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RESUMO

A periodontite se configura como um grave problema de saude ptiblica no mundo,
sendo um importante fator de risco para doencas cardiovasculares contribuindo de
sobremaneira na perda de dentes em adultos. Bactérias periodontopatogénicas e fatores do
hospedeiro s@o necessarios para o desenvolvimento e progressao desta patologia. Os produtos
naturais podem constituir uma nova alternativa de tratamento, sendo descrito a eficicia de
colutérios a base de 6leo essencial pelo nosso grupo. O objetivo do presente estudo foi
investigar os mecanismos envolvidos no efeito de géis a base de produtos naturais e seus
derivados na doenga periodontal experimental (DPE): gel elaborado a partir do dleo essencial
de Alecrim pimenta (Lippia sidoides 0,5%) (GAl ), associado (GAA) ou nio ao gel do
extrato da Aroeira (Myracrodruon urundeuva 5%); (GAr), gel elaborado a partir de carvacrol
300ug/g (GCa), associado (GCC) ou ndo ao gel de Chalconas Diméricas 600ug/g (GCh);
comparando seus efeitos com a doxiciclina, controle positivo (GDX). A DPE foi induzida
passando-se fio de ndilon 3.0 em torno do segundo molar superior esquerdo de ratos Wistar
machos, permanecendo durante 1ldias. Os géis foram aplicados topicamente na regido
gengival imediatamente apés a inducdo da doenga e trés vezes ao dia durante 11 dias. Os
parametros avaliados foram: indice de perda d&ssea (IPO), andlise microbioldgica,
histopatolégica, dosagem de citocinas (TNF-a; IL-1p), mieloperoxidase (MPO) por ELISA e
variagdo da massa corpérea. Tanto o GAA e o GCC reduziram o [PO comparavelmente a
doxiciclina. Na andlise histopatoldgica, o periodonto dos animais tratados com GAA e GCC
mostrou a preservacdao do osso alveolar, cemento e das fibras coldgeno, além de mostrar a
reducdo do infiltrado inflamatério gengival. A inibicdo da infiltracdo neutrofilica foi
confirmada através da MPO. A dosagem de citocinas mostrou que o GAA reduziu os niveis
de TNF-a e IL-1B no tecido gengival no 11° dia. Todos os géis inibiram o crescimento de
bactérias caracteristicas da periodontite € promoveram um aumento na massa corpdrea em
relacdo ao grupo veiculo. Esses resultados mostram que os géis testados possuem importante
atividade na DPE, sugerindo a relevancia de testes clinicos destes fitofarmacos no tratamento

da doenca periodontal.

Palavras-chave: Oleo essencial. Alecrim pimenta. Lippia sidoides. Gel dental. Aroeira

Myracrodruon urundeuva.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease in which alveolar bone resorption and
cementum associated with collagen fibers destruction are important events. It configures as a
serious problem of public health in the world, being an important risk factor for
cardiovascular diseases and to teeth loss in adults. Bacteria and host factors are necessary to
the development of this pathology. The natural products can constitute a new alternative of
treatment, being described to be effective as a natural mouthrinse by our research group. The
objective of the present study was to investigate the mechanisms involved on the effect of gels
based on natural products and its derivatives in the experimental periodontal disease (EPD):
gel elaborated from the essential oil of Alecrim pimenta 0.5% (GAl) (Lippia sidoides),
associated (GAA) or not to the gel of the extract of the Aroeira 5% (GAr) (Myracrodruon
urundeuva); gel elaborated from carvacrol 300ug/g (GCa), associate (GCC) or not to the gel
of Dimeric Chalcones 600ug/g (GCh); comparing its effects with the doxycycline, used as
positive control (GDX). Periodontitis was induced by a nylon thread ligature surgically placed
around the cervix of the second left maxillary molars of male Wistar rats. Animals were
treated with locally applied gels in the gingival region immediately after the EPD induction
three times a day during 11 days. The parameters analysed were alveolar bone loss,
histopathologic and microbiological analysis, myeloperoxidase (MPO); levels of TNF-a and
IL-1B (by ELISA) and body mass variation. GAA and GCC reduced the alveolar bone loss
similar to GDX. Histopatologically, the periodontium of animals treated with GAA and GCC
showed preservation of alveolar bone, cementum and collagen fibers of periodontal ligament
and reduced neutrophilic and mononuclear cell infiltrate. The effect on neutrophilic infiltrate
was confirmed by MPO. There was a significant reduction of TNF-a and IL-1f levels in the
group treated with GAA compared to the vehicle group. All natural gels inhibited the growth
of bacteria involved in periodontitis and were able to increased body mass compared to
vehicle group. These results support clinical trials of these phytochemicals in the treatment of

periodontal disease.

Key words: Essential oil. Lippia sidoides. Dental gel. Myracrodruon urundeuva.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O Periodonto

O periodonto é uma estrutura dindmica, composta por gengiva (G), ligamento
periodontal (Lp), cemento radicular (Ce) e osso alveolar (Oa) (Figura 1). Este conjunto de
elementos € de fundamental importincia para a inser¢do do dente no tecido 6sseo da maxila e
mandibula, mantendo a integridade da superficie da mucosa da cavidade oral. O periodonto
(peri = em torno de, odonto = dente) se subdivide em periodonto de protecdo (gengiva) e de
insercdo (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento) estes sdo mutuamente dependentes,

sendo responsdveis por manter a fungdo e estética dental. (LINDHE, 1999).

A gengiva é o elemento do periodonto que se sobrepde ao osso alveolar e envolve
toda a por¢do cervical do dente. Constitui o tinico dos tecidos periodontais que € diretamente
visivel a inspe¢do sob condicdes normais. O tecido conjuntivo gengival € composto
principalmente por densas redes de fibras coldgenas que funcionam de forma interdependente,
fornecendo firmeza a gengiva e, também, promovendo a insercio desta ao cemento € ao 0SS0

alveolar subjacente (LINDHE, 1999).

2

O ligamento periodontal € constituido de tecido conjuntivo rico em fibras
coldgenas, bastante vascularizado, contendo células, substancia fundamental amorfa, nervos e
ilhas epiteliais. As fibras do ligamento periodontal ligam o cemento radicular ao osso alveolar
e situam-se no estreito espaco entre estes dois, promovendo, assim, a ancoragem do dente. O
coldgeno tipo I representa aproximadamente 80% dos componentes das fibras do ligamento
periodontal. Além destas, existem também fibras eldsticas, as quais estdo incorporadas nas

paredes dos vasos sanguineos arteriais (LINDHE, 1999).

O cemento radicular consiste em um tecido calcificado especializado que recobre a
raiz dos dentes, cuja funcdo é prender as fibras do ligamento periodontal a superficie
radicular. Cerca de 50% do cemento € constituido por material organico, tais como
proteoglicanas, glicoproteinas e coldgenos, sendo que este ultimo a grande maioria. O
cemento ndo contém vasos (sanguineos e linfaticos) nem nervos, contudo, sofre deposicio

continua ao longo da vida (LINDHE, 1999).



14

Figura 1 - Desenho esquemadtico do dente humano e fotomicrografia do periodonto de dente
de rato. G: gengiva; LP: ligamento periodontal; Ce: cemento radicular; Oa: osso alveolar
propriamente dito; Pa: processo alveolar.

O processo alveolar é um tecido mineralizado inervado e vascularizado,
compreendendo a parte da maxila e da mandibula que proporciona suporte para as raizes dos
dentes. Esses processos sdo dependentes da presenga dos dentes e estdo sujeitos a reabsor¢ao

quando a unidade dental € perdida. (LINDHE, 1999).

1.2 Doenca Periodontal

Reconhecida como um dos principais problemas de satde publica no mundo as
doencgas periodontais configuram um importante fator de risco para as doencas
cardiovasculares (JAIN et al., 2003; DEMMER; DESVARIEUX, 2006). Segundo dados do
Ministério da Satide as doencas periodontais apresentam elevada incidéncia e prevaléncia na
populacdo brasileira com destaque especial no Nordeste do Brasil onde apenas 22% dos
adultos e 8% dos idosos apresentam satide periodontal (BRASIL, 2004). Apesar dos avangos
da odontologia atual, a periodontite permanece uma importante causa de perda de dentes em

adultos (PETERSEN, 2005).

A colonizacdo bacteriana das superficies dentais forma a placa dental, esta,
representa uma pelicula que interage com o meio bucal dando inicio a formagdo do biofilme.
A deficiéncia da higiene oral leva a um aumento de microrganismos, ocorrendo mudancas
locais, o que leva ao aparecimento de novas espécies. Além das bactérias, outros
microrganismos podem compor o biofilme, tais como micoplasma, fungos, protozodrios e

virus. (RODRIGUES; NEWMAN, 2002).
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Pessoas periodontalmente sauddveis podem formar placa dental, composta de
aproximadamente 75% de bactérias gram-positivas facultativas. A periodontite estd associada
a uma placa cuja composicdo é caracterizada por bactérias gram-negativas e anaerdbicas
(TANNER; TAUBMAN, 1999; RODRIGUES; NEWMAN, 2002). As bactérias mais
freqiientemente encontradas em pacientes com periodontite sdo anaerébios Gram negativos
pigmentados (GNPA), Fusobacterium nucleatum e Actinomyces sp. (MORENO et al., 1999).
Trabalho do nosso grupo demonstrou que na periodontite experimental em ratos, induzida
pelo mesmo modelo utilizado aqui, foram identificados em 100% dos animais o

Fusobacterium nucleatum e bacilos Gram negativos pigmentados (MENEZES et al., 2005).

Quadrol - As principais bactérias relacionadas com a periodontite (KORNMAN, 2001).

Espécies predominantes associadas a periodontite

Actinobacillus actinomycetemcomitans Fusobacterium nucleatum
Actinomyces naeslundii Peptostreptococcus micros
Bacterdides forsythus Prevotella intermédia
Campylobacter rectus Porphyromonas gingivalis
Eikenella corrodens Selenomonas sputigena
Espécies Eubacterium Streptococcus intermedius

Com o desenvolvimento da microbiota da placa, tanto o aumento a quantidade de
bactérias jd existentes como o aparecimento de novas espécies, levam a alteracdes
inflamatérias comegcam manifestar-se clinicamente, caracterizando a gengivite. Quando o
processo inflamatério progride em direcdo ao ligamento periodontal, ocorrendo perda do osso
alveolar e migragdo apical das fibras do préprio ligamento periodontal com formagdo de
bolsas periodontais, este processo € denominado periodontite (RODRIGUES; NEWMAN,
2002).

O objetivo principal do tratamento periodontal constitui na alteracdo da microbiota
presente nos sitios comprometidos pela doenga, uma vez que a presenga destes pode resultar
na destruicdo progressiva do periodonto (GARRETT et al., 1999). As bactérias sdo agentes
essenciais para a ocorréncia da periodontite, entretanto apenas sua presencga ndo € suficiente.
Sendo necessdrios fatores do hospedeiro para o desenvolvimento e progressao desta patologia

(PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).
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Virios métodos de tratamento periodontal tém sido estudados, a raspagem e
alisamento radicular sdo mecanismos eficazes no combate a doenca periodontal (KALDAHL
et al., 1988). Entretanto, a preocupacdo com a eliminacdo de patégenos tem conduzido
estudos a respeito do uso de antimicrobianos no tratamento da doenca periodontal, uma vez
que bactérias desenvolvem mecanismos que neutralizam a resposta imune do hospedeiro,
dentre os quais podemos citar enzimas e toxinas. Sabe-se que a permanéncia de patégenos e

seus subprodutos nos tecidos bucais do hospedeiro desencadeardo resposta do hospedeiro, a

qual tem o potencial de limitar, assim como agravar a doenca periodontal (GOLUB et al.,

1998).

Periodonto de Sustentagio

~Ligamento Periodontal

Gengiva

45— Gengiva
/4

Ligamento Periodontal

Osso Alveolar

Figura 2 - Desenho Esquemadtico e aspecto clinico mostrando o processo de mobilidade dental
pela perda 6ssea e conseqiiente perda dentdria.

Atualmente, sabe-se que as bactérias sdo agentes essenciais, porém apenas sua
presenca nao € suficiente. Sdo necessdrios fatores provenientes do hospedeiro para o

desenvolvimento e progressdo desta patologia (PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

O evento inicial da resposta do hospedeiro corresponde ao recrutamento e

migracdo de leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) para o local da infeccdo
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periodontal. Os neutréfilos sdo importantes na prote¢do do periodonto contra infeccdes
bacterianas liberando substincias como lisozima, lactoferrina, fosfatase alcalina, hidrolases
dcidas, protefnas catiOnicas e, também, mieloperoxidase (MPQO) capazes de eliminar os
microrganismos (OVER et al., 1993). Contudo, a liberagdo das enzimas lisossomais e de

radicais de oxigénio pode promover destrui¢do tecidual (LIU et al., 2001).

) >
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< imune e L.
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Desafio o . .| conjuntivo e N
» inflamatdria > v
_ ) .| dadoenca
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Figura 3 - Os sinais clinicos e patoldgicos das doengas periodontais definidos pela resposta do
hospedeiro perante o desafio bacteriano (KORNMAN, 2001).

O evento inicial da resposta do hospedeiro corresponde ao recrutamento e
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) para o local da infeccdo
periodontal. Os neutréfilos sdo importantes na prote¢do do periodonto contra infeccdes
bacterianas liberando substincias como lisozima, lactoferrina, fosfatase alcalina, hidrolases
dcidas, protefnas catiOnicas e, também, mieloperoxidase (MPQO) capazes de eliminar os
microrganismos (OVER et al., 1993). Contudo, a liberagdo das enzimas lisossomais e de

radicais de oxigénio pode promover destruicdo tecidual (LIU et al., 2001).

A infiltracdo dos PMN e sua ativacdo nos tecidos inflamados sdo mediadas por
quimiocinas, moléculas de adesdo e citocinas, tais como: IL-8, molécula de adesdo
intercelular-1 (ICAM -1), IL-1 ¢ TNF. Em contrapartida, os neutréfilos ativados podem
produzir mais destes mediadores levando a uma auto-amplificagdo do recrutamento e da
ativacdo dos PMN, perpetuando a resposta inflamatdria e a destruicdo tecidual (LIU et al.,

2001).

