et al., 2022). A periodontite estd associada a fatores de risco conhecidos para a
infertilidade feminina, como idade, obesidade e doenca renal cronica (Machado et al., 2020).
Percepgoes derivadas principalmente de estudos em ensaios pré-clinicos, sugerem
que a periodontite ¢ um fator de risco modificavel para comorbilidades, uma nog¢ao que ¢
apoiada por estudos clinicos de interven¢do, que mostraram que o tratamento da periodontite
atenua a inflamacao sist€émica e marcadores de comorbilidades (Kaneoka et al., 2015). Assim,
terapias adjuvantes que contribuam para melhorar o status periodontal adquirem importancia
crescente, pois poderiam ajudar a reduzir o risco de ocorréncia de comorbidades extra-orais,
tais como os achados do estudo de Hajishengallis e Chavakis (2021), que revisaram os
mecanismos locais e sistémicos que ligam a doenga periodontal a comorbidades inflamatorias,
e mostraram que a inflamagao periodontal pode contribuir para a disfuncao ovariana através de
mecanismos inflamatdrios sistémicos. Por exemplo, a inflamagdo cronica pode levar a
resisténcia a insulina, uma condi¢do frequentemente associada a SOP (Sindrome do Ovario

Policistico), € impactar negativamente a saide reprodutiva.

1.4 Modelos experimentais no estudo da periodontite.

Modelos animais para estudo da periodontite podem ser estabelecidos em diferentes
espécies, como ratos, camundongos, caes, porcos € primatas ndo-humanos. Em comparacao aos
animais de grande porte, como os caes, porcos € primatas ndo-humanos, os de pequeno porte,
como ratos e camundongos, apresentam vantagens, dentre elas: facil manuseio, menor custo,
melhor adaptabilidade ambiental e alta capacidade reprodutiva. Essas caracteristicas facilitam
a realizacdo de experimento, reduzindo o custo e possibilitando que o estudo seja executado
com um numero relativamente grande de animais experimentais (Zhang et al., 2023).

Modelos murinos tém sido utilizados no estudo experimental da periodontite

(Bezerra et al., 2000; Melo et al., 2023; ABE; Hajishengallis, 2013), visto que permitem
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examinar diversas hipoteses biologicas relacionadas a patogénese da doenga, interagdes
hospedeiro-bactéria e abordagens terapéuticas, sendo capazes de, pelo menos em parte,
reproduzir finamente os aspectos clinicos, moleculares, e caracteristicas histologicas da
periodontite humana. A periodontite experimental em camundongos pode ser induzida de
diferentes modos, como gavagem oral, inoculagdo periodontal de bactérias associadas a doenga
periodontal, quimicamente ou por ligadura (Rojas et al., 2021).

O método por ligadura ¢ atualmente considerado um dos modelos mais utilizados
em pesquisas periodontais (De Souza Malta et al., 2019). Um fio de algodao, seda ou nylon ¢
colocado na area cervical dos molares maxilares ou mandibulares de ratos e/ou camundongos
para induzir um grande acumulo de placa e ulceracao do epitélio do sulco. A placa aderida sobre
o fio facilita a invasdo para o tecido conjuntivo e leva a alteracdes no tecido periodontal
similares as observadas em periodontites humanas, como ruptura e migragao apical do epitélio
juncional, influxo de células inflamatorias e perda das fibras do ligamento periodontal e
destrui¢do ossea (Klausen, 1991).

Em ratos livres de microrganismos, a colocacdo de ligaduras ndo induz a uma
significante inflamagdo gengival ou perda 6ssea (Rovin; Costich; Gordon, 1966), igualmente
como a utilizacdo de antimicrobianos reduz a perda de insercdo e a reabsorcdo Ossea,
confirmando o papel das bactérias no inicio e na progressdao da destruicdo tecidual nestes
modelos (Kenworthy; Baverel, 1981). Seguindo este raciocinio, porém visando uma indugao
mais rapida e evidente da doenca periodontal, alguns pesquisadores optam pela colocacdo de
ligaduras embebidas em bactérias periodonto patogénicas. Em ratos, a perda dos tecidos de
inserc¢ao e perda 6ssea ocorre previsivelmente em um periodo de sete dias (Bezerra et al., 2002).

Embora a raspagem e alisamento coronorradicular seja considerado o método mais
eficaz no tratamento da periodontite, nem todos os pacientes se beneficiam dessa técnica,
estimulando a pesquisa bdasica e clinica por tratamentos complementares. Na tentativa de
proporcionar melhorias clinicas aos pacientes com menos efeitos colaterais o interesse tem sido

maior na busca por terapias de uso localizado como os hidrogéis.

1.5 Hidrogéis como Sistemas de Liberacio Controlada de Farmacos.

A terapia padrao da periodontite (raspagem e alisamento radicular) muitas vezes
com abordagens antimicrobianas adjuvantes nem sempre € eficaz, especialmente em pacientes
altamente suscetiveis tornando o tratamento da periodontite um desafio clinico (Peres et al.,

2019). Dessa forma, ha uma necessidade de desenvolver terapias adjuvantes que possam
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fornecer liberagao controlada e sustentada de agentes terapéuticos diretamente no local afetado.
Alguns autores demonstraram o potencial terapéutico de uma variedade de produtos obtidos de
plantas no manejo da periodontite. Dentre os compostos obtidos de plantas os triterpenos
também parecem exercer efeito anti-inflamatoério na periodontite (Pinto et al., 2007.)

O desenvolvimento de novos tratamentos para a periodontite pode ser beneficiado
pelo uso de hidrogéis como sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Estudos tém
demonstrado que hidrogéis injetaveis e termossensiveis, como os preparados com quitosana, [3-
fosfato de sodio e gelatina, sdo eficazes na regeneragao periodontal e na liberagao continua de
aspirina e eritropoetina, proporcionando efeitos anti-inflamatdrios e de regeneragao tecidual
(Xu et al., 2019). Além disso, hidrogéis reforcados com nanoenzimas de MnO2 e modificados
com catecol mostraram capacidade antioxidante e antibacteriana melhorada, oferecendo uma
solucao promissora para o tratamento da periodontite (Hu et al., 2023).

Devido a sua estrutura porosa e capacidade de absor¢ao de adgua, os hidrogéis sao
capazes de encapsular e fornecer agentes bioativos, como compostos antibacterianos e anti-
inflamatérios, de maneira controlada e sustentada. Essa estrutura ndo sé proporciona um
ambiente favoravel ao crescimento celular e regeneracdo tecidual, mas também ¢ valiosa na
medicina regenerativa. Os hidrogéis podem servir como suportes estruturais que promovem a
adesdo, proliferacao e diferenciacao celular. A capacidade de controlar a liberacdo de agentes
bioativos posiciona os hidrogéis como ferramentas promissoras para intervengoes terapéuticas
inovadoras, especialmente no tratamento de condi¢des complexas como a periodontite (Yin et
al., 2023). Além dos inimeros beneficios mencionados da terapia com hidrogéis, eles também
se destacam por atuarem como veiculos para agentes antibacterianos € por superarem oS
desafios de resisténcia a antibidticos observados nas terapias convencionais. (Mensah et al.,
2023).

Destarte, considerando o potencial terapéutico de C. leprosum e os impactos orais
e extra-orais da periodontite, este estudo tem como objetivo avaliar a eficacia e toxicidade de
CL-P2 em um ensaio de periodontite em camundongos Swiss fémeas administrado num sistema
de liberacdo local na forma de um hidrogel. Investigaremos também o possivel efeito dessa

terapia na sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos ovarianos.
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2  JUSTIFICATIVA

A periodontite, além de afetar os tecidos de sustentacao dos dentes e ser a principal
causa de perda dentaria em adultos, ¢ também fator de risco para diversas doengas sistémicas
(Srivastava et al., 2022). Nos ultimos anos, houve um progresso consideravel na compreensao
da etiopatogenia da periodontite em suas varias formas e suas interagdes com o hospedeiro.
Estudos destacam a importancia da saide bucal em condigdes sistémicas, incluindo
anormalidades relacionadas aos sistemas cardiovascular, respiratério, musculoesquelético e
reprodutivo (Liccardo et al., 2019; Xu et al.,, 2020). No entanto, apesar de sua grande
prevaléncia, a compreensao da fisiopatologia dos eventos imune-inflamatdrios que determinam
a lise Ossea, a caracteristica mais danosa da periodontite, ainda representa um grande desafio.
Diante desse cendrio, o desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas poderd beneficiar
tanto os pacientes quanto os profissionais de saude, proporcionando op¢des de tratamento mais
eficazes e direcionadas.

Neste estudo, o composto semissintético derivado de Combretum leprosum foi
usado para desenvolver um hidrogel que pode representar uma opgao terapéutica local eficaz
para o tratamento da lise Ossea inflamatoria, contribuindo para avangos na terap€utica da
periodontite.

Assim, a produ¢ao de um derivado semi-sintético a partir de uma planta ja utilizada
pela comunidade reforca o potencial inovador do presente estudo para geragcdo de tecnologias
estratégicas, uma vez que a propspec¢ao de novos medicamentos a partir de plantas ja usadas
medicinalmente pelas comunidades poderd contribuir para o desenvolvimento da industria
farmacéutica nacional, consolidagdo do SUS e empoderamento da sociedade, considerando o
alto impacto que o setor farmacéutico tem sobre a sociedade como um todo, principalmente na
saude da populacdo, além de ser um setor economicamente estratégico, pois um investimento

realizado nessa area acaba por impactar outros setores da economia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade, a atividade antirreabsortiva e a prote¢ao folicular ovariana de
um hidrogel de sistema de liberagdo de um triterpeno semissintético (CL-P2) em camundongas

Swiss.

3.2 Objetivos especificos:

1. Realizar o teste de toxicidade aguda do derivado semissintético CL-P2,
utilizando protocolo experimental OECD 425;
2. Analisar a eficacia antirreabsortiva do hidrogel de CL-P2 no modelo de
periodontite sobre os seguintes parametros:
v’ perda dssea alveolar através da analise morfométrica e histométrica
(software Imagel®);

v Dosagem dos niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO).

3. Analisar a seguranca pre-clinica do hidrogel CL-P2 sobre a sobrevivéncia e

desenvolvimento de foliculos ovarianos de camundongas.
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4 CAPITULOS

Esta dissertagdo esta baseada no Artigo 45 do Regimento Interno do Programa de
Pos-Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta o
formato alternativo para dissertacdo de mestrado e permite a insercao de artigos cientificos de
autoria ou coautoria do candidato (Anexo A). Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, 0s
protocolos utilizados neste trabalho foram submetidos a apreciagao e foram devidamente
aprovados pelo Comité de Etica Animal, com protocolo 01/20 (Anexo B).