Os metabolitos do dcido araquiddnico sdo importantes mediadores inflamatorios e
desempenham papel fundamental na doenga periodontal. Estes metabdlitos incluem uma

variedade de compostos derivados dos dcidos graxos que sdao enzimaticamente produzidos,
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através da ac@o da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase, e liberados em resposta a lesdo
tecidual local. Como exemplo destes metabdlitos, podemos citar prostaglandinas (PG),
prostaciclinas  (PGI,), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e outros 4cidos
hidroxieicosatetraenéico (HETE). Tais compostos t€ém sido considerados os principais
mediadores catabdlicos da doenca periodontal uma vez que sdo potentes estimuladores da
reabsorcdo Ossea, presentes em niveis elevados em individuos com esta patologia

(PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

Em nosso laboratdrio, Bezerra et al. (2000) observaram que a inibi¢do da COX,
promovida por farmacos antiinflamatérios ndo-esteoidais (AINEs), foi capaz de prevenir a
perda Ossea alveolar na doenca periodontal experimental. Posteriormente, também trabalho do
nosso grupo demonstrou o tratamento com um inibidor seletivo de ciclooxigenase-2
(etoricoxib), foi capaz de reduzir a inflamacdo e a reabsor¢do do cemento e osso alveolar,

quando comparado com a indometacina (AZOUBEL et al., 2007).

As citocinas desempenham importante papel na patogénese da doenca periodontal
(GALBRAITH et al., 1997). Sdo proteinas soliveis, que transmitem informagdes de uma
célula a outra através de mecanismos especificos, tendo como um de seus objetivos, eliminar
patégenos promovendo a reparacdo do dano tecidual (GENCO, 1992). Contudo, as citocinas
pré-inflamatérias desencadeiam eventos de sinalizagdo intracelular e comportamentos
celulares catabdlicos através de ligagdes especificas a seus receptores (PAQUETTE;
WILLIAMS, 2000), desempenhando importante papel na génese da doenga periodontal
(GALBRAITH et al., 1997).

As principais citocinas envolvidas na periodontite sdo a IL-1B e TNF-a, as quais
atuam direta e sinergisticamente estimulando a degradacdo da matriz de tecido conjuntivo,
ativacdo dos osteoclastos e a reabsorcdo dssea (LIU et al., 2001). Estas compartilham
propriedades bioldgicas em virtude de estimularem mensageiros intracelulares, por diferentes
mecanismos, ativando a mesma cascata de metabolismo intracelular (KOBAYASHI et al.,

1999).

A IL-1 é uma citocina sintetizada predominantemente pelos macréfagos e
linfécitos, contudo, pode ser produzida por outras células, tais como neutréfilos, fibroblastos,
ceratindcitos e células epiteliais. A IL-1 desempenha um importante papel na patogénese da

doenca periodontal destrutiva (ALEXANDER et al., 1996; KOBAYASHI et al., 1999). Esta
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citocina induz a liberagdo de prostaglandina E, (PGE,) e de metaloproteinases, contribuindo,
assim, para a perpetuacdo da degradacdo do tecido conjuntivo e da reabsorcdo dssea
(EBERSOLE; CAPPELLI, 2000). A IL-1 também promove a ativacdo de linfocitos T,
proliferacdo de linfdcitos B e estimulac@o da produgao de anticorpos, modulacio da funcio da
célula endotelial, o qual inclui a liberagdo de fator estimulador de coldnias granulécito-
macrdéfago (GM-CSF), prostaciclina (PGI,) e sintese do fator ativador de plaquetas (PAF)
(PREISS; MEYLE, 1994). A IL-1 consiste de pelo menos dois subtipos, IL-1a ¢ IL-1J, os
quais tém homologia limitada ao nivel de peptideos e nucleotideos, mas possuem atividade
biolégica comum e, também, ligam-se aos mesmos receptores celulares (KOBAYASHI et al.,

1999).

TNF é uma proteina trimérica, secretada por mondcitos e macréfagos, a qual
desempenha um papel fundamental na doenca periodontal (EBERSOLE; CAPPELLI, 2000).
TNF estd presente tanto no sulco gengival, como também nos tecidos gengivais inflamados.
Este achado sustenta a hipétese de que citocinas como TNF, poderiam representar uma ponte
entre o processo inflamatorio e a destruicio tecidual (ROSSOMANDO; WHITE, 1993). Para
tal, mostrou-se que TNF induz a reabsor¢do da cartilagem e do osso, através da secrecdo de
colagenase pelos fibroblastos (SANDROS et al., 2000). Recentemente nosso laboratério
demonstrou a importancia do TNF na doenca periodontal experimental, através de estudos
com inibidores da sintese de TNF (clorpromazina, pentoxifilina e talidomida), mostrando que
estes reduziram de forma significativa o indice de perda Ossea, as alteragdes histoldgicas e a
leucocitose 11 dias apds a inducdo da doenga (LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2004).
Experimentos in vitro mostraram que esta citocina também € capaz de modular a fungdo dos
leucocitos polimorfonucleares (MEYLE, 1993). Contudo, Fredriksson et al. (2002)
encontraram uma menor liberagdo in vitro de TNF por neutrdfilos periféricos em pacientes
com periodontite em comparacdo a pacientes saudaveis, sem a doenga. Rossomando et al.
(1990) também mostraram existir uma relagdo inversa entre a presenca da inflamacédo

gengival e TNF.

O ¢6xido nitrico (NO), outro mediador inflamatério, também aparece na cascata
inflamatéria que ocorre na doenca periodontal. O NO é um radical livre com importantes
funcdes fisiolégicas em baixa concentragdo. Contudo, em resposta a citocinas inflamatorias,
sdo sintetizadas altas concentragdes de NO, as quais sdo citotoxicas para bactérias, fungos,

protozodrios e células tumorais. Essas altas concentracdes de NO também produzem efeitos
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prejudiciais ao proprio hospedeiro, tais como dano ao DNA, peroxidag¢do lipidica, dano
protéico e estimulacdo da liberagdo de citocinas inflamatérias (PAQUETTE; WILLIAMS,
2000). Também em nosso laboratério, foi demonstrada a participacdo do NO na doenga
periodontal experimental (DPE) em ratos e que, no entanto, gel contendo NO em maiores
concentracdes era capaz de inibir a reabsorcdo 6ssea induzida pela DPE (LEITAO, 2002;
LEITAO et al., 2005). A determinacdo da presenca de produtos inflamatérios no fluido
gengival € de grande valia na avaliacdo do estado da doenca periodontal e, com isso, do

resultado esperado ap0s a terapia (ALEXANDER et al., 1996).

Durante o processo inflamatério citocinas como a IL-1b ativam enzimas como as
metaloproteinases de matriz (NAKAYA et al., 2000). As metaloproteinases de matriz (MMP)
constituem uma familia de enzimas proteoliticas, as quais promovem a degradacdo de
macromoléculas que compdem a matriz extracelular, incluindo coldgeno, fibronectina,
laminina e proteoglicanos. O coldgeno constitui a proteina estrutural bdsica de todos os
tecidos periodontais, compreendendo cerca de 60% das proteinas da gengiva e do ligamento
periodontal e mais de 90% da matriz orginica do osso alveolar. A liberacdo de osteocalcina e
citocinas promove a migracdo dos osteoclastos, células responsaveis pela reabsor¢do dssea

(GOLUB et al., 1985).

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima que se encontra presente nos granulos
azurofilicos dos neutréfilos é considerada uma enzima antibacteriana (BRADLEY et al.,
1982) e pode ser considerado um indicador do acimulo de neutréfilos no tecido. Menezes et
al. (2005) demonstraram que a inducdo da DPE em ratos induzia aumento da atividade de
MPO no tecido gengival do animal na sexta hora apds a passagem do fio. Dados da literatura
também mostram que a atividade da MPO € significativamente menor apds terapia

periodontal ou em pacientes sem comprometimento destes tecidos (CAO; SMITH, 1989).

1.3 Antimicrobianos na Terapia Periodontal

Medidas de higiene oral baseada em produtos naturais sdo praticadas por
populacdes e culturas diferentes em torno do mundo desde a antiguidade (PAI et al., 2004).
Segundo a OMS, 80% da populacio mundial, usam a medicina popular, principalmente
através do uso de plantas medicinais, para suprir as necessidades de assisténcia médica

priméria (ELIZABETSKY, 1999). No interior do Ceard populacdes utilizam cigarros feitos
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com folhas de alecrim-pimenta para aliviar a dor de dente (BOTELHO, 2005). A remocio
mecanica regular do biofilme dental é a medida primdria para prevenir a progressdo da doenga
periodontal, consistindo na remog¢do também de calculo, cemento contaminado e tecido de

granulacdo, fatores que determinam a doenca periodontal (LINDHE, 1999).

A terapia mecanica periodontal reduz a quantidade de bactérias supra e
subgengivais nos sitios comprometidos, entretanto, estudos demonstram que a completa
remocdo do biofilme e de depdsitos de calculo subgengivais € dificil e que depdsitos residuais
sdo freqiientes, principalmente em sitios profundos (CAFFESSE et al., 1986). Alguns
patégenos permanecem nos sitios tratados devido a sua habilidade de invadir os tecidos
periodontais (CHRISTERSSON et al., 1987). Estes achados tém suportado o uso de agentes
antimicrobianos, tanto locais quanto sistémicos, na terapia periodontal, associado a
instrumentacdo mecanica, podendo suprimir ou reduzir significativamente sua quantidade

promovendo beneficios adicionais a terapia mecanica convencional (RAMS; SLOTS, 1996).

Seqiielas psico-sociais da doenca

Figura 4 - Uma paciente com apenas 35 anos de idade com aparéncia estética prejudicada pela
perda precoce de dentes e osso alveolar, devido a doenga periodontal

A terapia mecanica periodontal reduz a quantidade de bactérias supra e
subgengivais nos sitios comprometidos, entretanto, estudos demonstram que a completa
remocdo do biofilme e de depdsitos de calculo subgengivais € dificil e que depdsitos residuais
sdo freqiientes, principalmente em sitios profundos (CAFFESSE et al,, 1986). Alguns
patégenos permanecem nos sitios tratados devido a sua habilidade de invadir os tecidos

periodontais (CHRISTERSSON et al., 1987). Estes achados t&ém suportado o uso de agentes
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antimicrobianos, tanto locais quanto sistémicos, na terapia periodontal, associado a
instrumentagdo mecanica, podendo suprimir ou reduzir significativamente sua quantidade

promovendo beneficios adicionais a terapia mecanica convencional (RAMS; SLOTS, 1996).

Figura 5 - Os sinais clinicos e patolégicos das doencas periodontais

O uso de antibidticos sist€micos pode ser usado como forma de terapia adjunta a
raspagem e alisamento radicular, especialmente em casos de recidivas. Entretanto, algumas
desvantagens sdo observadas na sua utilizacdo (SLOTS; RAMS, 1990). A via local de
aplicacdo permite o alcance de concentragdes subgengivais de drogas antimicrobianas até 100
vezes maiores do que a atingida com drogas via sist€émica (STOLLER et al., 1998) permite
ainda a utiliza¢do de antimicrobianos que ndo podem ser utilizados sistemicamente. Assim, o
interesse pelo conhecimento e avaliacdo da efetividade de drogas locais vem conduzindo
estudos envolvendo diferentes dispositivos de aplicacdo e agentes antimicrobianos. Um
sistema de liberacdo local deve liberar a droga na base da bolsa periodontal em concentragcdes
microbiologicamente efetivas; e manter uma concentracdo efetiva da droga no interior da

bolsa periodontal por um periodo de tempo suficiente (GOODSON et al., 1985).

As substancias antimicrobianas locais t€m sido preconizadas no tratamento da
doencga periodontal com o intuito de combater os efeitos indesejaveis dos agentes sist€micos e
promover acdo antibacteriana nos sitios comprometidos pela doenga. Foram inicialmente
utilizadas como irrigantes subgengivais, aplicadas tanto pelo profissional como pelo préprio
paciente. A clorexidina foi uma das substincias estudadas em geral, os irrigantes locais nao
tém demonstrado beneficios adicionais a terapia mecanica convencional. Este fato pode ser

atribuido a incapacidade destes agentes em manter concentragdes efetivas da droga no local
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de acdo por tempo suficiente atribuida a constante renovacdo do fluido crevicular
(WENNSTROM et al., 1987). Pesquisas recentes mostram que em uma bolsa periodontal de 5
mm de profundidade, a troca de fluido crevicular é feita cerca de 40 vezes por hora. Estes
autores estimaram que a meia vida de um agente farmacoldgico no sulco gengival é de
aproximadamente 1 minuto (GOODSON et al., 1989). Assim, um importante fator a ser
considerado no tratamento com drogas locais € o tempo de contato da droga com a microbiota
subgengival para atividade efetiva de uma droga aplicada localmente, é necessdrio um sistema
de liberacdo lenta, o que proporcionando concentracdes para a inativagdo de patdgenos

periodontais.

Os primeiros estudos que avaliaram a efetividade da tetraciclina em dispositivo de
liberag@o local foram conduzidos por Goodson et al. (1979) utilizando fibras preenchidas com
tetraciclina aplicadas subgengivalmente, e verificaram efeitos sobre a microbiota subgengival
e sinais clinicos da doenga com uma dose 1/1000 da dose sist€émica usual. Posteriormente em
outro estudo foi observada uma maior redugdo na contagem de espiroquetas e bastonetes

quando comparado ao grupo controle em um periodo de 10 dias (GOODSON et al., 1985).

Estudos prévios confirmaram a efetividade do sistema de liberagdo controlada
através da reducdo dos niveis de sangramento a sondagem, profundidade de sondagem e
ganhos em inser¢do clinica maior do que os obtidos no grupo de raspagem e alisamento
radicular (GOODSON et al., 1991; NEWMAN et al., 1994). A minociclina tem apresentado
resultados satisfatérios como dispositivo de liberag@o sustentada, sob forma de gel e de micro
esferas. Os estudos demonstraram a diminui¢do do nimero de bactérias e mudancas clinicas

favordveis e composi¢ado bacteriana subgengival ISOSHIMA et al., 1987).

Patégenos periodontais apresentam susceptibilidade a concentracdes de 0,1 a 2.0
pug/mL de doxiciclina Para que a droga local exerca sua acdo, € necessdria uma concentracio
inibitéria minima e que esta se mantenha por um periodo adequado no sitio de acdo (SLOTS;

RAMS, 1990).

Stoller et al. (1998), estudaram as concentracdes encontradas no fluido crevicular,
apo6s aplicacdo local de doxiciclina a 8,5%. Os autores encontraram uma concentragio de
1493pg/mL (700 vezes maior que a concentragdo inibitéria minima) no fluido crevicular em 2

horas. Esta concentracdo permanecia alta (acima de 1000ug/mL) apds 18 horas, e caia para
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309ug/mL ao sétimo dia, sendo esta ultima concentracdo ainda 150 vezes maior que a

concentragdo inibitéria minima.

Em um estudo com aplicagdo local de tetraciclina, Goodson et al. (1985),
demonstraram que 85% dos sitios tratados apresentavam contagem de menos de 10.000
espiroquetas, o que é considerado similar a zero. Estes resultados se mantiveram por nove
meses. Apesar de 12 % de a microbiota normal apresentar, resisténcia as tetraciclinas
(LACROIX; WALKER, 1995), a terapia local reduz significativamente os niveis de bactérias
subgengivais anaerébias proporcionando aumentos transitérios na propor¢cdo de
microorganismos resistentes, porém ndo em ndmero total de microorganismos (WALKER et
al., 2000). A maior parte dos estudos com doxiciclina tem revelado atividade anti-proteinases,

e anti-colagenases deste medicamento (GRENIER et al., 2002).

O primeiro estudo que demonstrou a efetividade e biocompatibilidade do
dispositivo de aplicagdo local de doxiciclina foi o estudo em animais. Os pesquisadores
avaliaram o efeito do gel contendo hiclato de doxiciclina a 8,5%, como terapia isolada, em
periodontite experimental em cées. Como resultados, encontraram redugdes médias de 2.5
mm para profundidade de sondagem e 2 mm em ganho de inser¢do clinica ao final de 4 meses
de avaliacdo. Este estudo foi o precursor para os estudos clinicos (POLSON et al., 1997). Em
um estudo clinico com aplicacgio local do gel de doxiciclina pesquisadores, mostraram ser este
procedimento um importante apoio para o tratamento de fumantes quanto a profundidade de

sondagem e nivel de insercdo clinica (MACHION et al., 2006).

De acordo com Genco (1981) o antibidtico metronidazol mostrou-se efetivo contra
anaerobios, mas ndo demonstrou efeito contra bactérias facultativas, tais como Eikenella
corrodens, Actinomyces, Actinobacillus actinomycetemcomitans e espécie Capnocytophaga.
Através do uso local do gel de doxiciclina, a terapia de aplicagdo local parece ser um recurso
vidvel para o tratamento de pacientes periodontalmente comprometidos, uma vez que estes
respondem de maneira desfavordvel a terapia mecénica convencional (KALDAHL et al.,

1988).
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1.4 Aroeira do Sertao (Myracrodruon urundeuva Fr. All)

A medicina popular no Nordeste do Brasil, mais especificamente no Estado do
Ceard, utiliza-se da entrecasca da Aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All)
(Figura 6), sob a forma de extratos aquosos, hidroalcodlico ou apenas de cocgdo da casca,
como antiinflamatério para vdrias afecgdes principalmente ginecoldgicas, e mais
recentemente orais. (MENEZES et al., 1985; MENEZES, 1986; MENEZES; RAO, 1988). A
aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) é uma arvore da familia Anacardiaceae,
arvore de tronco alto, podendo chegar a ter mais de 1 m de didmetro, larga copa, formada de
ramos flacidos. Estes, quando novos, séo revestidos de pé€los. Madeira de cerne roxo-escuro,

sendo muito dura, € dificil de ser lavrada.

Figura 6 - A arvore da Aroeira do Sertdo

E utilizada para construcdo civil, esteios, dormentes, vigamentos, postes, obras
hidraulicas, quase imputresciveis ao contato do solo. A casca é balsdmica e hemostatica,
usada entre os sertanejos, como tonico e contra as doencas das vias respiratdrias, do aparelho
urindrio, nas hemoptises e metrorragias. Cresce em sopés e quebradas das serras e nos

tabuleiros vindo daf a denominacao de aroeira do sertdo (MATOS, 2000).

O interesse pelo estudo da aroeira levou a realizagdo de pesquisas com vistas a
comprovagdo de sua eficicia terapéutica. Assim, os extratos hidroalcodlico e aquoso da
entrecasca da aroeira-do-sertdo foram paralelamente submetidos a estudos quimicos e
farmacoldégicos pré-clinicos e clinicos tendo mostrado evidentes efeitos antiinflamatdrios,

cicatrizantes, antiulcerogénicos, anti-histaminicos, antibradicininas e analgésicos, aliados a
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auséncia de efeitos téxicos e teratogénicos, nas doses utilizadas (RAO et al., 1987;

BANDEIRA, 1993; VIANA et al., 1997; 2003).

Menezes (1986) estudou as propriedades farmacoldgicas da entrecasca da aroeira,
sua toxidade e seu potencial anti-inflamatdrio e antiulcerogénico, numa série de modelos
experimentais. Observou-se que o extrato hidroalcodlico da entrecasca da aroeira apresentava
potente atividade antiinflamatéria em modelos de inflamacdo aguda e subaguda.
Apresentando ainda potente acdo antiulcerogénica em modelos experimentais de ulcera por

histamina e nas tlceras de Shay em ratos.

Recentemente, duas fracdes foram isoladas da entrecasca da aroeira-do-sertio
por meio de fracionamento quimico: uma fracdo rica em tanino e outra rica em chalconas
diméricas (VIANA et al., 1997, 2003). O fracionamento cromatografico do extrato resultou na
separacdo de sete fracOes tteis, das quais, duas, codificadas como F(8-13) e F(18),
apresentaram atividade antiinflamatdria. A andlise da primeira permitiu concluir tratar-se de
uma mistura com predominancia de duas substincias de natureza chalconica. A segunda
mostrou-se constituida predominantemente de taninos catéquicos. (VIANA et al., 1997).

(Figura 9).

Rao et al. (1987) estudaram os efeitos do extrato aquoso da entrecasca da aroeira
sobre ulceras, induzidas em ratos por 4cido acetilsalicilico e histamina, e observaram que o

extrato inibiu significantemente a inducio das lesdes gastricas.

Bandeira (1993) fez estudo quimico com monitorizagdo farmacoldgica da
entrecasca da aroeira-do-sertdo. Para isso, realizou o fracionamento do extrato acetato de etila,
também com ac¢do antiinflamatéria comprovada, que forneceu duas fragdes com atividade
antiinflamatdria, F(8-13) e F(18). Da fracdo F(8-13) foram isoladas e identificadas duas

chalconas inéditas, denominadas urundeuvina A B e C (Figura 9).

Rodrigues (1999) estudou o efeito antiinflamatério e antiulcerogénico do extrato
aquoso da aroeira-do-sertdo na colite difusa experimental em ratos e verificou que o extrato

teve agdo terap€utica na colite.

Albuquerque (2003) estudou o efeito das chalconas na conjuntivite alérgica

induzida por ovalbumina em cobaias, analisando os efeitos clinicos, morfoldgicos e
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morfométricos. O estudo concluiu que as chalconas t&m efeito terapéutico na conjuntivite
induzida por ovalbumina em cobaias. Tendo em vista que o tecido da conjuntiva ocular é
nobre e ndo houve lesdes ao tecido ou processos alérgicos com o uso da aroeira na sua forma
fracionada, a chalcona, e que os anti-sépticos a base de dcidos carbdlicos causam danos aos
tecidos. O extrato aquoso da aroeira-do-sertdo em uma concentragdo de 10% apresentou
atividade cicatrizante na colite induzida por acido acético, melhorando a resisténcia a tensio
(CAVALCANTE et al., 2005; GOES et al., 2005). O uso das chalconas foi pesquisado em
fraturas expostas em ratos ndo apresentando efeito na consolidacdo da fratura, porém se
mostrou benéfica na cicatrizacdo da ferida provavelmente devido aos possiveis efeitos anti-
séptico e cicatrizante (MOTA, 2006). O gel de aroeira do sertdo se mostrou eficaz no controle
e tratamento da mucosite oral induzida em hamsters, no entanto como agente inibidor da

destrui¢@o do coldgeno nos tecidos periodontais ainda ndo foi estudado (SANT'ANA, 2006).

Menezes (1986) e Viana et al. (1995) estudaram o efeito do extrato hidroalcodlico
da entrecasca da aroeira-do-sertdo na degranulacdo dos mastdcitos. O estudo concluiu uma
reducdo na degranulacdo dos mastdcitos nos animais tratados com o extrato em comparagao
ao controle. Os resultados sugerem que as propriedades de estabilizacdo da membrana celular,
anti-histaminica e antibradicinina, poderiam estar envolvidas na medi¢do da acdo
antiinflamatdria da aroeira-do-sertdo. Alguns fitoterdpicos que normalmente sdo usados em
patologias nfo infecciosas tém mostrado alguma atividade antimicrobiana in vitro.
Recentemente foi demonstrado que entre estas drogas, encontram-se o extrato da aroeira
(VIANA et al., 2003). De acordo com estudos conduzidos por Amorim e Santos (2003) os
autores citados o gel vaginal de aroeira da praia foi capaz de inibir o crescimento de bactérias
relacionadas com a vaginose bacteriana. Além disso, este fitoterdpico como também outros,
parecem ser bioativos, tanto in vivo como in vitro, contra 0 microrganismo anaerébio

Gardnerella vaginalis.

1.5 Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham)

O género Lippia (Verbenaceae) tem fornecido um grande niimero de espécies que
sao usadas freqiientemente na medicina brasileira. A Lippia sidoides ¢ um arbusto, encontrado
no semi-arido sertdo nordestino, principalmente nos estados do Ceard e Rio Grande do Norte.
A ocorréncia comum ¢ na caatinga entre Mossord (RN) e Tabuleiro do Norte - Ce (Figura 7).

O arbusto € conhecido vulgarmente como "alecrim-pimenta" ou "estrepa cavalo”. O alecrim
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pimenta é uma planta aromética, de uso medicinal popular. O dleo essencial de Lippia
sidoides (OELS) € rico em timol e carvacrol, apresentando propriedade bactericida e
fungicida. Em virtude destas, este vegetal € cultivado em hortos de plantas medicinais e faz
parte do elenco de plantas selecionadas pelo Governo do Estado, como fitoterdpico. Muito
utilizada na medicina popular como anti-séptico geral o alecrim (L. sidoides Cham), é uma
planta de uso tdpico indicado na pele, boca, nariz e garganta, infeccdes intestinal e como
vermifugo, principalmente contra Platelmintos. Atualmente o extrato hidroetandlico do
alecrim pimenta é usado em diversas prefeituras do interior do estado para os mais diversos
fins (MATOS, 2000). Isto respaldado por resultados obtidos de vérios ensaios farmacoldgicos
que vieram validar cientificamente seu uso como agente antimicrobiano. O uso do mesmo
ainda ndo ocasionou nenhum efeito colateral ou mesmo de irritagdes ou processos de
hipersensibilidade em uma concentragdo de 1% de acordo com os estudos de toxicidade e
alergenicidade conduzidos por (MENDONCA et al, 1989), sendo confirmado por
(FONTENELLE et al., 2007) demonstrado outras atividades antimicrobiana contra fungos e
ainda recentemente se mostrando como um excelente anti-oxidante bem como gastroprotetor

(MONTEIRO et al., 2006).

Lemos et al. (1990) através do estudo fitoquimico das partes aéreas de L. sidoides,
levou ao isolamento de vdarios constituintes quimicos pertencentes a diferentes classes de
compostos quimicos sendo os majoritarios o timol e carvacrol. Costa et al. (2001) isolaram
do extrato hidroetandlico seis quinonas, quatro flavondides, dentre os flavondides isolados a
quercitina foi avaliada no modelo experimental de doenga periodontal em ratos Wistar
mostrando uma significante redu¢do na perda 6ssea alveolar quando administrado por via
intra peritoneal (TEIXEIRA, 2002). O Timol e Carvacrol sdo componentes de diversos 6leos
essenciais e foi demonstrado exercerem uma forte atividade antimicrobiana. As exigéncias
estruturais para a atividade do carvacrol foram determinadas pela compara¢do com compostos
estruturais relacionados do Oleo, recentemente foi possivel demonstrar que o carvacrol
apresenta uma atividade antimicrobiana contra bactérias cariogénicas e Candida albicans
maior quando comparado ao timol e ao dleo essencial (VELDHUIZEN et al., 2006;
BOTELHO et al., 2007a). Atualmente na Faculdade de Farmacia — UFC foi desenvolvido um
anti-séptico bucal a base do 6leo essencial da Lippia sidoides (alecrim-pimenta) elaborado
pelo setor de Farmacotécnica com o objetivo de validar seu uso em programas alternativos na
prevencao da cdrie dental (BOTELHO; SOARES, 1994; BOTELHO, 2005). O enxagiiatério

bucal apresenta excelentes propriedades anti-cariogénicas, efetivo contra os principais
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sorotipos de estreptococos acidogénicos responsaveis pelo inicio do processo de cdrie dental e
de gengivite (BOTELHO, 2005). Estudos recentes indicam um poder inseticida contra o
mosquito transmissor da dengue e que o mesmo possa ajudar no combate ao dengue e ao mal

de Chagas (CAVALCANTE, 2003).

Alecrim pimenta (Lippia sidoides)

Planta Tipica da Regifio Nordeste

Lemos TLG
Antimicrobial Activity of Essential Oil af Brazilian Plants
Phytother Res 1990

Figura 7 - O Alecrim-pimenta

A partir da primeira investigacdo in vitro contra bactérias orais, o 6leo essencial se
mostrou efetivo na inibicdo do crescimento das principais bactérias cariogénicas (BOTELHO,
1994). Sendo rico em timol e carvacrol, o 6leo essencial de alecrim-pimenta € um dos
melhores anti-sépticos naturais. Na inddstria farmacéutica, por exemplo, o 6leo é utilizado em
remédios destinados a combater pano branco, caspa, espinha, sarna, impingem, ferimentos,
mau cheiro nos pés e axilas (LACOSTE et al., 1996). Um estudo realizado em uma favela
tipica de Fortaleza, no bairro do Serviluz, indicou que o anti-séptico bucal sem adi¢do de
dlcool na sua composicdo € altamente eficaz na reducdo da placa bacteriana e sangramento
gengival. A reducdo de gengivite bacteriana e placa dental foram da ordem de 69% em
comparagdo com o padrido ouro a clorexidina que obteve uma reducio da ordem de 72%,
entretanto ndo apresentando diferencas estatisticamente significante (BOTELHO et al.,
2007b), o anti-séptico desenvolvido ndo mostrou efeitos colaterais considerdveis e foi muito

bem aceito pela comunidade.
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Em um estudo com animais da raca pastor alemido Girdo et al. (2003)
demonstraram um potente efeito inibidor deste anti-séptico bucal na prevencdo da gengivite
nestes animais. Outros pesquisadores demonstraram a atividade antinflamatéria do dleo
essencial em modelos experimentais (MONTEIRO et al., 2006), enquanto que outro estudo
avaliou o 6leo essencial como proposta de terapia alternativa no controle do biofilm de
Enterococcus feacalys, bactérias mutirressistentes que freqiientemente sdo relatadas como
causadoras de infec¢Oes persistentes no tratamento de canal dentdrio (CARVALHO et al.,
2007). E provavel que esse efeito inseticida também funcione contra os patdégenos orais que
causam a cdrie e doengas periodontais bem como contra fungos do trato génito urindrio

feminino a exemplo do gel de aroeira.