Assim, essa dissertagdo de mestrado é composta por dois capitulos, a saber:

4.1 CAPITULO 1:

CAPITULO DE LIVRO: “Triterpenos e saude 6ssea: potencial terapéutico de Combretum

leprosum Mart. na periodontite”.

Autores: Erika Vanessa Farias dos Santos, Mirna Marques Bezerra Brayner, Jordania Marques
Freire, Anderson Weiny Barbalho Silva, Helliada Vasconcelos Chaves, Alana Godinho, Jair

Mafezoli, Francisco Geraldo Barboza, José Roberto Viana Silva.

Submetido para publica¢do no livro eletronico: “Health research: current challenges and future

perspectives 4” a ser publicado em Setembro 2024 (Editora Atena).

4.2 CAPITULO 2: ARTIGO CIENTIFICO

Andlise da toxicidade in vivo de um triterpeno semissintético (CL-P2) e atividade
antirreabsortiva de um hidrogel de sistema de liberacdo de CL-P2 no modelo de periodontite

em camundongas Swiss.

Esse artigo serd submetido ao periddico: BRAZILIAN JOURNAL OF HEALTH REVIEW
ISSN 2595-6825 — Qualis B3 (Medicina I e II).
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Capitulo 1

Triterpenos e satide Ossea: potencial terapéutico de Combretum leprosum Mart. na
periodontite

Erika Vanessa Farias dos Santos ?; Jordania Marques de Oliveira Freire #, Anderson Weiny
Barbalho Silva °; Helliada VVasconcelos Chaves ©; Francisco Geraldo Barbosa ¢; Jair Mafezoli

¢ Alana Godinho; Mirna Marques Bezerra Brayner %*

a - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Ceara.
Avenida Comandante Maurocélio Rocha Pontes, 100 Derby — CEP: 62.042-280 Sobral, Ceara,
Brasil. (erikafarias7@outlook.com; jordaniafreire25@gmail.com)

b - Programa de Po6s-Graduagdo em Biotecnologia, Rede Nordeste de Biotecnologia,
Universidade Federal de Pernambuco. Avenida Professor Moraes Rego, 1235 Cidade
Universitaria CEP: 50670-901, Recife, Pernambuco, Brasil.(andersonweiny@sobral.ufc.br)

¢ - Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Ceara. Avenida Comandante
Maurocélio Rocha Pontes, 100 Derby — CEP: 62.042-280 Sobral, Ceard, Brasil.
(helliadachaves@yahoo.com.br)

d - Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard. Avenida Comandante Maurocélio
Rocha Pontes, 100 Derby — CEP: 62.042-280 Sobral, Ceard, Brasil. (mirnabrayner@gmail.com)
e - Programa de Poés-Graduacdo em Quimica, Departamento de Quimica Orgéanica,
Universidade Federal do Ceara — campus Pici. Rua Delmiro de Farias, s/n - Rodolfo Teofilo,

CEP: 60.430-170, Fortaleza, Ceara, Brasil. (fgerhar@gmail.com; jmafez@uol.com.br)

Data de submissao: 07/08/2024

RESUMO: Entre as doengas que afetam o metabolismo 0sseo, a periodontite ¢ uma doenga
imuno-inflamatéria cuja patogénese envolve a resposta do hospedeiro a um biofilme disbidtico
que pode levar a destrui¢do progressiva do osso alveolar e perda dentdria, comprometendo a
mastigacao, estética e qualidade de vida. Neste capitulo sdo discutidos os principais modelos
experimentais usados para o estudo da periodontite, fundamentais para entender a doenca e
testar novos tratamentos. Ainda, ¢ abordado o papel medicinal das plantas, com énfase para o
potencial terapéutico de Combretum leprosum Mart., destacando o valor de um de seus

metabolitos secundarios, os triterpenos, na saude Ossea.
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PALAVRAS-CHAVE: Combretum leprosum; Periodontite; Perda Ossea.

Triterpenes and Bone Health: Therapeutic Potential of Combretum leprosum Mart. in
Periodontitis

Abstract: Among the diseases that affect bone metabolism, periodontitis is an immuno-
inflammatory disease whose pathogenesis involves the host's response to a dysbiotic biofilm,
which can lead to the progressive destruction of alveolar bone and tooth loss, compromising
mastication, aesthetics, and quality of life. This chapter discusses the main experimental models
used for the study of periodontitis, which are essential for understanding the disease and testing
new treatments. Additionally, it addresses the medicinal role of plants, emphasizing the
therapeutic potential of Combretum leprosum Mart., highlighting the value of one of its
secondary metabolites, triterpenes, in bone health.

Keywords: Combretum leprosum; Periodontitis; Bone Loss.

1. PERIODONTITE

Dentre as doengas que afetam o metabolismo 6sseo, a periodontite € uma doenga
imuno-inflamatdria, cuja patogénese envolve a resposta do hospedeiro a um biofilme disbidtico,
e se ndo tratada, leva a destruigdo progressiva do osso alveolar e perda dentaria, comprometendo
a mastigagao, estética e afetando a qualidade de vida (Peres et al., 2019).

De acordo com a Academia Americana de Periodontia e da Federacao Europeia de
Periodontia, a periodontite ¢ definida como uma “doenga inflamatoria cronica multifatorial
associada com biofilme disbiotico e caracterizada pela destruicdo progressiva do aparato de
inser¢do dental”, sendo classificada de acordo com seu estagio e grau (Canton et al., 2018).

Em sua forma mais grave, a periodontite ¢ a sexta condi¢gdo mais prevalente no
mundo e atinge cerca de 10% da populacao adulta (Frencken et al., 2017). Nas ultimas cinco
décadas, foram feitos progressos consideraveis na compreensao da etiologia e patogénese da
periodontite e das suas interacdes com o hospedeiro. O impacto de uma condicio periodontal
individual na homeostase sistémica tornou-se mais evidente devido a esse conhecimento e
impulsionou avangos em estudos que associam a periodontite a doencas e condigdes sistémicas.

O termo Medicina Periodontal descreve como a infeccdo/inflamagao periodontal
pode afetar a saude extraoral (Fischer et al., 2021). De fato, a periodontite além de afetar os

tecidos de sustentacao dos dentes, ¢ também fator de risco para diversas doengas (Srivastava et
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al., 2022). Estudos destacam a importancia da saide bucal em condig¢des sistémicas, incluindo
anormalidades relacionadas aos sistemas cardiovascular, respiratorio, musculoesquelético e
reprodutivo (Liccardo et al., 2019; Xu et al., 2020).

Para uma melhor compreensao sobre o tecido 6sseo e os processos de reabsor¢ao e
formagao 6ssea em condi¢des de normalidade ou de doenga, os modelos experimentais sdao
extremamente uteis. Nesse contexto, modelos de periodontite induzida por ligadura tém sido
utilizados para investigar os mecanismos da patogénese da doenga e testar o potencial de novos
compostos terapéuticos (Abe; Hajishengallis, 2013; Freire, et al. 2019; Pinto et al., 2020;
Teixeira et al., 2017; Franga et al., 2021).

Figura 2 — Homeostase versus Inflamagao na Satide Oral e Periodontite
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Legenda: A esquerda sdo ilustrados tecidos orais em condicdo saudavel, evidenciando a homeostase do
biofilme e a manutencdo da imunidade local. A direita, destaca-se a inflamagao local pronunciada e a
presenca de patdgenos bacterianos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

2. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DA PERIODONTITE

Modelos animais para estudo da periodontite podem ser estabelecidos em diferentes
espécies, como ratos, camundongos, caes, porcos e primatas ndo-humanos. Em comparagéo aos

animais de grande porte, como 0s cées, porcos e primatas ndo-humanos, os de pequeno porte,
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como ratos e camundongos, apresentam vantagens, dentre elas: facil manuseio, melhor
adaptabilidade ambiental e alta capacidade reprodutiva. Essas caracteristicas facilitam a
realizacdo de experimento e possibilitando que o estudo seja executado com um numero
relativamente grande de animais experimentais (Zhang et al., 2023).

Modelos murinos tém sido utilizados no estudo experimental da periodontite (Abe;
Hajishengallis, 2013; Melo et al., 2023) e permitem examinar diversas hipoteses bioldgicas
relacionadas a patogénese da doenga, interacdes hospedeiro-bactéria e abordagens terapéuticas,
sendo capazes de, pelo menos em parte, reproduzir finamente os aspectos clinicos, moleculares,
e caracteristicas histologicas da periodontite humana. A periodontite experimental em
camundongos pode ser induzida de diferentes modos, como gavagem oral, inoculagédo
periodontal de bactérias associadas a doenca periodontal, quimicamente ou por ligadura (Rojas
etal., 2021).

O método por ligadura é um dos modelos mais utilizados em pesquisas periodontais
(De Souza Malta et al., 2019). Um fio de algodao, seda ou nylon é colocado na area cervical
dos molares maxilares ou mandibulares de ratos e/ou camundongos para induzir um grande
acumulo de placa e ulceracéo do epitélio do sulco. A placa aderida sobre o fio facilita a invasdo
para o tecido conjuntivo e leva a alteraces no tecido periodontal similares as observadas em
periodontites humanas, como ruptura e migracao apical do epitélio juncional, influxo de células
inflamatorias e perda das fibras do ligamento periodontal e destruicdo éssea (Klausen, 1991).

Em ratos livres de microrganismos, a colocacdo de ligaduras ndo induz a uma
significante inflamacdo gengival ou perda 6ssea (Rovin; Costich; Gordon, 1966), igualmente
como a utilizacdo de antimicrobianos reduz a perda de insercdo e a reabsorcdo éssea,
confirmando o papel das bactérias no inicio e na progressao da destruicdo tecidual nestes
modelos (Kenworthy; Baverel, 1981). Seguindo este raciocinio, porém visando uma indugéao
mais rapida e evidente da doenca periodontal, alguns pesquisadores optam pela colocagéo de
ligaduras embebidas em bactérias periodontopatogénicas. Em ratos, a perda dos tecidos de
insercdo e perda 0ssea ocorre previsivelmente em um periodo de sete dias (Bezerra et al., 2002).

Embora a raspagem e alisamento coronorradicular seja considerado o método mais
eficaz no tratamento da periodontite, nem todos os pacientes se beneficiam dessa técnica,

estimulando a pesquisa basica e clinica por tratamentos complementares.