Os principais componentes do 6leo essencial do alecrim pimenta estdo descritos
abaixo eles representam um total de aproximadamente 70% do 6leo investigado neste estudo.

(Figura 8).

E provivel que esse o mecanismo de acio pelo quais os componentes do Gleo
essencial apresentam sejam em decorréncia devido a formagdo de uma lesdo na membrana
citoplasmatica com énfase na sua porcao de 4cidos graxos (VELDHUIZEN et al., 2006) e na
membrana lipidica, com uma reducgdo considerdavel do indice do ergosterol. (PINTO et al.,

2006).

O mecanismo de acdo antimicrobiana do 6leo Lippia sidoides ndo foi relatado em
detalhe. Desde que os compostos antimicrobianos ativos no 6leo essencial sdao de natureza
fendlica, muitos estudos direcionam o mecanismo de acdo com relagdo a seus efeitos nas
membranas celulares, alterando sua funcdo e estrutura, aumentando sua permeabilidade
causando o inchamento no interior da célula microbiana. (RADONIC; MILOS, 2003). A
atividade anticolinesterdsica também ja foi bastante estudada e bem esclarecida sendo
merecedor de destaque o efeito inibitério da acetilcolinesterase (AChE) exercido pelo
carvacrol foi 10 vezes maior do que aquele exercido pelo seu isomero timol (JUKIC et al.,

2006).
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos compostos isolados do 6leo essencial de Lippia sidoides:
A) Timol e B) Carvacrol.

Foi demonstrado recentemente que o carvacrol apresenta propriedades
anticarcinogénica, antiproliferativa and anti-agregacio plaquetidria (KARKABOUNAS et al.,
2006). Pesquisas recentes demonstraram ser o carvacrol um inibidor de HNE (Human
Neutrophil Elastase) e poderia ser considerado como um agente natural antielastase e um
candidato possivel para fitoterapia no tratamento dos casos patoldgicos tais como as doengas
inflamatorias cronicas como a doencga pulmonar obstrutiva cronica e o enfisema. (KACEM et

al., 2006)

Virios trabalhos mostram a versatilidade de uso de compostos fendlicos como o
timol e o carvacrol na sua atividade antimicrobiana. O carvacrol se mostrou eficaz inibir em
todas as concentragdes quatro linhagens de Listeria monocytogenes assim como as cepas de
E. coli em superficies de contato do alimento, especulando a possibilidade de compostos
provenientes de dleos essenciais poderem oferecer novos meios para controlar o crescimento
de microorganismos ndo apenas no ser humano como em alimentos (PEREZ-CONESA et al.,
2006). O recente estudo indica que o caravacrol proveniente do dleo essencial do Thymus
pulegioides apresenta atividade antifingica consideravel contra Candida albicans, Aspergillus
e linhagens de fungos dermatéfitos (PINTO et al., 2006). Em outro estudo foi possivel
demonstrar que o carvacrol foi efetivo na diminuicdo significante de fungos e bactérias em

hospitais (SATO et al., 2006).

1.6 Doxiciclina

Derivado da tetraciclina, a doxiciclina, apresenta vantagens em relacdo a outros

N

antibidticos como agdo efetiva contra anaerdbios associados a doenca periodontal

(LISTGARTEN et al., 1978); substantividade as superficies de dentina e cemento (Baker et
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al., 1983), sendo liberada, ap6s sua absor¢do, em concentragdes bacteriostiticas
(CHRISTERSSON et al., 1993); dificultando a aderéncia da pelicula adquirida e a
conseqiiente formacdo do biofilme subgengival (BIORVATN et al., 1985).

Aplicada sob forma sist€émica em baixas concentragdes, possui propriedades ndo-
antibacterianas, porém apresenta capacidade de inibir metaloproteinases em tecido gengival
humano inflamado (GOLUB et al., 1994). Associada ao tratamento mecanico convencional
apresenta vantagens no tratamento clinico onde demonstra efetividade na reducdo dos
parametros clinicos e inibicdo da atividade colagenolitica (CROUT et al., 1996). No modelo
experimental tal fato também foi demonstrado por Bezerra et al. (2002). A doenga periodontal
tem respondido bem a terapia antimicrobiana, a razdo para o uso destes compostos é o fato de
que os microrganismos que representam os agentes causais t€m sido susceptiveis quando do

seu uso (GENCO, 1981).

A aplicacdo local antimicrobianos em sitios comprometidos tem apresentado
resultados satisfatérios (STOLLER et al., 1998). A substincia permanece em a¢do no local
por maior tempo, em maiores concentragdes, € a probabilidade de ocorréncia de efeitos
colaterais, freqiientemente associados com a medicagdo sist€mica, diminui (GOLUB et al.,
1994; VAN STEENBERGHE et al., 1999). Este antimicrobiano € utilizado na forma de gel, o
qual mantém a droga no sitio de acdo em quantidade acima da concentragdo inibitéria
minima (MICy) para inibi¢do de patégenos periodontais (STOLLER et al., 1998). Estudos
recentes t€m indicado a utilizacdo local deste gel antimicrobiano como forma definitiva de
tratamento, eliminando o procedimento de raspagem e alisamento radicular, e apresentando
resultados efetivos no combate a doenga periodontal (POLSON et al., 1997; GARRETT et al.,
1999).
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2 JUSTIFICATIVA

As medicagdes de uso topico podem ser de grande valor na terapia periodontal
especialmente nos casos nos quais a tratamento mecénico sozinho néo foi satisfatério. Varios
beneficios t€m sido associados a estas, tais como redugdo da profundidade de sondagem,
recuperacdo do ligamento periodontal, redug¢do dos patégenos periodontais e diminui¢do da
necessidade de cirurgia periodontal (CIANCIO, 1992; POLSON et al., 1997; MACHION et
al., 2006).

Estudos prévios mostram que o extrato da aroeira e 6leo essencial de alecrim
apresentam vdrias aplicagdes no tratamento de afec¢des inflamatdrias e bacterianas (VIANA
et al., 1997; 2003; RODRIGUES et al., 1999; GOES et al., 2005; BOTELHO; SOARES,
1994; TEIXEIRA, 2002; GIRAO et al., 2003; BOTELHO, 2005; BOTELHO et al., 2007a,
2007b, 2007c, 2007d). Porém, o efeito do tratamento topico com estes produtos naturais bem
como de seus derivados na doenca periodontal experimental ainda ndo havia sido
demonstrado. Adicionalmente, os mecanismos pelos quais estes fitoterapicos e seus derivados

atuam nesta doenca ainda ndo estavam esclarecidos.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estudar os mecanismos envolvidos na
acdo local do gel de alecrim + aroeira e de seus principios ativos isolados, no modelo de
periodontite experimental em ratos, desenvolvido por vérios autores (CRAWFORD et al.,
1978; SALLAY et al., 1992; SAMEJIMA et al., 1990; KOIDE et al., 1995) e modificado no
Laboratdrio de Farmacologia da Inflamacio e do Cancer — LAFICA (BEZERRA et al., 2000;
LIMA et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o efeito da aplicacdo local dos géis de alecrim pimenta, aroeira e seus
principios ativos isolados no modelo de periodontite experimental em ratos e estudar o

mecanismo de acdo destas substincias.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a atividade antimicrobiana do dleo essencial do Alecrim pimenta
(L.sidoides), e seus principios ativos: timol e carvacrol in vitro em difusdo em Agar;
Concentracdo minima inibitéria (MIC) e concentracdo bactericida minima (MBC)
contra Estreptococos cariogénicos e concentracdo fungicida minima (MFC) contra C.

albicans;

e Determinar o efeito dos géis de alecrim pimenta e aroeira e de seus principios ativos
isolados, no indice de perda dssea, na andlise histopatoldgica, massa corporea,
atividade de mieloperoxidase, niveis de citocinas e andlise microbioldgica no modelo

de periodontite experimental em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais

Durante o curso dos experimentos, foram utilizados diversos aparelhos e

instrumentos, os quais sdo citados a seguir:

¢ Balanca digital eletronica para pesagem dos animais - Filizola;
¢ Balanga analitica (Analytical Standard - Ohaus®;

¢ Centrifuga (Centrifuge 5804R — Eppendorf);

 Citocentrifuga Cito-Ciclo (Revan®);

¢ Cuba de ultra-som (Thornton);

¢ Escala de McFarland (Probac);

¢ Espectrofotometro (Spectronic®20 Genesys);

¢ Estufa bacterioldgica 37°C;

¢ Fio de ndilon para sutura - 3.0;

e Geladeira e freezer (-70°C);

o Instrumental cirdrgico (pingas, bisturis, tesouras, agulhas, etc.)
e Jarra de anaerobiose (Oxoid);

¢ Micropipetas automaticas;

¢ Microscépio Optico binocular;

¢ Micrétomo (Olympus);

o Milli-Q (Millipore);

e Ultra Turrax T8.10 (IKA Labortechnik);

e Vortex.

4.1.1 Meios de Cultura

e BHI - Brain Heart Infusion (Agar) — DIFCO Suplementado com 5% de sangue desfibrinado
de carneiro e com hemina/menadione;

e Miiller Hinton (Agar) — DIFCO;

e BHI - Brain Heart Infusion — DIFCO - Caldo Suplementado;

¢ Sauboraud- DIFCO.
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4.1.2 Drogas, Solugdes, Liquidos e Corantes Utilizados

e Gel de Alecrim e Aroeira;

¢ Gel de Carvacrol e Chalconas;

e Gel de Doxiciclina: (Pfizer; Germany);

e Albumina bovina 1% w/v;

e Acido nitrico 7% vi/v;

o Agua destilada;

e Alcool etilico 70% v/v:

e Cloral hidratado 10%;

e Complexo Strepto-avidina peroxidase (SAP);

¢ Complexo DAB;

¢ Diidrocloreto de O-dianisidina;

e FEter sulfurico;

e Formaldeido 40% v/v;

e Peroxido de hidrogénio 1% v/v;

e PBS;

e o-fenilenediamina diidrocloreto — dissolvido no tampao substrato descrito no protocolo de
ELISA;

e Tampao de brometo de hexadecil-metil-amonio (HTAB);

e Tampao fosfato de potéssio;

e Tampao citrato;

e Tween 80;

e Soro fisiologico 0,9% (NaCl 0,15M);

e Soro normal de carneiro;

e Sulfato de sédio 5% w/v;

e Xilol;

e Azul de metileno 1% w/v;

e Acido fosfotungstico;

e Fosina;

¢ Fucsina acida;

¢ Hematoxilina;

¢ Hematoxilina de Harris;

e Orange G.
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4.2 Plantas Medicinais

Inicialmente, o comité de ética em pesquisa da Uuniversidade Federal de Ceara (#
551/04; # 228/06) autorizou a colecdo das plantas como segue: as folhas de L.sidoides foram
coletadas em agosto 2005 no Horto de plantas medicinais prof. Francisco José Abreu Matos.
A entrecasca da aroeira (Myracrodruon urundeuva) foi coletada nos arredores da cidade de
Fortaleza. Os comprovantes dos espécimes de nimeros 25.149 e 14.999, respectivamente,
estdo depositados no Herbdrio Prisco Bezerra, através da autenticacdo por botdnicos do

Departamento de Biologia - Universidade Federal do Cear4.

4.2.1 A cromatografia gasosa do 6leo essencial de Lippia sidoides

O oleo essencial da Lippia sidoides foi obtido através da hidro-destilacdo das
folhas frescas (300 g) usando um instrumento de vidro tipo Clevenger (CRAVEIRO et al.,
1976) por 2 horas. O dleo foi secado sobre o sulfato de sédio anidro, rendendo 1.0 %. Apds a
extracdo, o volume do dleo essencial foi acondicionado em recipientes de vidro
hermeticamente selados com as tampas de borracha, cobertas com a folha de aluminio para

proteger da luz e mantido sob refrigeracdo de 8°C até ser usado.

A composicdo quimica do O6leo essencial foi determinada no Parque de
Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC) na Universidade Federal de Ceard, através da
cromatografia de gis acoplada ao espectroscépio (GC-MS) SHIMADZU GCMS QP5050, sob
as seguintes circunstincias: A temperatura da coluna variou de 35 a 180°C/min, em 4°C
V/min, os espectros foram obtidos pelo impacto eletronico. A identificagdo dos constituintes
foi executada pela busca de indices de retencdo e interpretagdo visual dos espectros

(ALENCAR et al., 1984).

4.2.2 A fragio enriquecida da chalcona (FEC) da aroeira (M. urundeuva)

A fracdo enriquecida da chalcona (FEC) da M. urundeuva foi obtida do extrato do
etil acetato foi preparado com 5 quilogramas da entrecasca da aroeira M.urundeuva como
descrita previamente (VIANA et al., 2003). O extrato do acetato de etil foi submetido a um
tratamento com hexano com a finalidade de remover os lipidios. O extrato entdo foi

cromatografado em uma coluna do gel de silicone (didmetro de 5.0 cm) e eluido com
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cloroférmio e misturas de cloroférmio/acetona nas seguintes propor¢des: 9;1, 8:2, 7:3, 1:1, e
finalmente pelo dlcool metil. O isolamento de compostos do tipo fragdo de chalconas foi feita
com amido de milho como sustentacdo e a eluicdo da coluna com uma mistura de
diclorometano/metanol (95:5). Com o procedimento cromatografico, trés compostos foram
isolados dessa Fragdo Enriquecida de Chalcona s (FEC). O procedimento analitico usado para
a identificacdo estrutural destes combina o H' envolvido de Ressonincia Magnética Nuclear
(RMN) e a RMN "C, com a contribuicdo dos espectros bidimensionais de uma correlagao
homonuclear do hidrogénio com hidrogénio ('H, 'H-COSY), bem como uma correlacdo
heteronuclear do hidrogénio e do carbono-H. A atribui¢do precisa de deslocamentos quimicos
de atomos do carbono e do hidrogénio revelou, que a Fragdo Enriquecida da Chalcona estd

composta de trés chalconas diméricas, denominadas de urundeuvina A, B e C (Figura 9).

Figura 9 - Estruturas quimicas das fracdes enriquecidas de chalconas (FEC) urundevinas A, B
and C isoladas da entrecasca da aroeira do sertdo (M. urundeuva) utilizadas para preparar o
gel de chalconas

4.3 Avaliacao in vitro da atividade antimicrobiana do alecrim pimenta (OELS) e seus

principios ativos

Foram adquiridas duas cepas de referéncia: Streptococcus Mutans (ss-980) e
Candida Albicans (ATCC 11203). As culturas foram recebidas do Instituto de Microbiologia
do Rio de Janeiro e da Fundacdo Oswaldo Cruz, respectivamente, sendo liofilizadas e
reativadas. Foram ainda isoladas de saliva de pacientes periodontalmente comprometidos
bactérias cariogénicas classificadas como S. sanguis, S. mitis e S. salivarius, nesta e nas
seqiiéncias seguintes, os meios sempre foram confeccionados na véspera do uso e submetidos
a teste de esterilidade; em todos os passos envolvendo semeadura foi feita a coloragio pelo

método de Gram, para verificar a pureza da cultura, e todo o trabalho de Bacteriologia foi
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realizado em condi¢gdes assépticas numa superficie previamente desinfetada com dlcool 70%

v/v).

4.3.1 Diluicdes das drogas

Para cada espécie bacteriana testada foram feitas 8 diluicdes das substdncias
testadas em Eppendorf estéril (CORNING, EUA.), onde inicialmente cada tubo recebeu 1000
uL de cada solugdo sendo distribuido com micropipeta (SIGMA, EUA) com ponteiras

esterilizadas.

Em seguida, 10 puL de cada substancia foram adicionadas ao primeiro tubo,
fazendo-se entdo a diluicdo seriada com fator 2, pipetando-se 10 pL do casulo inicial, apds
homogeneizagdo, para o segundo casulo e assim por diante.

Foram testadas as seguintes solu¢des antimicrobianas:

¢ Solucio de dleo Essencial de Alecrim pimenta
Solucdo preparada em vdrias concentracdes a partir da diluigdo em DMSO a 2% e em
solucgdo salina estéril em quantidade suficiente para se obter 1 mL da solug@o.

¢ Solucao de Timol
Solugdo preparada em vérias concentracdes a partir da diluicdo em DMSO a 2% e em
solugdo salina estéril em quantidade suficiente para se obter 1 mL da solugéo.

¢ Solucao de Carvacrol

Solucdo preparada em vdrias concentragdes a partir da dilui¢do em DMSO a 2% e em solucdo

salina estéril em quantidade suficiente para se obter 1 mL da solucio.
4.3.2 Teste de difusdo em dgar (teste do contato direto)
4.3.2.1 Preparo do in6culo
A atividade antimicrobiana do Oleo Essencial de Lippia sidoides (OELS), timol e
de carvacrol foi determinada por testes padrio de susceptibilidade do disco (NATIONAL

COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 1998) no

Departamento de Anélises Clinicas, Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Ceara.
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O indéculo bacteriano e do fungo foi obtido a partir de coldnias frescas crescidas
em placas de agar Mueller-Hinton. Cada cepa foi inoculada em 5 mL do caldo de Mueller-
Hinton a fim obter uma concentragdo de 1.5 x 10* CFU/mL (0.5 MacFarland). O inéculo foi
semeado com auxilio de um swab estéril no dgar de Mueller Hinton (Merck) e no 4gar de

Sabouraud (Merck), respectivamente.

Os discos de papel de filtro estéril com 6 milimetros de diametro (Schleicher,
Schiill, Dassel, Germany) foram impregnados com 10uL de OELS, timol e carvacrol diluidos
em DMSO a 2% em concentracdes variando entre (OELS 435 — 6,79 mg/mL, timol 400-6,25
mg/mL, e carvacrol 400-6,25 mg/mL).

Apés a incubagdo, todas as placas foram examinadas para todas as zonas de
inibi¢do do crescimento. Os didmetros das zonas de inibi¢cdo foram medidos em milimetros
usando um leitor de zona antibidtica de zonas “Fisher-Lilly” (Fisher Co. USA). As zonas de
inibi¢do em torno dos discos indicam a presenca da atividade antimicrobiana. Todos os testes
foram executados em triplicatas e os valores médios foram calculados. Como o DMSO a 2%
nao mostrou nenhuma inibi¢do em estudos preliminares, foi usado como o controle negativo.
Vancomicina (3 mg/mL) e o Cetoconazol (5 mg/mL) (OXOID, UK) foram usados como
compostos antimicrobianos de referéncia a fim controlar a sensibilidade das bactérias e do

fungo respectivamente.

4.3.2.2 Determinag@o da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida e

Fungicida Minima (MBC/ MFC)

O método da dilui¢do em caldo foi usado para determinar a concentracdo inibitdria
minima (MIC) e a concentragdo bactericida e fungicida minima (MBC/MFC) (NCCLS,
2000). Uma dilui¢do de série de OELS (80-0,625 mg/mL), de timol (10-0,078 mg/mL) e de
carvacrol (10-0,078 mg/mL) foi preparada. O caldo BHI (Merck) foi suplementado com o
DMSO a 2% (Merck, Germany) a fim melhorar a solubilidade da amostra. O ensaio foi
executado com diferentes concentracdes de OELS, timol e de carvacrol. As culturas com a
turvacao visivel foram ajustadas a aproximadamente 10° CFU/mL no caldo de BHI sendo
suplementadas com diferentes concentragdes dos compostos testados e incubados a 35°C/24
h. Para determinar MBC/MFC, aliquotas 100 uL de cada indculo foram removidas

assepticamente dos tubos que ndo apresentaram turvacio visivel sendo estes valores usados
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determinar a MIC, a seguir foram dispostos no dgar pelo método Pour-Plate para contagem de

placa e incubados por 24 h no 37°C.

O MBC/MEC é definido pela concentracdo mais baixa de cada substancia em que
99.99% ou mais do indculo inicial foi eliminado. O nimero dos organismos que sobreviveram
foram determinados pela contagem de coldnias vidveis. As concentracdes bactericidas
minimas observadas por este método serviram de base para se efetuar os cdlculos das

quantidades das drogas a serem utilizadas nos testes dos modelos experimentais.

Para avaliar a Concentracdo Bactericida Minima, descrita como a menor
concentracdo da droga que resulte em menos de 8 colonias (taxa de morte de 99,9%), foram
pipetados 25 uL. de cada tubo a partir da menor concentracdo da droga, e transferidos para
placas de d4gar Muller-Hinton para bactérias cariogénicas e Sauboraud para C. albicans. Essas

placas foram incubadas em microaerofilia, a 37° C, por 24 horas.

Figura 10 - Placas e tubos mostrando a MIC e MBC.

4.4 Elaboracao dos Géis

Os géis utilizados no presente estudo foram preparados no laboratério de
farmacotécnica da Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Ceard, sob a supervisio

do Professor Said Fonseca.

No primeiro estudo foram avaliados os géis que contém o 6leo essencial de
alecrim-pimenta a 0.5% v/w (Gal), extrato fluido de Aroeira 5% w/w (GAr), ou a combinacio
de ambos (GAA); No segundo estudo foram elaborados géis a base de chalconas diméricas
(600 pg/g - GCh) e o carvacrol (300 pg/g- GCa) ou a sua combinagdo (GCC) tendo como

controle positivo o gel de doxiciclina e o gel veiculo como controle negativo.
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Os ingredientes ativos de ambas as plantas foram mantidos sob a obscuridade para
evitar o efeito da luz. Para a preparacio dos géis, carbopol-940 (BF Goodrich Co., Cleveland)
2% (w/v) foi usado pela dispersdo mecénica na agua destilada sob vigorosa o agitagdo,
seguindo o que preconiza o manual de técnicas da farmacopéia Brasileira 2°. Edicdo. Apods a
sua elaboracdo, os géis foram armazenados em recipientes brancos de polietileno mantidos
selados hermeticamente sob a refrigeracdo de 8°C até ser usado. O estudo da estabilidade para
avaliar a consisténcia do gel sobre um periodo de 2 meses foi conduzido mantendo a
formulacdo em circunstancias diferentes (40C, 37°C e temperatura de ambiente) e medindo a
viscosidade da formulacdo do gel em intervalos regulares. O estudo indicou que viscosidade,
cor, sinérise e a consisténcia dos géis nao mudaram significativamente durante todo o periodo

da estabilidade nas circunstancias especificadas.

Figura 11 - Géis Confeccionados no Laboratdrio de Farmacotécnica da UFC
Supervisdo: Prof. Said G. C. Fonseca

4.5 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa corpérea
entre 150 e 200 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici - UFC e
transferidas para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC. Os
animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em nimero de 6 animais por gaiola. Todos
receberam dgua e alimentacdo ad libitum e permaneceram nas mesmas condi¢cdes ambientais

durante os experimentos.
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O protocolo experimental sob Nuimero de registro 10/05 foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceard, sendo
realizado de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Conselho da Sociedade de Psicologia

Americana (1980) para o uso de animais experimentais.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia da Inflamagio
e do Cancer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia — UFC; no Laboratério
de Anaerdbios, Setor de Microbiologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal —
UFC; e, no Laboratério do Professor Fernando Cunha da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — USP. As laminas histol6gicas foram confeccionadas no laboratério de Histologia do

Departamento de Morfologia da UFC.

4.6 Protocolo Experimental

4.6.1 Modelo de Doenca Periodontal Experimental

Utilizou-se o modelo da Doenga Periodontal Experimental (DPE), desenvolvido
por vérios autores (CRAWFORD et al., 1978; SAMEJIMA et al., 1990; KOIDE et al., 1995) e
modificado no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC (BEZERRA et al.,
2000; LIMA et al., 2000). (Figura 12)

Figura 12 - Indugédo da Doenca Periodontal Experimental (DPE).

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% w/v (400 mg/kg) por

via intraperitoneal (i.p.). Procedeu-se a induc¢do da Doenca Periodontal Experimental (DPE)
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através da insercdo cirdrgica de um fio de sutura de ndilon (3.0) ao redor do segundo molar
superior esquerdo. Previamente a passagem do fio, utilizou-se uma guia nos espagos
interproximais do dente supracitado, a fim de facilitar a colocagdo do fio. Este era adaptado de
modo que o né cirtirgico ficasse voltado para a face vestibular da boca do animal. Apés 11
dias de aplicagcdes com gel local (Figura 13), sacrificava-se o animal através de deslocamento

cervical, sendo tal procedimento precedido por anestesia em cdmara de éter.

Aplicaciio dos géis 3z ao dia

Figura 13 - Metodologia da aplicac@o do gel trés vezes ao dia durante um minuto.

O dia escolhido para o sacrificio foi baseado em estudos prévios realizado no
LAFICA, os quais constataram destrui¢do total do processo alveolar e destrui¢do importante

do cemento no 11° dia de experimento (LIMA et al., 2000).

4.6.2 Grupos Experimentais

Foram utilizados duzentos e treze animais durante o decorrer desse estudo, os

quais foram divididos nos diversos grupos experimentais a seguir:

Grupo normal (Naive)
Esse grupo foi constituido por seis animais, que nao foram submetidos a Doenca
Periodontal Experimental (DPE), a fim de verificar a existéncia de alguma alteracdo nos

parametros analisados entre as duas hemiarcadas superiores.
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Grupo DPE - Ndo Tratado (NT)

Esse grupo foi constituido por seis animais submetidos a doenca periodontal
experimental. Os animais ndo receberam qualquer tratamento apds a cirurgia da indugdo da

DPE, até o 11° dia, sendo, entdo, sacrificados.

Grupo DPE - gel veiculo (V)

Esse grupo foi constituido por seis animais submetidos a doenga periodontal
experimental. Os animais receberam aplicacdes topicas de gel veiculo imediatamente apés a
cirurgia da inducdo da DPE, sendo realizadas aplicacdes t6picas de 1 min. na regido gengival

3 vezes ao dia até o 11° dia, sendo, entdo, sacrificados.

Grupo DPE - Gel de Alecrim (GAl)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes topicas de
gel de Alecrim na concentragdo de 0,5% v/w (de dleo essencial de Alecrim-pimenta),
imediatamente apds a cirurgia da indug¢do da DPE, sendo realizadas aplicacdes topicas de 1
min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o 11° dia, sendo, entdo, sacrificados.

Grupo DPE - Gel de Aroeira (GAr)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes topicas de
gel de Aroeira na concentragdo de 5 % w/w de Extrato de Aroeira, imediatamente apds a
cirurgia da indu¢do da DPE, sendo realizadas aplicacdes topicas de 1 min. na regido gengival

3 vezes ao dia até o 11° dia, sendo, entdo, sacrificados.

Grupo DPE - Gel de Alecrim + Aroeira (GAA)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes topicas de
gel de Alecrim+Aroeira na concentracio de 0,5% (de 6leo essencial de Alecrim-pimenta) e 5

% de Extrato de Aroeira, imediatamente apds a cirurgia da indug¢do da DPE, sendo realizadas
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aplicagdes tépicas de 1 min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o 11° dia, sendo, entdo,

sacrificados.

Grupo DPE Gel de Carvacrol (GCa)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes tOpicas de
gel de Carvacrol na concentracdo de 300ug/g, imediatamente apds a cirurgia da indugdo da
DPE, sendo realizadas aplicacdes topicas de 1 min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o

11° dia, sendo, entao, sacrificados.

Grupo DPE Gel de Chalconas (GCh)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes topicas de
gel de Chalconas na concentragdo de 600ug/g, imediatamente apds a cirurgia da indugéo da
DPE, sendo realizadas aplicacdes topicas de 1 min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o

11° dia, sendo, entao, sacrificados.

Grupo DPE - Gel de Carvacrol + Chalconas (GCC)

Esse grupo foi constituido por seis animais que receberam aplicacdes topicas de
gel de Chalconas (600ug/g) + Carvacrol (300pg/g), imediatamente apds a cirurgia da indugio
da DPE, sendo realizadas aplicacdes topicas de 1 min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o

11° dia, sendo, entdo, sacrificados.

Grupo DPE - Gel de Doxiciclina (GDX)

Esse grupo foi constituido por 6 animais que receberam aplicacdes topicas de gel
de Doxiciclina na doses de 100 mg/g, imediatamente apés a cirurgia da indu¢do da DPE,
sendo realizadas aplicacdes topicas de 1 min. na regido gengival 3 vezes ao dia até o 11° dia,

sendo, entdo, sacrificados.
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4.6.3 Parimetros avaliados

4.6.3.1 Anélise da Estrutura Ossea Alveolar

Para o estudo da estrutura 6ssea alveolar na doenga periodontal experimental,
foram realizadas andlises morfométrica e histopatoldgica. As hemiarcadas contra-laterais, ou

seja, sem doenca periodontal foram utilizadas como controle.