3. PLANTAS COM USO MEDICINAL
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As plantas medicinais tém desempenhado um papel fundamental na farmécia e
medicina modernas, oferecendo uma vasta gama de compostos bioativos com potencial
terapéutico significativo. O uso de plantas para tratar doencas ¢ uma pratica que se origina em
tempos remotos € permanece comum em muitas culturas ao redor do mundo. Na medicina
moderna, a importancia dessas plantas ¢ ainda mais evidente, dado o aumento da demanda por
tratamentos mais seguros e eficazes (Heinrich et al., 2015). O estudo conduzido por Chibuzor
et al. (2024) demonstra o potencial das plantas medicinais como fontes de compostos bioativos
com propriedades terapéuticas significativas, incluindo: alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos e terpenoides. No entanto, a identifica¢do, isolamento e caracterizagdo desses
compostos sdo passos cruciais para o desenvolvimento de novos fairmacos, que sejam seguros
e eficazes para tratamentos a longo prazo (Singh et al., 2023; Ravichandran ef al., 2023).

Assim, o estudo e a aplicacdo de plantas medicinais oferecem uma promessa
significativa para o desenvolvimento de terapias inovadoras. A integracdo de conhecimentos
tradicionais com a pesquisa cientifica moderna pode levar a descoberta de novas abordagens
terapéuticas, beneficiando tanto a industria farmac€utica quanto a saude publica. A utilizagao
de plantas medicinais como fontes de compostos bioativos nao apenas promove a saide humana,
mas também contribui para a preservagdao do conhecimento etnobotinico e a sustentabilidade

ambiental (Singh et al., 2023; Ravichandran et al., 2023).

4. POTENCIAL TERAPEUPICO DE Combretum leprosum  Mart. no
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Os medicamentos a base de plantas t€ém desempenhado um papel crescente e
relevante a nivel global no tratamento de diversas doengas, impulsionando a busca por novas
substancias bioativas. Destacam-se entre as familias de plantas estudadas aquelas do género
Combretum. A familia Combretaceae, consiste de 18 géneros, dos quais o0 maior ¢ o Combretum
possuindo aproximadamente 370 espécies. O género Combretum (Combretaceae) apresenta
cerca de 10% de suas espécies citadas na literatura com uso etnofarmacolédgico principalmente
no tratamento de doencas como cancer, lepra, febres tropicais e colicas (Breytenbac; Malan,
1989).

Combretum leprosum ¢ uma espécie encontrada nos estados do norte e nordeste
brasileiros (Marinho et al., 2002; Chaves et al., 2007). As espécies desse género apresentam

inimeros metabolitos secundarios como taninos, saponinas, flavondides, cumarinas, alcaloides,
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di e triterpenos, dentre outros (Lima et al., 2012; Farias et al., 2015). Conhecida popularmente
pelo nome de mofumbo, a espécie € utilizada como planta medicinal com funcdo cicatrizante,
na prevencao de irritagdes cutaneas e na limpeza de feridas, na conten¢do de hemorragias, como
sedativo (Pietrovski et al., 2006), antitussigeno e expectorante (Agra et al., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados em espécies do género Combretum identificaram
diversas classes de compostos quimicos bioativos, incluindo o triterpeno 3[3,6[,16p-
trihidroxilup-20(29)-eno (CL-1). A literatura ressalta o amplo potencial farmacoldgico do CLF-
1, evidenciando sua agdo antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, antiparasitaria, analgésica,
cicatrizante e antibacteriana, além de seu efeito antitumoral (DOS SANTOS, 2022). Viau et al.
(2014) relataram que C. leprosum ¢ rico em metabdlitos secundarios incluindo cicloartanos,
flavonoides (3-O metilquercetina, 5,3B-dihidroxi -3,7,4Btrimetoxiflavona, 5,3f,4B-trihidroxi-
3,7-dimetoxiflavona e quercetina) e triterpenos (4cido arjundlico, acido molico e
3B,6P,16Ptrihidroxi-lup-20(29)-eno).

Os triterpenos desempenham um papel importante como compostos de sinalizagdo
e reguladores de crescimento em plantas (Singh et al., 2023). A identificacdo, isolamento e
caracterizagdo dos reservatorios fitoquimicos presentes em plantas medicinais pode contribuir
no desenvolvimento de novos farmacos, complementando drogas sintéticas com alternativas
naturais (Chihomvu et al., 2024). Nesse sentido, a partir do triterpeno CL-1 das flores de C.
leprosum mnosso grupo de pesquisa produziu um triterpeno semissintético: 3[3,63,16[3-
tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) que demonstrou a auséncia de toxicidade em
fibroblastos murinos (L929) e em queratindcitos humanos (HaCaT), além de atividade
antinociceptiva em camundongos (Patente n°: BR10202000346). Além das atividades ja
demonstradas com relagcdo ao C. leprosum, os triterpenos também parecem exercer atividade

sobre 0 metabolismo 0sseo.

Figura 3 - Combretum leprosum (Mofumbo) em local de coleta
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Legenda: C. leprosum ¢ uma espécie arbustiva ou arvoreta, com 2 - 3 m de altura. Suas
inflorescéncias sdo grandes, compostas por muitas flores amareladas, pequenas e muito
perfumadas. Na base da flor forma um pequeno tubo onde ¢ produzido e armazenado o
néctar, ¢ o principal recurso coletado pelas abelhas nativas. Além disso, suas flores sdo
muito atrativas para outros insetos como borboletas, mariposas e vespas.

Fonte: Acervo pessoal do Prof. Geraldo Barbosa.

5. TRITERPENOS E SAUDE OSSEA

O osso ¢ um 6rgdo metabolicamente ativo que sofre constante remodela¢do ao
longo da vida, sendo esse fendomeno regulado pela destruicdo dssea osteoclastica e formacao
Ossea osteoblastica (Neumann ef al., 2016; Zhang et al., 2021). A homeostasia dssea depende
de uma atividade equilibrada entre essas células. Assim, quando h4a uma atividade excessiva
dos osteoclastos, uma reabsor¢ao dssea patologica ¢ desencadeada (Lin ef al., 2021). Produtos
naturais tém sido usados tradicionalmente hd muito tempo no tratamento da perda dssea.
Atengdo tem sido focada nos métabodlitos secundarios presentes nas plantas medicinais. Nesse
sentido, dados da literatura sugerem que os triterpenos podem modular o metabolismo dsseo
(Porwal et al., 2017).

De fato, o estudo de Im et al. (2016) demonstrou que os compostos bioativos
presentes no Combretum leprosum, especialmente os triterpenos, inibem a reabsorcao dssea e
que esse efeito pareceu estar ligado a capacidade desses compostos de modularem

negativamente a atividade dos osteoclastos.
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Complementando esses achados, o estudo de Park er al. (2021) investigou o
obacunona, que ¢ um triterpeno do tipo limonoide isolado da casca da raiz de Dictamnus
dasycarpus Turcz (Dictamni Radicis Cortex). Este estudo revelou que esses compostos também
podem promover a diferenciagdo dos osteoblastos e a mineralizagao da matriz 6ssea e que o
triterpeno limonoide obacunona aumenta a expressao do fator de transcri¢do relacionado a runt-
2 (RUNX?2), promovendo a diferenciagdo e a fungdo dos osteoblastos. Isso sugere que, além de
inibir a reabsor¢ao Ossea, alguns triterpenos podem também estimular a formagao Ossea,
oferecendo uma abordagem terapéutica dupla para o tratamento de doengas dsseas (Park et al.,
2021).

Assim, entender as possiveis conexdes entre triterpenos e saude 6ssea poderia abrir
caminhos para novos tratamentos de doengas inflamatérias Osseas, incluindo osteoporose,

artrite reumatoide e periodontite.

6. CONCLUSAO

O impacto da periodontite sobre a qualidade de vida das pessoas e sobre os servicos
de satde, somado ao potencial terapéutico de compostos obtidos de plantas, deve ser a mola
propulsora da pesquisa basica e clinica para geracao de tecnologias estratégicas partir de plantas
j& usadas pela comunidade de forma medicinal, podendo levar ao desenvolvimento de um
produto com elevado potencial biotecnoldgico para a produgdo de um novo farmaco

antirreabsortivo.
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ABSTRACT
INTRODUCTION: Combretum leprosum is a species popularly used in Brazil as an anti-
inflammatory agent. Phytochemical studies in the genus Combretum have demonstrated the
presence of several classes of bioactive compounds, including the triterpene 3,6p,168-
trihydroxylup-20(29)-ene (CL-1). OBJECTIVE: To evaluate the in vivo toxicity of the
compound CL-P2, a semisynthetic triterpene obtained from CL-1, and the antiresorptive
activity of a CL-P2 delivery system hydrogel in the periodontitis model in Swiss mice. The
project was approved by CEUA-UFC Sobral (01/20). METHODS: Toxicity tests were
performed using the Oral Toxicity protocol (OECD no. 425). For this, female Swiss mice (n=10)
from the Central Bioterium of the Federal University of Ceard were used. The experimental
groups included: Control (saline) and treatment with CL-P2 (175, 550 and 2000 mg/kg).
Behavioral parameters were evaluated for 14 days. On the 15th day after euthanasia, blood was
collected for analysis of uric acid, creatinine, ALT and AST levels. Organs were collected for
histopathological analysis (H&E). Forty-eight female Swiss mice were used for the
periodontitis assay. Periodontitis was induced by cotton thread (5.0) in the first lower molars.
The groups included: naive; periodontitis+vehicle hydrogel; periodontitis+CL-P2 hydrogel (1
or 10mg), applied 2x/d/14d. On the 15th day, the animals were euthanized and the hemiarches
were collected for morphometric and histometric analyses (ImageJ® software) of the alveolar
bone. Peripheral blood was collected for measurement of bone alkaline phosphatase (BAP).
Ovaries were also collected to analyze the preclinical safety of the CL-P2 hydrogel on
reproductive health. The Shapiro-Wilk test and ANOVA (Tukey) were used for statistical
analysis, considering p<0.05 as significant. RESULTS: No mortality was observed during the
14 days of the test. In the behavioral analysis, an increase in the number of licks and drowsiness
was observed at the beginning of treatment with CL-P2, with no significant changes in other
parameters, such as body weight, liver and kidney functions and reproductive system. The
hydrogel with CL-P2 10 mg/kg reduced alveolar bone loss with increased BAP levels. The use
of the hydrogel did not negatively impact the survival and development of ovarian follicles,
suggesting the safety of the compound on the reproductive health of mice. CONCLUSION:
CL-P2 may represent a product with biotechnological potential for the production of a new

antiresorptive drug.