4.6.3.2 Estudo Morfométrico do Tecido Osseo na DPE

Os animais foram sacrificados no 11° dia apds o procedimento cirdrgico. Suas
maxilas foram removidas e fixadas no formol a 10% v/v, durante 24 horas. Ap6s esse periodo,
as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas (direita e esquerda), dissecadas e coradas
com azul de metileno a 1% w/v, a fim de distinguir o tecido 6sseo dos dentes, os quais se

coram com menos intensidade.

Para a quantificacdo da reabsorcdo dssea, as duas hemiarcadas foram acomodadas
com massa de modelar em laminas para posterior observagdo em microscépio 6ptico munido
de ocular graduada (aumento de 4x). As medidas foram feitas em sete pontos diferentes, nas
faces vestibulares dos trés dentes molares: trés no primeiro molar, visto que esse dente possui
trés raizes, denominadas mesial (m1), média (md) e distal (d1); dois pontos nos segundo (m2
e d2) e terceiro (m3 e d3) molares, respectivamente. As diferengas ou variacdes (A) foram
obtidas a partir das medidas das hemiarcadas com DPE, subtraidas daquelas realizadas nas
hemiarcadas contralaterais (controle) (SAMEJIMA et al., 1990). A soma das sete variagdes
corresponde ao indice de perda 6ssea (IPO), expresso em mm (CRAWFORD et al., 1978)
(Figura 14).
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4.6.3.3 Indice de Perda Ossea

Ami Amd Adi Am2 Ad2 Am3 Ad3

IPO (mm) = (Am1+Amd+Ad1)+(Am2+Ad2)+(Am3+Ad3)

Figura 14 - Desenho esquemdtico das medidas da reabsorcdo dssea: as diferencas (setas
vermelhas, A) foram obtidas a partir das medidas feitas nas hemiarcadas com DPE (seta azul),
subtraidas daquelas realizadas nas hemiarcadas contra laterais (seta verde, controle). A soma
das sete variagdes correspondeu ao indice de perda 6ssea (IPO), expresso em mm.

4.6.3.4 Andlise histopatoldgica do osso alveolar

As andlises histopatolégicas foram realizadas em cortes seriados da hemiarcada.
Decorridos 11 dias apds o procedimento cirdrgico (colocacdo do fio de ndilon), os animais
foram sacrificados e suas hemiarcadas, removidas. Estas foram fixadas em formol a 10%
durante 24 horas, sendo, posteriormente, submetidas a tratamento com dcido nitrico a 7%, por
aproximadamente 5 dias, para a desmineralizagdo. A seguir, as hemiarcadas foram suspensas
em sulfato de s6dio a 5%, sendo, entdo, incluidas em parafina. Apds este procedimento, foram
feitos cortes seriados de 5 wm em micrétomo apropriado e as laminas obtidas foram coradas

pelos métodos HE.

Para a andlise microscépica da hemiarcada com a coloracdo HE, foi considerada a
regido entre os 1° e 2° molares, sendo avaliados os aspectos inflamatérios como
presenca/intensidade de infiltrado celular, além do estado de preservagido do processo alveolar
e cemento. Tais achados foram classificados de acordo com os escores padronizados no

Laboratério da Farmacologia da Inflamagéo e do Cancer - LAFICA, citados a seguir:

e Escore 0: auséncia ou apenas discreto infiltracio celular (infiltracio de células

inflamatorias € esparsa e restrita a regido marginal da gengiva).
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e Escore 1: Infiltracdo celular moderada auséncia ou apenas discreta infiltragdo celular
(infiltracdo de células inflamatérias presentes em toda inser¢do gengival) pequena
reabsorcdo do processo alveolar e cemento intacto.

e Escore 2: Infiltragdo celular acentuada (infiltragdo de células inflamatdrias presentes
tanto na gengiva como no ligamento periodontal) acentuada degradacdo do processo
alveolar e destruicdo parcial do cemento.

e Escore 3: Infiltragdo celular acentuada (infiltragdo de células inflamatérias presentes
tanto na gengiva como no ligamento periodontal) completa reabsorcio do processo

alveolar e intensa destrui¢io do cemento. (LEITAO et al., 2005)
4.6.3.5 Dosagem de Citocinas

Dosagem dos niveis de TNF-a. e IL-1B em gengiva de ratos submetidos a DPE

A produgdo de TNF-a e IL-1B foram mensuradas através da determinagdo do
conteddo dessas citocinas no tecido gengival. Os tecidos foram colhidos estocados a -80°C
para posterior homogeneizagdo e coleta do sobrenadante para dosagem TNF-o, IL-1 por
ensaio inmunoenzimdtico o qual obedeceu ao protocolo de ELISA descrito a seguir: (1)
Incubagdo com 2 pg/ml de anticorpo anti-TNF-q, anti IL-1B (anticorpo de captura) diluido
em tampao de bicarbonato (pH 8,2) - 100 pl/pogo (placa de 96 pogos) por 16-24h a 4° C; (2)
lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3) bloqueio com albumina bovina 1%
diluida em tampdo de lavagem, 100 pl/poco por 2h a temperatura ambiente; (4) lavagem da
placa (3x); (5) incubagdo com a curva padrdo de TNF-o ou IL-1B diluidas em tampdo de
lavagem e das amostras a serem dosadas (100 ul/pogo por 16-24h a 4° C); (6) lavagem da
placa (3x) (7) incubagdo com anticorpo biotinilado (anticorpo de deteccao) diluido 1:1000 em
tampdo de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por 1 h & temperatura ambiente;
(8) lavagem da placa (3x); (9) incubac@o com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5000 em
tampao de lavagem, 100 pl/poco por 15 min a temperatura ambiente; (10) lavagem da placa
(3x); (11) incubacdo com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampao substrato, 100
ul/poco, cobriu-se a placa e deixou-se no escuro por 5-20 min a temperatura ambiente; (12) a
reacdo foi parada com 150 w/poco de H,SO4 1M; (13) leitura em espectrofotdmetro a 490

nm. Os resultados foram expressos em pg/ml como a curva padrao.
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Dosagem de mieloperoxidase

A medida de MPO foi avaliada de acordo com o método de Kaplow descrito por

Bradley et al. (1982). (Figura 15)

Figura 15 — Placa de andlise da atividade de Mieloperoxidase no tecido periodontal.

Utilizou-se a gengiva da regido de molares superiores para a dosagem de MPO. As
amostras de tecido foram homogeneizadas em tampao de brometo de hexadecil-metil-amonio
(HTAB). Neste momento, congelam-se as amostras. Em seguida, mais tampao HTAB ¢
adicionado a fim de compor 400 pl de tampao para 15 mg de tecido. Realiza-se nova
homogeneizacdo. Entdo, centrifugaram-se as amostras a 4.500 r.p.m. por 12 minutos.
Terminada a centrifuga¢do, 0,1 mL do sobrenadante € removido e a este é adicionado 2 mL da
solucdo de o-dianosidina, tampdo fosfato de sédio, peréxido de hidrogénio e dgua destilada.
Esta mistura é colocada em um espectrofotdmetro a fim de medir a absorbancia em 460 nm
nos tempos 0, 30 segundos, 1,3 € 5 minutos. Uma unidade de MPO equivale a uma mudanga
na absorbancia de 1,13 x 10 nm. Com os tempos acima descritos, foi feito uma curva e foi

escolhido o tempo 1 minuto como mais representativo do evento.

4.6.3.6 Anélise microbioldgica

Realizou-se a andlise microbioldégica de animais normais (grupo Naive) e de
animais que foram submetidos a DPE e nao foram tratados (NT), os que receberam gel
veiculo (V), gel de alecrim 0,5% (GAl), gel de Aroeira 5% (GAr), gel de Alecrim e Aroeira
(0,5% e 5% mg/g - grupo GAA), gel de Carvacrol 300 pg/g (GCa), gel de Chalconas 600
ug/g (GCh), Carvacrol + Chalconas (300 e 600 ug/g grupo GCC) e gel de Doxiciclina 10%

(GDX). Ap6s o sacrificio dos animais, a gengiva da regido de molares superiores esquerdos
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foi coletada, colocada assepticamente em 0,3 mL em meio de cultura liquido (BHI/DIFCO) e

transportada imediatamente para o setor de Microbiologia.

O fragmento coletado foi colocado em placa estéril e com lamina de bisturi estéril
triturou-se o tecido. A amostra foi semeada com alga bacterioldgica de Drigalsky em meio de
cultura sélido (dgar sangue), as quais foram incubadas em jarras (OXOID) para obtencao da
atmosfera de microaerofilia por 24hs a 37°C. Com a finalidade de verificar a acdo inibitdria
do carvacrol sobre as bactérias da doenga periodontal, foram isolados Estreptococos de
pacientes com periodontite avangada, em seguida, foram realizados testes do contato direto
por 24 horas. Apds este periodo foi realizada a leitura, a qual foi feita por inspecdo visual,

comparando os halos de inibicao, tendo a Vancomicina como controle positivo (Figura 17).

4.6.3.7 Andlise da variacdo da massa corpodrea

Todos os animais tiveram a sua massa corpdrea medida antes da cirurgia e nos 11
dias subseqiientes a esta (periodo experimental). Os valores encontrados foram expressos

como a variag@o da porcentagem da massa corpdrea (g) em relacdo a massa inicial.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = EPM. Para comparacdes entre os

grupos foram utilizados: Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Bonferroni.

Nas andlises histopatoldgicas, os dados obtidos foram expressos como mediana e o
teste estatistico aplicado foi o de Kruskal-Wallis para dados nao-paramétricos. Em todas as

situacdes, foi adotado o nivel de significincia de pelo menos p<0,05.

Na avaliagdo microbioldgica das substancias testadas, os resultados expressam os
halos de inibi¢do, concentrag@o inibitéria minima (MIC), concentragdo bactericida minima
(MBC) e fungicida (MFC) de cada substancia sobre as espécies de microrganismos testados,
ndo havendo a necessidade de comparagGes matemadticas para se notar as diferencas

existentes.
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S RESULTADOS

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana do dleo essencial do Alecrim
pimenta vérios testes foram realizados.
Na figura 16 observa-se o cromatograma do 6leo essencial de alecrim pimenta

com as respectivas dosagens de seus componentes principais ilustrados na figura 8.

PFARQUE DE DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
CENTRAL ANALITICA [ - LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
SISTEMA GC/EM - SHIMADZLU GUMS QPS050
Chwomatagram

Figura 16 - Cromatograma dos elementos do 6leo Essencial do Alecrim Pimenta.

5.1 Teste do Contato Direto (Difusao em agar)

A composicdo quimica do 6leo essencial pela andlise de GC-MS permitiu a
identificacio de componentes do Oleo (tabela 2). Os compostos principais identificados
foram: timol (56,7%) e carvacrol (16,7%) (figura 8). Os outros compostos foram identificados
como: p-cimeno (7,1%), a-terpineno (1,1%), B-mirceno (0,82%) 1,8-cineol (2,39%) e outros

compostos (5,16%).

Na Tabela 1 observa-se a composicdo do Oleo essencial testado com suas

respectivas concentragdes.



53

Tabela 1 - Composicio Quimica do Oleo essencial de Lippia sidoides

Componentes * Tr?® Concentragdo (%)
Timol 23,84 56,67
Carvacrol 29,45 16,73
p-cimeno 9,42 7,13
Timol metil-éter 9,61 5,06
Aromadendreno 10,88 2,79
1.8-cineol 23,99 2,39
Gama-elemeno 7,99 2,28
Gama-terpineno 19,75 1,42
o-terpineno 5,76 1,12
B-mirceno 5,95 0,86
o-tujeno 30,26 0,78
Octeno-3-ol 7,37 0,51

* Compostos listados em ordem de elui¢do na coluna DB-1.
® Tr: Tempo de retencdo (min).

5.2 Atividade antimicrobiana in vitro

Na figura 17A observam-se os halos de inibicdo do gel de carvacrol em varias
diluicdes frente aos S.mutans medidos apds 24 horas de incubacdo em microaerofilia. A figura
17B mostra o aspecto de placas de Agar Muller-Hinton com as micro dilui¢des do carvacrol

frente a C.albicans, ap6s 24 horas de incubacio, os resultados estdo expressos na tabela 2.

Figura 17A e 17B - Placas petri apresentando os halos de inibi¢do do carvacrol em relagdo aos
S.mutans (A) e C.albicans (B).
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A atividade antibacteriana do OELS e dos compostos fendlicos (timol e carvacrol)
foi avaliada inicialmente pelo método da difusdo em dgar (teste do contato direto), usando
quatro cepas de bactérias cariogé€nicas (S. mutans, sanguis, salivarius e mitis) e uma Candida
albicans. Os trés compostos exibiram atividade antibacteriana e antifiingica relativamente
forte. Os resultados obtidos no ensaio da difusdo do disco em zonas da inibicdo do
crescimento dos micrébios testados sdo mostrados na tabela 2. As zonas de inibicdo de OELS
e dos compostos fendlicos (timol e carvacrol) apresentaram a dependéncia da concentracio de

cada amostra, para todas as cepas testadas.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana expressa pela medida da zona de inibi¢do em milimetros
do dleo essencial de Lippia sidoides, timol e carvacrol pelo método de difusio em &gar
(NCCLS, 1998).

Microorganismos S.mutans  S.mitis ~ S.salivarius  S.sanguis  C.albicans
Amostra mg/mL Zona de Inibicdo (mm) *

OELS 217,5 18,7 10 8,5 12 34
Timol 50 7,8 15 7,7 16 10,6
Carvacrol 50 8,0 13 7.5 15 9
Vancomicina 3 20 17 22,7 16 -
Cetoconazol 5 - - - - 27,2
DMSO 2% 0 0 0 0 0

Volume da amostra aplicada em cada disco: 10uL.

Diametro do Disco = 6 mm.

* valores de média foram calculados pela inibi¢do da zona de crescimento para trés replicatas.
-: teste ndo executado nesta concentragao.

0: Sem zona de inibi¢do de crescimento.

Os dados obtidos do método da difusdo do disco para o Oleo Essencial de Lippia
sidoides (OELS) indicaram que a C.albicans foi o microorganismo mais sensivel com a zona
maior da inibi¢do (34 milimetros), seguida por Streptococcus mutans (18,7mm) e por
Streptococcus sanguis (12 milimetros) (tabela 2). As zonas da inibicdo para as bactérias
cariogénicas variaram entre (8,5-18,7 milimetros) para OELS, (7,7-16 milimetros) para o

timol e (7,5-15 milimetros) para o carvacrol.
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A zona da inibi¢do para C.albicans variou entre 10.6 milimetros e 9 milimetros
para o timol e o carvacrol respectivamente. O OELS nio foi eficaz em inibir o crescimento

bacteriano ou flingico na mesma concentracdo dos monoterpenos fenélicos (4x mais diluidos).