Keywords: Combretum leprosum, Periodontitis; Bone Loss; Ovarian Follicles.
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1 INTRODUCAO

O Combretum leprosum ¢ amplamente reconhecido por suas propriedades
farmacologicas e etnobotanicas, sendo uma planta valorizada tanto pela medicina tradicional
quanto por seus potenciais usos cientificos. Entre os compostos bioativos isolados dessa espécie,
destaca-se o triterpeno 3B-6B-16B-trihidroxilup-20(29)-eno (CL-1), cujas atividades
antitumoral, anti-inflamatoria e cicatrizante t€ém sido evidenciadas em diversos estudos
(Alcantara et al., 2022).

A periodontite ¢ uma das doencas cronicas mais prevalentes que afetam o metabolismo
0sseo. Além de comprometer os tecidos de sustentagdo dos dentes, essa condi¢do estd associada
a uma série de comorbidades sistémicas, como doengas cardiovasculares e reprodutivas.
Estudos sugerem que a inflamagdo sistémica causada pela periodontite pode, inclusive,
desencadear disfungdes ovarianas e resisténcia a insulina, afetando a saide reprodutiva
feminina (Frencken et al., 2017; Jaglan et al., 2024).

Para avaliar os efeitos terapéuticos de novos compostos no tratamento da periodontite,
modelos animais, especialmente com camundongos, sio amplamente utilizados. Esses modelos
permitem a simulagdo dos processos patologicos da periodontite € a investigagao de tratamentos
potencialmente eficazes, como o uso de triterpenos. Sua acessibilidade e capacidade de
reproduzir caracteristicas clinicas tornam esses modelos ferramentas importantes para estudar
tanto o impacto sobre o tecido Osseo quanto a seguranca desses compostos (Abe e
Hajishengallis, 2013; Zhang et al., 2023).

Considerando o potencial terapéutico do C. leprosum, o relatado efeito dos triterpenos
sobre o metabolismo 6sseo (Im et al., 2016), os impactos orais e extra-orais da periodontite,
este estudo visa avaliar a toxicidade in vivo do CL-P2, um triterpeno semissintético obtido a
partir de CL-1, assim como a eficacia de um hidrogel de sistema de liberagdo de CL-P2 no
modelo de periodontite em camundongas Swiss. Além disso, serd investigado o impacto dessa

terapia na sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos ovarianos.

2 METODOLOGIA

2.1. Metodologia relacionada ao objetivo especifico 3.2.1:

Realizagdo do teste de toxicidade aguda do composto do CL-P2, utilizando protocolo

experimental OECD 425
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Ensaio de Toxicidade Oral Aguda: Procedimento Up and Down n°425 (OECD)

O teste de toxicidade oral aguda ¢ uma etapa fundamental dentro da pesquisa por
um novo composto com potencial farmacologico pois permite avaliar a toxicidade de um
composto quando administrado em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 h,
seguido de observagido dos animais por 14 dias apos a administragdo. E utilizado como um
rastreio inicial de toxicidade, permitindo estimar a dose letal (DL50) e classificar a amostra de
acordo com os critérios do Globally Harmonised System (GHS) (Anvisa, 2013; 2016). Um dos
testes realizados in vivo € a Toxicidade Oral Aguda em que se investiga a toxicidade produzida
por uma substancia teste na concentracdo maxima de 2000 mg/kg e, quando justificavel, na
concentragdo maxima de 5000 mg/kg seguindo o protocolo Up and down n°425 da Organizagao

para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2008).

Animais

Camundongos Swiss (fémeas) n=10, pesando em média 25g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Cearad (UFC) e do biotério local da Faculdade de
Medicina de Sobral, UFC-Campus Sobral e foram alojados em gaiolas de plastico de
polipropileno padronizadas em sala com temperatura controlada (23°C + 2) obedecendo aos
ciclos de claro e escuro (de 12 em 12 horas) no Biotério Setorial da UFC - Campus Sobral
durante o experimento, recebendo dgua e alimenta¢do ad libitum a vontade. O nimero de
animais usados foi de n=6 ou n=5 por grupo, todos os grupos foram randomizados e cada animal
foi usado apenas uma vez. Foi utilizado, portanto, o nimero de animais minimo necessario para
atingir um valor estatistico baseando-se em estudos cientificos publicados anteriormente
(OECD,2008). Todos os esfor¢os foram realizados para minimizar quaisquer tipos de
sofrimento aos animais. Os pesos dos animais foram registrados nos dias 1°, 7° e 14° do teste.
No 15° dia, o animal era pesado e verificado seu estado de satide no final do periodo do
protocolo experimental. Os animais foram divididos em grupo salina (controle) e grupo que

recebeu CL-P2 (175, 550 e 2000mg/kg).

Avaliagao Comportamental
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Os animais foram observados individualmente pelo menos uma vez durante os
primeiros 30 minutos apos a dosagem, periodicamente durante as primeiras 24 horas (com
atencao especial durante as primeiras 4 horas) e diariamente a partir de entdo, por um total de
14 dias. Todas as observacdes foram registradas sistematicamente, sendo mantidos registros
individuais para cada animal. Os parametros avaliados foram: agitagdo, agressividade,
cambalhota, contor¢do, lambida, perda de peso, piloerecao, pulsdo sexual e sonoléncia.

O teste principal consistiu em uma progressao de dose unica ordenada, na qual os
animais receberam uma dose de cada vez, em um intervalo minimo de 24 horas. O primeiro
animal recebeu uma dose de 175 mg/kg, onde o mesmo sobreviveu, permitindo que o teste
seguisse para a proxima dose que foi aumentada para 550 mg/kg, em caso de morte desse animal,
a dose para o proximo seria reduzida em uma progressdo de dose semelhante. Com a
sobrevivéncia do animal da dose de 550 mg/kg, seguiu-se para a dose maxima de 2000 mg/kg,
onde essa dose foi administrada em 3 animais por dias consecutivos, obtendo éxito na taxa de

sobrevivéncia e finalizando o protocolo.

Coletas de amostras biologicas

No 15° dia, cada animal recebia uma dose de overdose de Ketamina 300mg/kg +
Xilazina 30mg/kg (via peritoneal). Apos avaliagdo técnica do estado de saude do animal, eram
coletadas amostras de sangue variando entre 900 uL e 1 mL (via aorta abdominal), centrifugadas
no tubo coleta de sangue vacuo amarelo ativador de coagulo + gel SmL e armazenadas no
freezer -80°C, para analise dos niveis séricos de acido Urico, creatinina, enzima alanina
aminotransferase (ALT) e enzima aspartato aminotransferase (AST) por laboratorio tercerizado
LACLISO VET. Os orgdos: bago, coragdo, figado e rim foram retirados apos a eutandsia e

armazenados em formaldeido a 4% tamponado para avaliagdo técnica do patologista.

Processamento das amostras histopatologicas

Para fixagdo: apds retirada os o6rgdos, deve-se imergir em um volume de 10x a 20x
o tamanho das amostras em formol tamponado por 24h. Apds 24h, realiza cortes longitudinais
dos orgaos (cortes frontais) — secciona com navalha ou lamina de bisturi - € submergido por
48h no formol tamponado 10%. Apds a etapa do Formol Tamponado, lavou-se as amostras em
agua de torneira e trocou-se a solugao para alcool 70%. O protocolo de preparagao das amostras

aconteceu mediante as seguintes etapas no Laboratério de Histopatologia do NEMPI:
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Processamento (Desitratacdo e Diafanizacdo); Inclusdo, Microtomia e Coloragdo. Para
realizacdo da andlise histopatoldgica das laminas e os pardmetros avaliados: edema e congestao
vascular e escores atribuidos de acordo com os niveis: 0- ausente; 1-infiltracdo muito leve; 2-

moderado; 3 -infiltra¢do intensa.

Ferramenta Farmacologica

A planta C. Leprosum foi coletada na localidade de Sitio Sao Bento, no
municipio de Mombaga, Ceara, em Abril de 2022, e seu uso para fins de pesquisa foi
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN cadastro n® AC6BO01F) para o estudo do seu efeito
analgésico e antiinflamatorio. A partir do derivado semissintético obtido do triterpeno
3B,6PB,16p-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1), um composto isolado da planta, e apos
modifica¢des quimicas estruturais, obteve-se o derivado CL-P2 que é um triterpeno de
Combretum Leprosum, registrado na literatura como Combretum Leprosum Mofumbo.
O derivado semissintético CL-P2 foi desenvolvido pelos Prof. Dr. Francisco Geraldo
Barbosa e Prof. Dr. Jair Mafezoli, do Laboratorio de Fitoquimica Aplicada (LABFITO)
da Universidade Federal do Ceara (UFC) no Brasil. Os detalhes estruturais do hidrogel
de CL-P2 derivado semissintético ndo podem ser apresentados no momento, uma vez

que sdo objeto de patente.

Metodologia relacionada ao objetivo especifico 3.2.2:

Analisar a eficacia antirreabsortiva do hidrogel de CL-P2 no modelo de periodontite.

Aspectos Eticos

O estudo utilizou 48 camundongos Swiss (fémeas), pesando em média 25g, e os
grupos randomizados. Todos os esforgos foram realizados para minimizar quaisquer tipos de
sofrimento aos animais. O projeto de pesquisa e as metodologias utilizadas foram aprovadas no
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal do Ceara, Campus
Sobral, Adendo n° 02/23 do Protocolo CEUA UFC Sobral n® 01/20 (anexo B), o aspecto  ético
do protocolo experimental foi elaborado de acordo com a “Diretriz Brasileira para o Cuidado e

a Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA. Seguindo o acordo com os
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preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009,
e com normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo em Animais
(CONCEA - Brasil) e do guia ARRIVE (Kilkenny et al., 2010). O recurso financeiro na
primeira etapa do projeto no Brasil foi realizado pela Fundagao Cearense de Apoio ao

Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-FUNCAP, processo n® BP5-0197-00180.01.00/22.

Modelo experimental

Apods duas semanas de aclimatagdo ao ambiente laboratorial, os camundongos
fémeas foram submetidos a periodontite experimental (PE). Os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (90 mg / kg de peso corporal) e xilazina (10 mg / kg de peso corporal)
por via intraperitoneal (i.p), e em seguida receberam uma inser¢ao bilateral de ligadura com fio
de algodao (5-0) ao redor da area cervical dos primeiros molares mandibulares. Os animais
foram posicionados em decubito ventral em uma mesa para roedores com afastadores orais
posicionados na regido dos dentes incisivos. O fio foi inserido com auxilio de espagadores
digitais endodonticos C, de modo a criar um espago entre os molares inferiores e facilitar a
passagem do fio. A ligadura foi posicionada no sulco gengival e o né posicionado mesialmente
(Bonato et al., 2012; Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2019; Abe; Hajishengallis, 2013).