5.3 Atividade Antimicrobiana (in vitro) MIC e MBC

Os resultados deste ensaio sdo esbogados na tabela 3 e 4. Embora o resultado de
MICs e de MBCs variasse entre organismos do teste, na maioria dos casos o MIC era proximo
do MBC, indicando uma ac¢fo antibacteriana consideravel dos monoterpenos fendlicos. O
timol e o carvacrol puros, foram mais ativos com (MIC=2,5 — 5,0 mg/mL), do que o OELS
(MIC = 5,0 - 10mg/mL), mostrando valores significativos de encontro as bactérias
cariogénicas.No que concerne a atividade fungistdtica, o timol e o carvacrol foram outra vez
mais ativos do que o 6leo essencial com MIC = 0,625 — 1,25 mg/mL e o mg/mL de OELS
MIC =2,5 (tabelas 3 ¢ 4 ).

Nas Tabelas 3 e 4 expressam a atividade antimicrobiana de cada substancia testada
(6leo essencial de Lippia sidoides, timol e carvacrol) como Concentracdo Inibitéria Minima
(mg/mL) e Concentracdo Bactericida Minima do contra as quatro cepas cariogénicas

(NCCLS, 2000) bem como para C. albicans.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana expressa como Concentragdo Inibitéria Minima (MIC)
(mg/mL) e Concentracdo Bactericida Minima do 6leo essencial de Lippia sidoides, timol e
carvacrol contra bactérias cariogénicas (NCCLS, 2000).

OELS Timol Carvacrol Vancomicina

Microorganismos MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

S. mutans 50 200 50 10,0 25 5,0 00,0023 0,018
S. mitis 10,0 400 50 100 25 50 0,037 0,075
S. sanguis 10,0 40,0 50 100 25 50 0,037 0,075
S. salivarius 10,0 40,0 50 100 25 50 0,037 0,075

MIC = Concentrag¢ao Inibitéria Minima
MBC = Concentra¢ido Bactericida Minima
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Tabela 4 - Atividade Antimicrobiana expressa como Concentracdo Inibitéria Minima
(mg/mL) e Concentracido Bactericida Minima (mg/mL) do 6leo essencial de Lippia sidoides,
timol e carvacrol contra C.albicans (NCCLS, 2000)

OELS Timol Carvacrol Cetaconazol

Microorganismo MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC

C. albicans 25 50 0625 50 1,25 25 0,0037 0,0075

MIC = Concentragéo Inibitéria Minima
MEFC = Concentracdo Fungicida Minima

5.4 Efeito do gel de Alecrim (GAl) , gel de Aroeira (GAr) ou a combinacao de ambos
(GAA) na DPE induzida em ratos

5.4.1 Efeito do gel (GAA) sobre o indice de perda 6ssea na DPE
5.4.1.1 Estudo do Indice de Perda Ossea (IPO)

A inducdo da DPE nos animais ndo tratados (NT) assim como naqueles que
receberam apenas gel veiculo (V) resultou em reabsor¢do Ossea significativa quando
comparado aos animais sem DPE, cujo IPO foi préximo de zero bem como naqueles que
receberam tratamento com gel de alecrim+aroeira (GAA) que quando comparados entre si,
ndo alcancam uma significancia estatistica. (Figura 18). Foi possivel constatar que o gel
combinado de alecrim e aroeira aplicado localmente na regido gengival imediatamente apds a
inducdo da DPE e diariamente até o 11° dia reduziu de forma significativa (p<0,001) o IPO,

representado pela reduc@o na reabsor¢@o ¢ssea na face vestibular das maxilas.
5.4.1.2 Aspecto macroscopico do periodonto

Observou-se a partir da avaliacdo macroscépica da hemiarcada superior esquerda
do grupo de animais submetidos a DPE que tanto os Néo-Tratados quanto os que receberam
gel veiculo (Figura 19b), que a permanéncia do fio de ndilon foi capaz de induzir a doenga
periodontal experimentalmente, de forma a reproduzir os principais sinais clinicos da doenga

periodontal em humanos, tais como: reabsorcéo dssea alveolar e perda de contato interdental,
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em comparacio aos animais normais, sem DPE (Figura 19a). Foi observada reducdo da perda

dssea no grupo tratado com o gel de alecrim e aroeira (GAA) (Figura 19d).
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Figura 18 - Efeito do gel de Alecrim (GAIl) e/ou Aroeira (GAr) no indice de perda dssea
alveolar na doenca periodontal experimental (DPE) em ratos: Gel veiculo (V), gel de Alecrim
(GAl), gel de Aroeira (GAr) ou a combinacdo do gel de Alecrim e Aroeira (GAA) foi
administrada de forma tdpica, diariamente, nos animais submetidos a indu¢do de DPE. A DPE
também foi induzida nos animais ndo tratados (NT). O grupo Naive ndo recebeu nenhum
tratamento e nao foi submetido & inducdo de DPE. As barras representam a média + o erro
padrio de média do indice de perda 6ssea (milimetro; N=6). O asterisco indica a diferenca
estatistica significativa entre o grupo tratado e o grupo veiculo e NT (¥*P<0,01; Bonferroni,
ANOVA).
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Figura 19 - Aspecto macroscépico de maxilas de ratos normais ou de animais submetidos a
doencga periodontal experimental (DPE) tratados com gel veiculo ou gel de alecrim + aroeira
(GAA). Os animais foram submetidos a indu¢do da DPE e receberam de forma tépica gel
veiculo (V) ou gel de alecrim (0,5%) + aroeira (5%) (GAA), imediatamente ap0s a cirurgia da
inducdo da DPE. Os animais foram sacrificados no 11° dia e suas maxilas foram removidas e
fixadas em formol a 10%. Em seguida, as hemiarcadas foram separadas, dissecadas, coradas
em azul de metileno a 1% e acomodadas em massa de modelar para posterior observacdo em
microscopio com ocular graduada. a: Maxila de animal normal que nio foi submetido a DPE.
b: Maxila de animal com DPE, no qual foi aplicado gel veiculo, mostrando intensa destrui¢ao
Ossea alveolar, exposi¢do das raizes e perda do contato interdentario. ¢: Maxila de animal que
foi submetido a DPE e néo recebeu tratamento apresentando intensa reabsor¢cdo do 0sso
alveolar. d: Maxila de animal com DPE que recebeu aplicacdo tépica com gel GAA com
reducdo significativa na reabsor¢do do osso.

5.4.2 Efeito do gel (GAA) sobre as alteracdes histopatoldgicas

A anélise histopatoldgica realizada no 11° dia das maxilas dos ratos submetidos a
DPE de animais néo-tratados bem como aqueles que receberam gel veiculo (Figura 20 B; C),
mostraram presenca de infiltrado celular inflamatério acentuado, reabsor¢do completa do
processo alveolar e destruicao parcial do cemento em relacdo ao grupo de animais normais,
sem a doenca (Figura 20A). Nos animais tratados com GAA imediatamente apds a cirurgia
(Figura 20D) observou-se preservacdo do processo alveolar e do cemento, com discreto

infiltrado inflamatdrio.
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Figura 20 - Aspectos histopatoldgicos do efeito do gel de Alecrim + Aroeira (GAA) na
(DPE): A figura 20A - Aspecto microscépico de um periodonto normal da maxila do rato que
mostra a gengiva (g), ligamento periodontal (Ip), cemento (ce), osso alveolar (oa); figura 20B
- Periodonto do rato submetido a DPE sem nenhum tratamento apresentando um intenso
infiltrado infamatério na gengiva e no ligamento periodontal, com parcial destrui¢do do
cemento e reabsor¢do total do processo alveolar; figura 20C - Periodonto do rato submetido a
DPE e tratado com o gel veiculo o qual mostra alteragdes similares aos ratos ndo tratados; A
figura 20D -Periodonto do rato submetido a DPE e tratado com o gel GAA o qual mostra a
auséncia de infiltrado infamatoério na gengiva e preservacdo do cemento e do osso alveolar
(processados para coloragdo pelo método HE; ampliacdo 40x).
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Figura 21 - Detalhes de reabsor¢@o 6ssea (A) e de reabsor¢do Gssea na regido da raiz dentdria

(B).

Tabela dos escores histopatolégicos

A tabela 5 representa os escores atribuidos a andlise histopatolégica das maxilas
referente a figura 20. A partir dos cortes seriados das hemiarcadas, observou-se que o
tratamento com GAA, reduziu de forma estatisticamente significativa (p<0,05) as alteracoes
histopatolégicas vistas na DPE, quando comparada as observadas em animais que nao

receberam tratamento (NT) assim como naqueles que receberam apenas gel veiculo (V).

Tabela 5 - Analise histopatolégica do efeito do gel de Alecrim (GAl), gel de Aroeira (GAr)
ou de sua associacdo (GAA) na DPE

Grupos Naive NT Veiculo GAA GAl GAr

Escores 00-0) 3(3-3)* 3(2-3)* 0(-1* 1(I-1) 1(-1)

* P<0,05 comparado aos animais do grupo Naive (Kruskal-Wallis)
# P <0,05 comparado aos animais do grupo Veiculo (Kruskal-Wallis)

Os dados representam a mediana e variacdo de pelo menos 5 animais, onde as
regides entre os 1° e 2° molares foram consideradas para andlise dos seguintes parametros:
presenca de infiltrado celular e grau de preservacdo do processo alveolar e cemento. *p<0,05

em relacdo ao grupo que recebeu apenas gel veiculo (Kruskal-Wallis).
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5.4.3 Efeito do gel (GAA) sobre os niveis de TNF-a e IL-1 na DPE

Os ratos, pertencentes ao grupo com DPE nio-tratados e aqueles que receberam
apenas gel veiculo, apresentaram um considerdvel aumento dos niveis de ambas as citocinas
(Figura 22) em relago ao grupo normal sem doencga. A associacdo do gel de alecrim+aroeira
(GAA) foi capaz de reduzir de maneira estatisticamente significante (p<0,05) os niveis de
ambas as citocinas quando comparado ao grupo ndo-tratado assim como com o grupo tratado

com gel veiculo (V).

10001

a
g

~
G
i
B
i

@
i

500+

TNFa (pg/ml)
n
i

IL1B (pg/ml)

R
T
2

(=}

GAr Naive NT v GAA GAl GAr

DPE DPE

Figura 22 - Efeito do gel de Alecrim + Aroeira (GAA), gel de Alecrim (GAl) e gel de Aroeira
(GAr) na producdo de TNF -a e interleucina-1 na gengiva de ratos submetidos a doenga
periodontal experimental (DPE): Os géis veiculo (V), CAA, GAl e GAr foram administrados
de forma tépica na regido gengival nos animais submetidos 2 DPE. O grupo néo-tratados (NT)
foi submetido a DPE mas ndo recebeu tratamento . O grupo de Naive ndo recebeu nenhum
tratamento e ndo foi submetido a inducdo de DPE. Apds 11 dias, os animais foram
sacrificados e a gengiva da regiio molar superior esquerda foi removida e as concentracdes de
TNF -a (A) e interleucina-18 (B) no sobrenadante do homogenato foi determinado por
ELISA. Os resultados sdo relatados como média + erro padrdo da média da concentracio das
citocinas em pg/ml de seis pocos (um por animal) e o asterisco indica uma diferenca
estatisticamente significante entre grupos tratados e o grupo do Nao-Tratado (* P<0,05; teste
de Bonferroni, ANOVA).
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5.4.4 Efeito do gel (GAA) sobre a dosagem de mieloperoxidase

Efeito do gel de alecrim e aroeira (GAA) sobre a atividade da mieloperoxidase no tecido

gengival de ratos apds 6 horas da induciao da DPE

Em animais submetidos & DPE ndo-tratados (NT) assim como aqueles que
receberam gel veiculo (V), foi possivel determinar um aumento significativo da MPO na
gengiva 6 horas ap0s a cirurgia (p<0,01) em relagdo a animais sem a doenca (Figura 23). No
grupo de animais submetidos a DPE e tratados com GAA, ocorreu uma diminui¢do
significativa na atividade de MPO na gengiva destes animais em relacdo aos animais com
DPE nio-tratados (NT) e que receberam gel veiculo (V). Contudo, os géis de alecrim e aroeira

aplicados de forma isoladamente ndo foram capazes de inibir a atividade da enzima.
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Figura 23 - O efeito do GAA, gel de Alecrim (GAl) e Aroeira (GAr) na atividade da
mieloperoxidase (MPO) no tecido gengival das maxilas de ratos submetidos a DPE: Os géis
veiculo (V), CAA, GAl e GAr foram administrados de forma tépica na regido gengival dos
animais submetidos a indu¢do de DPE. O grupo nao-tratados (NT) foi submetido a DPE mas
ndo recebeu tratamento. O grupo Naive ndo recebeu nenhum tratamento e nao foi submetido a
inducdo de DPE. As barras representam a média + o erro padrdo de média da atividade de
MPO/mg do tecido. *P<0,05 foi considerado estatisticamente significante quando comparado
ao grupo veiculo e ndo tratado (ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Efeito do gel de Alecrim (GAl), gel de Aroeira (GAr) e gel de Alecrim+Aroeira (GAA)

sobre as alteracoes de microrganismos em ratos submetidos a DPE

5.4.5 Efeito do gel (GAA) sobre a flora microbiana na DPE

Os géis de alecrim, aroeira e o gel de alecrim+ aroeira foram capazes de inibir o
crescimento de bactérias (Unidades Formadoras de Coldnias) apds semeadura do tecido

gengival homogeneizado em placas petri com Agar sangue (Figuras 24 e 25).