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais, com 6
animais cada, a saber: (G1) grupo naive que ndo recebeu qualquer tipo de intervencao; (G2)
grupo periodontite que foi submetido a indu¢do da periodontite e recebeu a aplicagdo do
hidrogel contendo apenas veiculo imediatamente apds a ligadura seguido por duas aplicagdes
diarias durante o periodo de 14 dias; (G3) grupo periodontite + hidrogel CL-P2 (1mg); e (G4)
grupo periodontite + hidrogel CL-P2 (10mg), que receberam o hidrogel imediatamente apos a
indugdo da doenga seguido por duas aplicagdes didrias totalizando o periodo de 14 dias.

No 15° dia os animais foram eutanasiados e as hemiarcadas foram usadas para
analises morfoldgicas do osso alveolar, que incluira: analise morfométrica (medida da perda
Ossea alveolar) e andlise histopatoldgica (H&E). Foi coletado sangue periférico para dosagem
de Fosfatase alcalina 6ssea (FAO) — marcador de formacao dssea. Os ovarios foram coletados

para analise de sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos ovarianos.

Andlise morfométrica
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Apoés a eutandsia dos animais, as mandibulas foram removidas para fixacdo em
formol tamponado a 10%, num intervalo de 24 horas. Em seguida, as arcadas foram seccionadas
em duas hemiarcadas, sendo a hemiarcada direita dissecada e corada com azul de metileno a 1%
para a diferenciagdo entre osso e dente, os quais se coram em menor intensidade (Lima et al.,
2000; Lima et al., 2004). Para quantificar a reabsor¢ao dssea, a hemiarcada foi disposta com
massa de modelar em lamina para a realizagdo posterior de fotografias. As imagens obtidas
foram avaliadas por meio do programa digital (ImageJ 1.44p, National Institute of Health;
EUA), em que sera considerada a demarcacao desde a jungdo cemento-esmalte (JCE) até a
borda Ossea remanescente na hemiarcada. Essa area serd comparada a outra previamente

conhecida (5 x 5 mm2) (Kuhr et al., 2004).

Andalise histométrica

As mesmas laminas utilizadas para processamento para H&E foram utilizadas para
o estudo histométrico. A area de furca do primeiro molar e a medida da jun¢do cemento-esmalte
(JCE)-fundo da bolsa do primeiro molar foram consideradas para avaliacdo histométrica. Para
tanto, imagens desta regido foram obtidas ao microscopio (x40) e analisadas por um observador
treinado, cego para o grupo ao qual a lamina pertencia, utilizando o programa de computador
Image J (ImageJ 48x, National Institute of Health; EUA) para quantificar a area entre o ponto
mais alto da crista 0ssea remanescente e o teto da furca, que ¢ comparada com uma medida

conhecida (Guimaraes et al., 2016).

Dosagem dos niveis séricos de Fosfatase Alcalina Ossea

Amostras de sangue foram coletadas da aorta abdominal de todos os camundongos
fémeas. O sangue foi coletado em tubo de andlises clinicas tampa vermelha (sem
anticoagulante). Esperou-se sangue coagular por aproximadamente 15min e logo em seguida
foi centrifugado (1500rpm por 15min) e o sobrenadante armazenado a -800C até a andlise
bioquimica, obtendo-se, portanto, o soro. Uma aliquota das amostras de soro foi utilizada para
a dosagem de fosfatase alcalina total, utilizando- se Kit especifico para fosfatase alcalina, cuja
metodologia seguiu a orientagdo do laboratorio fabricante (LABTEST®). Posteriormente,
novas aliquotas, das mesmas amostras do material, foram aquecidas a 56°C por 10min, em

seguida dosou-se novamente as concentragdes enzimaticas da amostra.
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O método estd fundamentado na labilidade dessa fracao frente ao calor que por sua
vez, foi determinada indiretamente subtraindo a atividade obtida de fosfatase alcalina
termoestavel da fosfatase alcalina total (Linder et al., 2013; Moss; Whitby, 1975). Os resultados

foram expressos em unidade de enzima por litro de soro (U/L) de acordo com o fabricante.

Metodologia associada ao objetivo especifico 3.2.3:

Analisar a seguranga pré-clinica do hidrogel CL-P2 sobre a sobrevivéncia e

desenvolvimento de foliculos ovarianos de camundongas.

Analise Histopatologica dos Ovarios

Ao final do periodo experimental, os ovarios foram coletados, fixados em
formaldeido (10%) tamponado, desidratados em uma série crescente de etanol (70%; 80%; 90%;
100%), clarificados com xilol e embebidos em parafina conforme descrito por De Assis et al.
(2023). Para cada ovario, sec¢des de 7 um foram montadas em ldminas e coradas pelo método
de hematoxilina e eosina (HE). As 1aminas foram examinadas pelo microscopio (Nikon) em um
aumento de 100X e 400X. As andlises histopatologicas dos ovarios foram realizadas com
objetivo de avaliar a citotoxidade do composto com relagdo aos padrdes morfoldgicos de
viabilidade (normais ou degenerados), crescimento e desenvolvimento folicular. Para isso, os
foliculos foram classificados em primordiais (o6cito circundado por uma camada de células da
granulosa de formato pavimentoso), primarios (oocito circundado por uma camada de células
da granulosa de formato cubico), secundarios (odcito circundado por varias camadas de células
da granulosa de formato cubico) e tercidrios (odcito circundado por vérias camadas de células
do cumulos e presenca de cavidade antral bem desenvolvida). Além disso, os foliculos foram
individualmente classificados como morfologicamente normais ou degenerados. Os foliculos
classificados como morfologicamente normais, apresentavam odcito com nucleo visivel e
citoplasma regular, estava cercado por células da granulosa bem organizadas em uma ou mais
camadas, e ndo apresentavam nucleos picnéticos. J& os foliculos classificados como
degenerados foram definidos como aqueles que apresentavam odcito com citoplasma retraido,
com nucleo picnotico e/ou cercados por células da granulosa desorganizadas, destacadas da
membrana basal, e com presenca de vacuolos. No total, aproximadamente 200 foliculos foram

avaliados para cada tratamento. As porcentagens de foliculos normais ou degenerados, bem
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como o percentual de foliculos primordiais e em desenvolvimento, foram calculados antes

(grupo controle) e apos o protocolo experimental.

Andadlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a normalidade de distribuicao
dos dados, sendo assim classificados em dados paramétricos ou ndo paramétricos. Os “outliers”
foram removidos. Grupos com distribuicdo normal foram analisados por teste t de Student
(comparacgao entre dois grupos) ou ANOVA (comparagdo entre 3 ou mais grupos). O pds-teste
utilizado com ANOVA foi definido ap6s a aplicagdo do teste de homogeneidade de variancias
de Levene. Aos grupos homocedaticos foi aplicado o pds-teste de Tukey, enquanto que em
grupos heterocedaticos foi utilizado o pds-teste de Games-Howell. Grupos com distribuicao

nao paramétrica serdo analisado por meio do teste de Mann-Whitney U.

Os resultados para os dados com distribui¢do gaussiana serdo apresentados como
média (M) £ desvio padrdo da média (DP). Dados com distribuicdo ndo gaussiana serdo
apresentados como mediana. Todos os testes estatisticos serdo realizados usando o programa
SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) para o Windows. Os graficos serdao confeccionados
com o software GraphPad Prism 7 GraphPad Prism software, La Jolla, CA, EUA) para

Windows. O nivel de significancia estatistica serd definido em 95% (p<0,05).

No que se refere a andlise estatistica da avaliagdo histopatoldgica dos ovarios, foi
utilizado o programa GraphPad Prisma versdo 10.0. Os dados referentes a morfologia
(percentual de foliculos normais e degenerados), bem como os dados de desenvolvimento
folicular (primordial, primario, secundario e terciario), foram avaliados usando o teste qui-
quadrado. Os resultados foram expressos como média = E.P.M. (varidveis com distribui¢ao

normal). As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

3 Resultados
3.1. Resultados do teste de toxicidade aguda do CL-P2

Taxa de sobrevida

Nao foram observadas mortalidade em nenhum dos grupos (Salina e CL-P2)durante

os 14 dias do teste, observando-se uma taxa de sobrevida de 100% (Figura 4).
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Figura 4 - Taxa de sobrevida dos animais no ensaio de seguranga de CL-P2.
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

Alteragoes comportamentais

As observacdes comportamentais mostraram a ocorréncia de agitacdo, lambida e
sonoléncia. Analisando cada um desses comportamentos ao longo dos 14 dias observou-se um
aumento significante na agitagdo nos animais do grupo salina nos dias 9 e 10 (p=0,02 e p=
0,008), quando comparados aqueles do grupo CL-P2 (2000 mg/kg). Ja para o comportamento
de lambida, observou-se um aumento significante nos dias 1, 2, 5 e 14 (p=0,008; p=0,016; p=
0,032; p=0,04) nos animais do grupo CL-P2 (2000 mg/kg), quando comparado ao grupo salina.
Com relacao a sonoléncia observou-se um aumento significante (p= 0,0079) nos animais do
grupo CL-P2 (2000 mg/kg) apenas no 1° dia de tratamento, em relacdo ao grupo salina. Os
demais parametros (cambalhota, piloerecdo, agressividade, contor¢do, perda de peso, pulsdo

sexual e morte) ndo foram observados ao longo dos 14 dias do estudo.

Tabela 1 - Alteragdes comportamentais relativas dos animais no ensaio de seguranca e

toxicidade aguda de CL-P2 na dose tnica de 2000 pg/Kg.

Parametros Salina ¢ CL-P2 92000
Comportamentais Ha/Kg
Agitacdo P P
Agressividade A A
Cambalhota A A
Contorc¢éo A A
Lambida P P
Perda de Peso A A
Piloerecéo A A
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Pulsdo Sexual A A
Sonoléncia P P

Legenda: P= presente ¢ o A= ausente. A avaliagdo das alteragdes comportamentais, foram observadas
imediatamente apo6s a administracdo do composto semissintético CL-P2, diariamente até o 14° dia do teste.
Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da pesquisa (2024).

Alteragoes do peso corporal

Nao ocorreu variagdo significativa no peso dos animais que receberam CL-P2 2000

mg/kg (tabela 2), quando comparado ao grupo salina durante os 14 dias de avaliacao.

Tabela 2 - Efeito CL-P2 sobre o peso (g) de camundongos fémeas (Swiss) em estudo de

toxicidade segundo protocolo OECD 425.

Grupos 1° dia 7° dia 14° dia
Peso (g) Peso (g) Peso (g)
Controle 0,00 £ 0,00 (5) 1,40 £ 0,00 (5) 0,60 + 0,00 (5)
(veiculo)
CL-P2 0,00 £ 0,00 (5) 1,00 £ 0,00 (5) 0,20 + 0,00 (5)
(2000 mg/kg)

Legenda: A Variacdo ponderal em camundongos tratados com CL-P2 2000 pg/kg, durante 14 dias consecutivos
da dose administrada.
Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da pesquisa (2024).

Avaliag¢do bioquimica de fungdo renal e hepatica

O tratamento por 14 dias consecutivos com o CL-P2 2000 mg/kg ndo provocou
diferengas  significativas nos niveis séricos de creatinina e as enzimas alanina
aminostransferase (ALT), asparto aminostransferase (AST) das camundongas, quando

comparado com o grupo salina (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito CL-P2 sobre os niveis séricos de creatinina, ALT e AST de camundongos

fémeas (Swiss) em estudo de toxicidade segundo protocolo OECD 425.

Parametros Unidade Controle CL-P2
Bioquimicos (veiculo) 2000 mg/kg
U/L
Creatinina mg/dl 0,47 £ 0,030 0,39 + 0,06
ALT U/L 22,00 + 1,41 21,25+ 2,50
AST U/L 61,00+ 16,97 64,50 + 5,44

Legenda: p>0,05 em relagdo ao grupo Salina. Os dados sdo representados como média + E.P.M. (ANOVA, Tukey).
Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).
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Andlise morfométrica e dosagem de FAO

Os animais tratados com o hidrogel de CL-P2 (10 mg) revelaram diminui¢do
significativa da perda dssea alveolar, quando comparados com o grupo nao tratado (NT) (Figura
5A). Ainda, quando se avaliou os niveis séricos de fosfatase alcalina dssea, o grupo NT
apresentou reducdo significante (p<0,05), quando comparado ao naive. O tratamento com o
hidrogel de CL-P2 (10 mg) aumentou de forma significante os niveis desse biomarcador de
formagao oOssea (Figura 5B). As figuras 5C, 5D e 5E ilustram a visdo macroscopica das
mandibulas utilizadas para medir a perda 6ssea alveolar (5C = naive; 5D = NT, 5E = grupo

tratado com o hidrogel de CL-P2 (10 mg).

Figura 5 — Efeito do hidrogel de CL-P2 na perda 6ssea alveolar e nos niveis de Fosfatase
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Legenda: (A) Efeito do hidrogel contendo 3[3,68,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) na perda
ossea alveolar na periodontite induzida por ligadura em camundongos fémeas. Naive: camundongos ndo
submetidos a inducdo de periodontite. NT (ndo tratados): camundongos submetidos & indugdo de periodontite e
tratados com veiculo (hidrogel sem CL-P2 no local da inducdo da doenga) por 14 dias. CL-P2 (mg/g):
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camundongos submetidos a inducdo de periodontite e tratados (hidrogel contendo CL-P2 1 ou 10 mg/g no local
da indugdo da doenga) por 14 dias. Os dados sdo apresentados como média = SEM (n = 6 para cada tratamento).
(C, D, E) Visao macroscopica do efeito do hidrogel contendo 3,68,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2)
(10 mg/g) na periodontite induzida por ligadura em camundongos fémeas. (C) mandibula de um animal do grupo
naive. (D) Mandibula de um animal do grupo NT apresentando intensa reabsor¢do 6ssea. (E) mandibula de um
animal do grupo CL-P2 10 mg/g mostrando redugdo da perda o6ssea. * p<0,05 em relagdo ao grupo naive; **
p<0,05 em relagdo ao grupo nao-tratado (NT).

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

Analise histométrica

A analise histométrica mostrou que a indu¢ao da periodontite aumentou a area entre
o teto da furca e a crista 6ssea remanescente nos animais nao tratados, quando comparada com
o grupo naive (Figura 6A). A aplicacdo do hidrogel de CL-P2 (10 mg) reduziu a reabsorc¢ao
Ossea da area de furca, em comparagdo com o grupo nao tratado. As Figuras 6B, 6C e 6D
ilustram secgdes de mandibulas com coloragdo H&E, mostrando onde foi realizado o estudo
histométrico na furca do primeiro molar de camundongos dos grupos naive, NT e tratados com
o hidrogel de CL-P2 (10 mg), respetivamente.

Além disso, a aplicacdo do hidrogel de CL-P2 (10 mg) melhorou o nivel de inser¢ao,
observado pela reducdo da distancia da jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista 6ssea, quando
comparado ao grupo nao tratado (Figura 7A). As Figuras 7B, 7C e 7D ilustram secg¢des de
mandibulas de camundongos com coloragdo HE, mostrando onde foi realizado o estudo

histométrico dos grupo naive, NT e hidrogel de CL-P2 (10mg), respetivamente.

Figura 6 - Efeito do hidrogel de CL-P2 na érea da furca
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Legenda: (A) Efeito do hidrogel contendo 3f,6B,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) na
reabsor¢do Ossea alveolar (4rea entre o ponto mais alto da crista dssea remanescente ¢ o teto da furca) na
periodontite induzida por ligadura em camundongos fémeas. Naive: camundongos ndo submetidos a indugdo de
periodontite. NT (nfo tratades): camundongos submetidos a inducdo de periodontite e tratados com veiculo
(hidrogel sem CL-P2 no local da inducdo da doenca) por 14 dias. CL-P2 (mg/g): camundongos submetidos a
indugdo de periodontite e tratados (hidrogel contendo CL-P2 1 ou 10 mg/g no local da indugdo da doenga) por 14
dias. Os dados sdo apresentados como média = SEM (n = 6 para cada tratamento). (B, C, D) Visdo macroscopica
do efeito do hidrogel contendo 3[,6p,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) na periodontite
induzida por ligadura em camundongos fémeas. (B) mandibula de um animal do grupo naive. (C) Mandibula de
um animal do grupo NT apresentando intensa reabsor¢do dssea. (D) mandibula de um animal do grupo CL-P2 10
mg/g mostrando redugdo da perda dssea. (B, C e D) vis@o histopatologica do efeito do hidrogel contendo
3,6p,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) na reabsor¢do Ossea alveolar (area entre o ponto mais
alto da crista dssea remanescente e o teto da furca - linha amarela) na periodontite induzida por ligadura em
camundongos fémeas). (B) ilustra periodonto de um animal do grupo naive. (C) periodonto de um animal do grupo
NT. (D) periodonto de um animal do grupo CL-P2 10 mg/g mostrando redugdo da perda éssea.

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

Figura 7 - Efeito do hidrogel de CL-P2 no nivel de inser¢ado
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Figura 7: (A) Efeito do hidrogel contendo 3f,6pB,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) no nivel
de insercdo (distancia da jungdo cemento-esmalte (JCE) até o fundo da bolsa do primeiro molar) na periodontite
induzida por ligadura em camundongos fémeas. Naive: camundongos ndo submetidos a inducdo de periodontite.
NT (nao tratados): camundongos submetidos a inducdo de periodontite e tratados com veiculo (hidrogel sem CL-
P2 no local da indug¢@o da doenga) por 14 dias. CL-P2 (mg/g): camundongos submetidos a indugéo de periodontite
e tratados (hidrogel contendo CL-P2 1 ou 10 mg/g no local da indugdo da doenga) por 14 dias. Os dados sdo
apresentados como média = SEM (n = 6 para cada tratamento). (B, C, D) visdo histopatoldgica do efeito do hidrogel
contendo 3f,6pB,16p-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) (10 mg/g) no nivel de inser¢do (distancia da jungdo
cemento-esmalte (JCE) até o fundo da bolsa do primeiro molar - linha amarela) na periodontite induzida por
ligadura em camundongos fémeas). (B) ilustra periodonto de um animal do grupo naive. (C) periodonto de um
animal do grupo NT. (D) periodonto de um animal do grupo CL-P2 10 mg/g mostrando reducdo da perda ossea.
(B-D) distancia da jungdo cemento-esmalte (JCE) até o fundo da bolsa do primeiro molar, comparado com um
valor conhecido em pm.

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

Anadlise da sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos ovarianos

Ao analisar os efeitos do composto 3f,60,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2)
sobre a viabilidade dos foliculos ovarianos de camundongas ao término do periodo
experimental, constatou-se que o tratamento com CL-P2 (1 mg/kg e 10 mg/kg) nao
comprometeu a viabilidade da reserva folicular presente nos ovarios. Especificamente, o
composto ndo reduziu o percentual de foliculos morfologicamente normais, indicando que as
doses utilizadas ndo afetaram negativamente a foliculogénese nem a integridade estrutural dos

foliculos.

Figura 8 — Imagens e grafico representando a morfologia e os percentuais de foliculos morfologicamente normais



48

mm NAIVE

2 400+ mm NT
£ M 1m
6 300- 9
% 10mg
g 200-
)
£ 100
£

o_

Normal Total

Legenda: A imagem mostra a morfologia (A-H) e os percentuais de foliculos morfologicamente normais (I) no
grupo controle (NT - ndo tratado) e em amostras tratadas por 14 dias com CL-P2 (1 mg/kg ou 10 mg/kg). As
imagens de histologia ilustram os foliculos ovarianos avaliados como normais ou degenerados: primordiais (A-E),
primarios (B-F), secundarios (C-G) e terciarios (D-H). A escala de imagem utilizada ¢ de 100 um. Células da
Granulosa (GC); odcito (O); nucleo do odcito (N). Ja em (I) apresenta-se o grafico com o percentual de foliculos
morfologicamente normais. O composto ndo reduziu o percentual de foliculos morfologicamente normais,
indicando que as doses utilizadas ndo afetaram negativamente a foliculogénese nem a integridade estrutural dos
foliculos.

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

Nos resultados da investigagdo atual sobre os efeitos do 3[,6B,16pB-
tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2) sobre a ativacdo e desenvolvimento de foliculos
primordiais, observou-se uma redu¢do no percentual de foliculos primordiais nos ovarios das
camundongas tratadas com 10 mg de CL-P2. Isso sugere uma maior taxa de ativacdo e
crescimento folicular em comparacao com o grupo nao tratado. Em relacao ao desenvolvimento
folicular, todas as doses testadas promoveram o desenvolvimento dos foliculos sem diferencas
significativas entre elas, indicando que as doses utilizadas ndo comprometem a reserva folicular.
Esses achados sugerem que a manuten¢do da ativacdo e crescimento folicular ¢ preservada e
que as doses testadas ndo apresentam toxicidade ao sistema reprodutor feminino em termos de

foliculogénese.
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Figura 9 - Incidéncia de foliculos primordiais e em desenvolvimento
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Legenda. Incidéncia de foliculos primordiais (A) e em desenvolvimento (B) em ovarios de camundongas tratadas
com 3f,6f,16pB-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2). A reducdo percentual de foliculos primordiais foi
observada nos ovarios das camundongas tratadas com 10 mg de CL-P2, sugerindo uma maior taxa de ativago
folicular em comparacdo ao grupo controle nio tratado. O desenvolvimento folicular foi promovido em todas as
doses testadas, sem diferencas significativas entre elas, apontando que o CL-P2 ndo compromete a reserva folicular
nem apresenta efeitos toxicos a foliculogénese.

Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da Pesquisa (2024).

4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigar o potencial
osteogénico de produtos derivados de plantas usando o modelo de periodontite induzida por
ligadura em ratos e camundongos. Combretum leprosum Mart. ¢ uma planta da familia
Combretaceae rica em triterpenos amplamente distribuida na regido Nordeste do Brasil,
utilizada na medicina popular como agente antiinflamatorio. Visando garantir a seguranca e a
eficacia de novos compostos antes de sugerir seu uso clinico, nesse estudo descrevemos o ensaio
de toxicidade in vivo de CL-P2, um triterpeno semissintético obtido do triterpeno 3f3,6(3,16[-
triidroxilup-20(29)-eno (CL-1), presente nas folhas de Combretum leprosum Mart., assim como
o efeito antirreabsortivo de um hidrogel como sistema de liberagdo de CL-P2 no modelo de
periodontite induzida por ligadura em camundongos fémeas. Através do protocolo de
Toxicidade Oral Aguda (Procedimento Up and Down n° 425 — OECD) foi observado que o
composto CL-P2 ndo apresentou toxicidade, conforme demonstrado pela auséncia de

mortalidade e de alteragdes significativas nos parametros bioquimicos de funcao renal e
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hepatica ao longo dos 14 dias de tratamento. No modelo de periodontite o hidrogel como
sistema de liberagdo de CL-P2 reduziu a perda ossea alveolar, evidenciada pela analise
morfométrica e histométrica, € aumentou os niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO),
considerada um marcador de formacgao dssea. Ainda avaliando a seguranca, o uso do hidrogel
ndo impactou negativamente a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos foliculos ovarianos,
sugerindo a seguranga do composto sobre a satide reprodutiva das camundongas.

Estudos indicam que agentes fitoterapicos podem representar alternativas promissoras
no tratamento de doencas dsseas, como osteoartrose (Cro, 2017), osteoporose (Marques et al.,
2016) e como adjuvantes no tratamento da periodontite (Srivastava et al., 2022). De forma
complementar, os triterpenos, uma classe de compostos naturais amplamente estudada, tem
demonstrado diversas atividades bioldgicas, incluindo efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes
e antitumorais (Im et al., 2016). No entanto, um aspecto relevante para sua aplicacdo terapéutica
¢ a avaliacdo de sua toxicidade. Estudos prévios indicam que muitos triterpenos apresentam
baixa toxicidade em modelos experimentais, o que 0s torna promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos (Porwal et al., 2017). Ensaios in vitro, realizados em
conformidade com as diretrizes da OCDE, confirmaram a auséncia de potencial genotoxico de
triterpenos (Sun et al., 2021).

No presente estudo, o composto semissintético CL-P2 foi avaliado quanto a sua
toxicidade em camundongos Swiss fémeas. CL-P2 nao causou mortalidade, perda de peso e
nem alteragdes comportamentais significativas, exceto pela observagdo do comportamento de
lambida e sonoléncia. Nossos dados estdo em acordo com a literatura que aponta para a
seguranca dos triterpenos em modelos in vivo (Lima et al., 2012; Farias ef al., 2015). Neste
aspecto, nosso grupo de pesquisa observou que a administragdo de CL-P2 (10 mg/kg) durante
14 dias ndo causou altera¢do no peso corporal (Passos ef al., 2024). No entanto, outros autores
analisando a toxicidade em camundondongos do 4cido bartogénico, um triterpeno com
atividade anti-diabética, anti-inflamatéria, anti-artritica, anti-cancerigena e anti-tumoral,
revelaram a ocorréncia de morte com a dose de 100 mg/kg, enquanto doses menores (12,5, 25
e 50 mg/kg) foram bem toleradas (Dubey et al., 2021). Ainda, embora no nosso estudo nao
tenha sido observado variacdo de massa ponderal entre os grupos, esses autores demonstraram
que o acido bartogénico foi associado com perda de peso tanto nos camundongos machos
quanto fémeas. Em acordo com esses dados, alguns autores sugerem o uso dos triterpenos no
manejo da obesidade (Chen et al., 2020). Outros autores investigando as a¢des de triterpenos
sobre o comportamento demonstraram em camundongos que um triterpeno isolado de Rubia

cordifolia Linn inibiu convulsdes, locomogao, lambidas e induziu sono (Kasture et al., 2000).
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No nosso estudo a analise bioquimica ndo revelou alteragdes nos niveis de creatinina,
ALT e AST, indicando que o CL-P2 n3o compromete a fun¢do renal ou hepatica, em
conformidade com os achados de estudos anteriores sobre a baixa toxicidade de triterpenos
(Moss & Whitby, 1975). Também em estudo do nosso grupo de pesquisa, a administracao de
CL-P2 (10 mg/kg) durante 14 dias ndo alterou os niveis de ALT/AST, além de auséncia de
alteragcdes nos 6rgdos (figado e rins) a andlise histopatologica (Passos ef al., 2024). Neste
sentido foi demonstrado que um triterpeno sintético melhorou a fun¢do renal em ratos
diabéticos (Mkhwanazi et al., 2019). Em ensaios in vitro, triterpenos mostraram atividade
hepatoprotetoras significativas, baixando os niveis de ALT e AST (Zheng et al., 2015). Alguns
autores consideram os triterpenos como uma op¢ao viavel para a prevenc¢do e tratamento de
doencas hepaticas cronicas relacionadas com o metabolismo, cirrose e carcinoma hepatocelular
(Sanchez-Criséstomo et al., 2019).

Ainda analisando a seguranga, a saide ovariana ¢ um aspecto importante no
desenvolvimento de novos compostos terapéuticos, especialmente aqueles que podem
influenciar a fungdo reprodutiva. Pesquisas indicam que condigdes inflamatorias cronicas,
como a periodontite, podem impactar negativamente a funcdo ovariana, possivelmente
comprometendo a fertilidade feminina ao alterar a foliculogénese e a ovulagdo (Pan et al., 2019).
Janglan et al (2024) observou em um estudo transversal que mulheres com diagndstico de
sindrome do ovario policistico (SOP) apresentavam pior saude periodontal. De fato, um estudo
correlacionando o papel da periodontite no equilibrio da massa 6ssea em mulheres com SOP
revelou niveis diminuidos de FAO nessas mulheres (Zia ef al., 2022).

Dentre as muitas atividades biologicas dos triterpenos incluem-se também potenciais
efeitos sobre a saude reprodutiva. No presente estudo, avaliando o efeito do tratamento com
hidrogel contendo o triterpeno semissintético CL-P2 sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento
de foliculos ovarianos em camundongos Swiss fémeas, observou-se que CL-P2 preservou a
morfologia folicular e ndo causou alteragdes significativas na quantidade de foliculos em
diferentes estdgios de desenvolvimento. A auséncia de efeitos adversos sobre os foliculos
ovarianos sugere a seguranca de CL-P2, destacando seu potencial no tratamento de doengas
inflamatorias cronicas que podem afetar a satide reprodutiva, como a periodontite. Nossos
resultados estdo em acordo com outros autores que sugerem efeitos benéficos dos triterpenos
sobre o sistema reprodutor. Neste sentido, em um estudo para avaliar o efeito da administragao
do 4cido ursolico (100, 300 ou 1000 mg/kg/d/15d) - um triterpeno presente em ervas, plantas e
frutos e que tem sido de grande interesse no mundo médico hd décadas - sobre o sistema

reprodutor adulto e desenvolvimento fetal, foi demonstrado que &cido ursoélico foi seguro para
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a ratas gravidas e sua prole (Geerlofs ef al., 2020). Também foi demonstrado a eficacia dos
triterpenos contra tumores hormonio-dependentes do sistema reprodutivo (Soica et al., 2021).
Entretanto, os triterpenos possuem um perfil farmacocinético desfavoravel em virtude de sua
fraca solubilidade em agua, o que pode afetar sua biodisponibilidade. No entanto, esse desafio
na eficacia dos triterpenos pode ser superado através do desenvolvimento de derivados
sintéticos ou semissintéticos, sendo essa ultima op¢ao relativamente mais sustentavel, com
reducao de residuos ambientais.

Os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes dos triterpenos chamam atengao para seu
possivel efeito sobre doengas que afetam o metabolismo 6sseo. Sabendo que o 0sso ¢ um 6rgao
metabolicamente ativo que sofre constante remodelagdo ao longo da vida, sendo esse fenomeno
regulado pela reabsor¢do 0ssea mediada pelos osteoclastos e formacao dssea pelos osteoblastos
(Zhang et al., 2021; Neumann et al., 2016).

Uma das abordagens para a avaliagdo da saude 6ssea envolve a analise da atividade
dos osteoblastos, a qual pode ser mensurada por meio de marcadores especificos, como a
fosfatase alcalina (FAO). A FAO ¢ um dos principais marcadores bioquimicos da diferenciacao
e atividade osteoblastica, sendo amplamente utilizada para indicar a formagdo oOssea. Os
osteoblastos apresentam niveis elevados dessa enzima, e a quantificagdo da FAO reflete a taxa
de formagdo dssea. Portanto, niveis elevados de FAO geralmente indicam uma alta atividade
osteoblastica e um processo de formagao 6ssea em andamento (Vimalraj ef al., 2020).

A medicdo dos niveis de FAO ¢ 1til em contextos clinicos, como no diagnostico e
monitoramento de doengas Osseas, sendo um parametro importante em estudos que investigam
a saude Ossea e os efeitos de terapias que visam a regeneragao ou a manutenc¢ao da massa 0ssea
(Brown et al., 2022).

Os produtos naturais tém sido usados ha muito tempo tradicionalmente para prevenir e
curar a perda dssea, com especial aten¢do aos metabolitos secundarios presentes nas plantas
medicinais. Nesse sentido, dados da literatura sugerem que os triterpenos podem modular o
metabolismo 0sseo (Porwal et al., 2017). Neste sentido, o estudo de Park et al. (2021)
demonstrou que um triterpeno isolado da casca da raiz de Dictamnus dasycarpus, usada na
medicina tradicional como agente anti-inflamatorio, promoveu a diferenciagdo de osteoblastos
e a mineralizagdo Ossea, sendo o aumento da atividade da FAO um dos parametros analisados.

A saude 6ssea € um dos principais objetivos na avaliacdo de compostos direcionados ao
tratamento de condigdes inflamatdrias, como a periodontite, uma doenca caracterizada pela
destruicdo progressiva do osso alveolar. No presente estudo, o hidrogel de CL-P2 reduziu

significativamente a perda 6ssea alveolar, o que foi associado com aumento dos niveis séricos
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de FAO, um marcador de formagdao éssea, além do aumento do nivel inser¢do ¢ menor
comprometimento da area de furca, indicadores de melhora do osso alveolar. Esses achados
estao em conformidade com a literatura existente, que sugere que triterpenos podem inibir a
reabsor¢ao dssea através do aumento da atividade osteoblastos (Park et al., 2021). Dessa forma,
o hidrogel de CL-P2 demonstra potencial terapéutico para o manejo da periodontite e outras
condi¢des que envolvem a reabsor¢do 0ssea, oferecendo uma abordagem eficaz para preservar
a integridade do tecido 0sseo.

Os ensaios pré-clinicos possuem suas limitagdes, e para esse estudo podemos elencar:
avaliag¢do de toxicidade in vivo foi realizada apenas através do protocolo de Toxicidade Oral
Aguda. Embora o modelo de periodontite seja altamente reprodutivel e amplamente utilizado
para triagem de novas modalidades de tratamento, existem algumas limitagdes, incluindo: para
além das diferengas anatdmicas entre os molares de camundongos e humanos, a lesdo mecanica
provocada pela colocagdo da ligadura a volta dos dentes pode desencadear uma resposta
inflamatoria aguda e agravar o dano periodontal. Além disso, a colocagdo da ligadura promove
o rapido inicio de uma microbiota disbidtica, que pode ndo representar o curso natural da
disbiose oral observada durante o desenvolvimento da periodontite em seres humanos. A
duragdo do tempo de tratamento (14 dias) pode ser insuficiente para detectar efeitos adversos.

Os pontos fortes do estudo incluem a utilizagao de um composto semissintético derivado
de uma planta medicinal tradicionalmente empregada pela comunidade. Esta abordagem
confere duplo valor a pesquisa, pois ndo apenas caracteriza uma rota mais sustentdvel de
obten¢ao do composto, mas também se fundamenta em um conhecimento prévio que respalda
seu uso. O fato do estudo combinar a avaliagéo da toxicidade in vivo do ativo com a investigacédo
dos efeitos antirreabsortivos do hidrogel contendo o ativo, oferece uma anélise integrada da
seguranca e eficacia do composto. O emprego do protocolo de Toxicidade Oral Aguda
(Procedimento Up and Down n°® 425 — OECD), seguindo diretrizes reconhecidas
internacionalmente. A inclusdo da FAO como marcador de formacdo Ossea, sugerindo a
atividade osteoblastica, permitindo uma avaliacéo direta da eficacia do tratamento. A avaliagédo
da seguranca do hidrogel em relagcdo a satde reprodutiva das camundongas, sugerindo que o
composto ndo compromete o desenvolvimento ovariano.

Assim, a despeito das limitagdes do estudo, podemos concluir que CL-P2 demonstrou
um perfil de seguranca favoravel, reduziu a perda 6ssea alveolar em um modelo de periodontite
em camundongas, com preservacdo da saude reprodutiva, sugerindo que o hidrogel como
sistema de liberagdo de CL-P2 pode representar uma abordagem inovadora no tratamento da

periodontite.
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CONCLUSAO GERAL

Com base nas evidéncias discutidas, os resultados deste estudo mostraram que o
hidrogel CL-P2 (10mg) tem um importante papel no metabolismo 6sseo, € que o mesmo
apresenta efeito osteoprotetor, pois previne a POA em camundongos Swiss fémeas submetidos
a PE, por meio de efeito antirreabsortivo, sugerindo que esse gel pode ser uma abordagem

terapéutica interessante como adjuvante ao tratamento convencional da periodontite.
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ANEXO A - REGIMENTO INTERNO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

CIENCIAS DA SAUDE

CAPITULO V
DA DEFESA E DO PRODUTO FINAL

Art. 42 A disscrtagdo de Mestrado devera ser claborada conforme as onentagdes do
PPGCS. Nio scrio homologadas dissertagdes que ndo estiverem de acordo com as
normas do PPGCS.

Art. 43 Para o processo de defesa do produto final. o discente devera entregar
formulario

assinado por scu oricntador ao colegiado do PPGCS, contendo a data. o local, o titulo

do trabalho, resumo do trabalho ¢ 0 nome componentes da banca examinadora.
Adcmais, deve entregar o

comprovante de submissido do artigo cientifico em revista cientifica com

Qualis CAPES minimoB| na arca da Medicina Il ¢ ata de aprovagio no exame de
qualificagdo.Para a defesa de dissertac@o. os pos-graduandos devem ter concluido todos
os créditos. O estudante devera entregar dirctamente aos membros da banca as copias
impressas dos trabalhos, respeitando o prazo entre 30 ¢ 15 dias antes da defesa de
dissertagdo.

Art.44 A banca cxaminadora para a defesa da disscrtagio devera ser composta pelo
orientador. cooricntador (quando houver), um professor permancnte do PPGCS
(examinador interno) ¢ um professor com titulo de doutor externo aoc PPGCS
(examinador extemo): ¢ dois membros suplentes. um pertencente ao PPGCS ¢ outro
cxterno.

Art. 45 O processo de defesa da dissertacio de Mestrado sera composto da abertura
oficial pela Coordenagdo do PPGCS. conducdo da presidéncia dos trabalhos pelo
orientador, aprescntagio cxpositiva do trabalho de defesa com duracio de 40 a 50
minutos, arguicio pelos membros da banca, julgamento ¢ promulgacio do resultado,
oral ¢ em ata. O formato preferencial da dissertacio apresentara as scguintes scgdces:
Introducdo, Revisio de Literatura (estado da arte do tema em questdo), Justificativa,
Relevancia, objctivos gerais ¢ especificos ¢ , por final, artigo cientifico formatado de
acordo com periadico escolhido

para submissdo. As scgoes Introducio, Revisdo de Literatura, Relevancia, Justificativa,
c Objetivos gerais ¢ especificos.

deverio ser redigidas em portugucs. Em caso de dissertagcbes que originaram artigos
cientificos que secrio submetidos a um penodico de lingua inglesa, o artigo podera

constar na dissertagio cm lingua inglesa. nio sendo necessaria sua tradugdo para o

portugués. '
Art. 46 O pos-graduando tem o prazo de 30 dias para entrega da disscrtagio apos data

de defesa, somente tera scu titulo de Mestre homologado se © mesmo cumpnir todas as- =S

exigéncias legais do PPGCS e da UFC.
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ANEXO A - DECLARACAO DE ACEITE DO COMITE DE ETICA

5%

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Campus de Sobral — Faculdade de Medicina
Comissao de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Efeito de dois compostos
semi-sintéticos (CLP-2 e CLP-2a) derivados do triterpeno
3B,6B,16B-triidroxilup-20(29)-eno obtido das flores do Combretum leprosum Mart.
em um ensaio pré-clinico de periodontite induzida por ligadura em
camundongas”, registrado como Adendo n° 02/23 do Protocolo CEUA UFC Sobral
n® 01/20, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Mirna Marques Bezerra Brayner
envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino). O projeto encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA),
sendo aprovado ad referendum pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) do Campus da UFC em Sobral, em cumprimento a deliberacéo registrada na
oitava reuni&o ordinaria de 15/08/2023.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo | 07/04/2020 até 07/04/2022 (Projeto original)
07/04/2020 até 01/06/2024 (Adendo 01/22)

Espécie/linhagem/raca Mus musculus / Camundongos heterogénicos Swiss

N° de animais 178 (cento e setenta e oito) (Projeto original)

332 (trezentos e trinta e dois no total, solicitados 154
adicionais neste adendo) (Adendo 01/22)

316 (trezentos e dezesseis) (Adendo 02/23)

Peso/ldade 22-25 g / 3 meses
Sexo Fémeas (?)
Origem Biotério Central de Fortaleza

Documento assinado digitalmente
Sobral, 30 de agosto de 2023. b {GOR NI CASTRO DA SHA
g ‘L Data: 30/08/2023 09:36:19-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Igor luco Castro da Silva
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
SIAPE: 1866173 - UFC Campus Sobral

CEUA UFC SOBRAL |  Av. Comandante Maurocélio Rocha Pontes, 100, Jocely Dantas de Andrade Torres,
Sobral, CE. CEP: 62.042-280. Tel: (88) 3611-8000. E-mail: cena@sobral.ufc.br
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ANEXO B - DECLARACAO DE ACEITE CAPITULO DE LIVRO

[Atena

DECLARAGAO DE ACEITE

A Atena Editora, especializada na publicagdo de livros, revistas internacionais e
coletaneas de artigos cientificos em todas as areas do conhecimento, com sede na
cidade de Ponta Grossa-PR, declara que apds avaliacdo cega pelos pares, membros do
Conselho Editorial desta editora, o artigo intitulado "Triterpenos e saude ossea: potencial
terapéutico de Combretum leprosum Mart. na periodontite” de autoria de "Erika Vanessa
Farias dos Santos, Jordania Marques de Oliveira Freire, Anderson Weiny Barbalho Silva,
Alana Nogueira Godinho, Jair Mafezoli, Francisco Geraldo Barbosa, Helliada
Vasconcelos Chaves, José Roberto Viana Silva, Mirna Marques Bezerra Brayner, foi
aprovado e encontra-se no prelo para publicagdo no livro eletrénico "Health research:
current challenges and future perspectives 4" a ser divulgado no més de setembro de
2024

Agradeco a escolha pela Atena Editora como meio de transmitir ao publico cientifico e

académico o trabalho e parabenizo os autores pelo aceite de publicagéo.

Reitero protestos de mais elevada estima e consideragao.

Ponta Grossa, 09 de agosto de 2024

Prof.2 Antonella Carvalho de Oliveira
Doutora em ensino de ciéncia e tecnologia
Editora Chefe

ATENA EDITORA

PREFIXO EDITORIAL ISBN 97865
PREFIXO EDITORIAL DOI 10.22533

Rua Anténio Rodrigues Teixeira Junior,122
Ponta Grossa — PR
CEP: 84.015-490
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