Figura 24 - Quantificacio de Unidades Formadoras de Colonias em Agar sangue.
A= (Gel de Alecrim - GAl) B= (Gel de Aroeira - GAr); C= (V) D= (NT)
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Figura 25 - Efeito antibacteriano do gel de Alecrim (GAl), gel de Aroeira (GAr) e gel de
Alecrim+Aroeira (GAA) nos microrganismos envolvidos na DPE em ratos. Os géis veiculo
(V), CAA, GAIl e GAr foram administrados de forma tdpica na regido gengival dos animais
submetidos a DPE. O grupo nao-tratados (NT) foi submetido a DPE mas ndo recebeu
tratamento. O grupo Naive nao recebeu nenhum tratamento e ndo foi submetido a inducado de
DPE. Os resultados sdo relatados como médias + o erro padrio da média das Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) obtidas apds a semeadura do tecido gengival homogeneizado
do tecido dos ratos submetidos 2 DPE em placa petri (Meio de cultura de Agar sangue). O
asterisco indica uma diferenca estatisticamente significativa entre grupos tratados e grupo
veiculo e NT (* P <0,05; teste de Bonferroni, ANOVA).
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5.4.6 Efeito do gel (GAA) sobre a variagdo da massa corporea na DPE

Os géis de alecrim, aroeira e o gel de alecrim+aroeira foram capazes de promover
um aumento da porcentagem da massa corpdrea quando comparados aos animais do grupo

nao-tratado (NT) e gel veiculo (V) (Figura 26).
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Figura 26 - O efeito do GAA, gel de Alecrim (GAl) e Aroeira (GAr) na variacdo da massa
corpérea de ratos submetidos a DPE. O gel veiculo (V), o gel de Alecrim (GAl), o gel de
Aroeira (GAr) ou a combinacdo de ambos Alecrim + Aroeira (GAA) foram administrados de
forma tdépica na regido gengival dos animais submetidos a DPE. O grupo ndo-tratados (NT)
foi submetido & DPE mas nfo recebeu tratamento. O grupo Naive ndo recebeu nenhum
tratamento e ndo foi submetido a indu¢do de DPE. Os dados representam a média + o erro
padrao da média (EPM) (N=6) do peso (g) medido a cada dia antes e depois da inducdo da
DPE até o 11° dia. O asterisco indica uma diferenca estatisticamente significante entre grupos

tratados com géis naturais, o grupo veiculo (V) e Nao-Tratado (NT) (¥p<0,05; ANOVA teste
de Bonferroni)
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5.5 Efeito do gel de Carvacrol (300ug/g), Chalconas (600 ug/g) e a combinacido de
ambos (GCC) na DPE induzida em ratos

5.5.1 Efeito do gel (GCC) sobre o indice de perda 6ssea na DPE

A indugdo da DPE nos animais que receberam apenas gel veiculo resultou em
reabsorcdo Ossea significativa em relacdo aos animais sem DPE, cujo IPO foi préoximo de
zero. Observou-se que o gel combinado de Carvacrol e Chalconas aplicado localmente a partir
do 1° dia da indugdo da DPE e diariamente até o 11° dia (3x dia/ 1°) reduziu de forma
significativa (p<0,001) o IPO, representado pela reducdo na reabsorcdo Ossea na face
vestibular das maxilas em 65,26% em relacio ao grupo de animais que receberam gel veiculo.
Este efeito é compardvel ao do gel de Doxiciclina aplicado da mesma forma (69,48%) (Figura

27).

Aspecto macroscopico da doenca periodontal experimental

Observou-se a partir da avaliacdo macroscdpica da hemiarcada superior esquerda
do grupo de animais submetidos & DPE e que ndo foram tratados (Figura 28b), que a
permanéncia do fio de ndilon foi capaz de induzir a doenca periodontal experimentalmente, de
forma a reproduzir os principais sinais clinicos da doenca periodontal em humanos, tais como:
reabsor¢do Ossea alveolar e perda de contato interdental, em comparag@o aos animais normais,
sem DPE (Figura 28a). Foi observada reducdo da perda éssea tanto no grupo tratado com o
gel de carvacrol e chalconas (GCC 3x ao dia - 1°) (Figura 28d), em relacdo ao grupo de
animais com DPE que receberam gel veiculo (Figura 28¢). A diminui¢do do IPO promovida

pelo GCC também foi semelhante & observada nos animais apds a aplicacdo do gel de

Doxiciclina.
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Figura 27 - Efeito do gel de Carvacrol (GCa) e/ou Chalconas (GCh) no indice de perda dssea
alveolar na (DPE) em ratos: Gel veiculo (V), gel de Carvacrol (GCa), gel de Chalconas
(GCh), a combinagdo de ambos o gel de Carvacrol + Chalconas (GCC) ou o gel de
doxiciclina (GDX) foi administrado de forma tépica, diariamente, nos animais submetidos a
inducdo de DPE. A DPE também foi induzida nos animais ndo tratados (NT). O grupo Naive
ndo recebeu nenhum tratamento e ndo foi submetido & indugcdo de DPE. As barras
representam a média + o erro padrdo de média do indice de perda dssea (milimetro; N=6). O
asterisco indica a diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado e o grupo veiculo e
NT (*P<0,01; Bonferroni, ANOVA).
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Figura 28 - Aspecto macroscopico de maxilas de ratos normais ou de animais submetidos a
doenca periodontal experimental (DPE) tratados com gel veiculo ou gel de carvacrol +
chalconas (GCC). Os animais foram submetidos a indu¢do da DPE e receberam de forma
topica gel veiculo (V) ou gel de carvacrol (300ug/g) + chalconas (600ug/g) (GCC),
imediatamente apds a cirurgia da indug¢do da DPE. Os animais foram sacrificados no 11° dia e
suas maxilas foram removidas e fixadas em formol a 10%. Em seguida, as hemiarcadas foram
separadas, dissecadas, coradas em azul de metileno a 1% e acomodadas em massa de modelar
para posterior observacdo em microscopio com ocular graduada. a: Maxila de animal normal
que ndo foi submetido a DPE. b: Maxila de animal com DPE, no qual foi aplicado gel veiculo,
mostrando intensa destruicdo Ossea alveolar, exposicdo das raizes e perda do contato
interdentdrio. c: Maxila de animal que foi submetido a DPE e ndo recebeu tratamento
apresentando intensa reabsorcdo do osso alveolar. d: Maxila de animal com DPE que recebeu
aplicagdo tépica com gel GCC com redugdo significativa na reabsor¢do do osso.

5.5.2 Efeito do gel (GCC) sobre as alteragcdes histopatoldgicas na DPE

A anélise histopatoldgica realizada no 11° dia das maxilas dos ratos submetidos a
DPE de animais ndo-tratados bem como aqueles que receberam gel veiculo (Figuras 29B;C),
mostraram presenca de infiltrado celular inflamatério acentuado, reabsor¢do completa do
processo alveolar e destruicao parcial do cemento em relacdo ao grupo de animais normais,
sem a doenca (Figura 29A). Nos animais tratados com GCC imediatamente apds a cirurgia
(Figura 29D) observou-se preserva¢do do processo alveolar e do cemento, com discreto

infiltrado inflamatorio.
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Figura 29 - Aspectos histopatolégicos do efeito do gel de carvacrol+ chalconas (GCC) na
(DPE): A figura 29A - Aspecto microscépico de um periodonto normal da maxila do rato que
mostra a gengiva (g), ligamento periodontal (Lp), cemento (Ce), osso alveolar (Oa); figura
29B - Periodonto do rato submetido & DPE sem nenhum tratamento apresentando um intenso
infiltrado infamatério na gengiva e no ligamento periodontal, com parcial destrui¢do do
cemento e reabsor¢do total do processo alveolar; figura 29C - Periodonto do rato submetido a
DPE e tratado com o gel veiculo o qual mostra alteragcdes similares aos ratos nao tratados; A
figura 29D - Periodonto do rato submetido a DPE e tratado com o gel GCC o qual mostra a
auséncia de infiltrado infamatoério na gengiva e preservacdo do cemento e do osso alveolar
(processados para coloragdo pelo método HE; ampliacdo 40x).
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Tabela dos escores histopatolégicos

A tabela 6 representa os escores atribuidos a andlise histopatoldgica das maxilas
referente a figura 29. Os animais receberam gel veiculo, GCC, Gal, GCh, GDX (10%)
imediatamente apds a cirurgia da indu¢do da DPE (curativo) e foram sacrificados no 11° dia.
A partir dos cortes seriados das hemiarcadas, observou-se que os tratamentos com GCC, GDX
(10%) reduziram de forma estatisticamente significativa (p<0,05) as alteracdes
histopatolédgicas vistas na DPE, quando comparada as observadas em animais que receberam

apenas gel veiculo.

Tabela 6 - Efeito do gel de Carvacrol + Chalconas (GCC) sobre as alteracdes histopatoldgicas
observadas na doenca periodontal experimental (DPE) em ratos

Grupos Naive NT A" GCC GCa GCh GDX

Escores 0(0-0) 3(3-3)* 3(2-3)* 00O-1H* 1@-1) 170d-1) 00-0)"

* P<0.05 comparado aos animais do grupo Naive (Kruskal-Wallis)
# P <0.05 comparado aos animais do grupo Veiculo (Kruskal-Wallis)

Os dados representam a mediana e variagdo de pelo menos 5 animais, onde as
regides entre os 1° e 2° molares foram consideradas para andlise dos seguintes pardmetros:
presenca de infiltrado celular e grau de preservacdo do processo alveolar e cemento. *p<0,05

em relacdo ao grupo que recebeu apenas gel veiculo (Kruskal-Wallis).
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Efeito do gel de alecrim e aroeira (GAA) sobre a atividade da mieloperoxidase em ratos

apos 6 horas da inducao da DPE

5.5.3 Efeito do gel (GCC) sobre a dosagem de mieloperoxidase

Em animais submetidos a DPE ndo-tratados (NT) e aqueles que receberam gel
veiculo (V), foi possivel determinar um aumento significativo da MPO na gengiva 6 horas
apos a cirurgia (p<0,01) em relacdo a animais sem a doenga (Figura 14). No grupo de animais
submetidos a DPE e tratados com GCC, ocorreu uma diminuicao significativa na atividade de
MPO na gengiva destes animais em relacdo aos animais com DPE nido-tratados (NT) e
aqueles receberam gel veiculo (V). Contudo, os géis de carvacrol e chalconas aplicados de

forma isoladamente ndo foram capazes de inibir a atividade da enzima. (Figura 30).
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Figura 30 - O efeito do GCC, gel de carvacrol (GCa) e chalconas (GCh) na atividade da
mieloperoxidase (MPO) no tecido gengival das maxilas de ratos submetidos a DPE: Os géis
veiculo (V), GCC, GCa, GCh e gel de doxiciclina (GDX) foram aplicados de forma tépica
na regido gengival dos animais submetidos a indug¢do de DPE. O grupo ndo-tratados (NT) foi
submetido a DPE mas ndo recebeu tratamento. O grupo Naive ndo recebeu nenhum
tratamento e ndo foi submetido & inducdo de DPE. As barras representam a média + o erro
padrdo de média da atividade de MPO/mg de tecido. *P<0,05 foi considerado estatisticamente

significante quando comparado ao grupo veiculo (V) e ndo tratado (NT) (ANOVA; Teste de
Bonferroni).
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Efeito dos géis de Carvacrol, Chalconas e o gel combinado (GCC) sobre as alteracoes de

microrganismos em ratos submetidos a DPE.
5.5.4 Efeito do gel (GCC) sobre a flora microbiana na DPE
Os géis de Carvacrol, Chalconas e o gel de carvacrol+ chalconas foram capazes de

inibir o crescimento de bactérias (Unidades Formadoras de Coldnias) apds semeadura do

tecido gengival homogeneizado em placas petri com Agar sangue (Figuras 31 e 32).

Figura 31 - Quantificacio de Unidades Formadoras de Colonias em Agar sangue.
A= (gel de carvacrol GCa); B= (gel de Chalcona GCh) C= (V); D= (NT).
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Figura 32 - Efeito antibacteriano do gel de Carvacrol (GCa), gel de Chalconas (GCh) e gel de
Carvacrol e Chalconas (GCC) nos microrganismos envolvidos na DPE em ratos. Os géis veiculo (V),
GCC, GCa, GCh e gel de doxiciclina (GDX) foram aplicados de forma tépica na regido gengival dos
animais submetidos a indu¢do de DPE. O grupo ndo-tratado (NT) foi submetido a DPE, mas ndo
recebeu tratamento. O grupo Naive ndo recebeu nenhum tratamento e néo foi submetido a indugdo de
DPE. Os resultados sdo relatados como médias + o erro padrdo da média das Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC) obtidas apés a semeadura do tecido gengival homogeneizado do tecido dos ratos
submetidos 2 DPE em placa petri (Meio de cultura de Agar sangue). O asterisco indica uma diferenca
estatisticamente significativa entre grupos tratados e grupo veiculo e NT (* P <0,05; teste de
Bonferroni, ANOVA).
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5.5.5 Efeito do gel (GCC) sobre a variagdo da massa corpérea na DPE

Os géis de carvacrol, chalconas e o gel combinado de carvacrol e chalconas foram
capazes de promover um aumento da porcentagem da massa corpdrea estatisticamente
significante quando comparados aos grupos ndo-tratados (NT) e aqueles que receberam

tratamento com o gel veiculo (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito do gel de carvacrol+chalconas na variagdo da massa corpérea de ratos
submetidos a doencga experimental (DPE) induzida por fator retentivo de placa. A DPE foi
induzida pela inser¢do de fio de ndilon em torno dos segundos molares dos animais. As
massas corpdreas dos animais foram medidas imediatamente antes da cirurgia e, apds esta,
diariamente, durante 11 dias. Os pontos representam a média + EPM da variacdo de massa
corpérea (g) calculada através das diferencas das massas dos animais em relacdo a massa
inicial. Os géis veiculo (V), carvacrol+chalconas (GCC), gel de carvacrol (GCa), gel de
chalconas (GCh) e gel de doxiciclina (GDX) foram aplicados de forma tépica nos animais
submetidos a DPE. O grupo nao-tratados (NT) foi submetido a DPE mas ndo recebeu
tratamento. O grupo Naive nao recebeu nenhum tratamento e ndo foi submetido a inducado de
DPE. Os dados representam a média + o erro padrao da média (N=6) do peso (g) medido a
cada dia. O asterisco indica uma diferenga estatisticamente significante entre grupos tratados e
o grupo veiculo e Nao Tratado (*p<0,05; ANOVA teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

Para uma melhor compreensdo diditica da discussdao dos nossos resultados este
tépico serd abordado em trés etapas: Na Primeira Etapa serdo abordados os resultados dos
ensaios antimicrobianos e antifingicos in vitro. A Segunda Etapa que trata sobre os
resultados dos ensaios experimentais da DPE in vivo com os géis a base de produtos naturais
in natura, ou seja, sem o isolamento de principios ativos e com os géis a base de produtos

naturais elaborados a partir do isolamento de seus respectivos principios ativos.

As doencas periodontais ainda se configuram como os principais problemas de
saide bucal na maioria de paises industrializados, afetando 60-90% dos escolares e a vasta
maioria dos adultos. Apesar dos grandes avangos, os problemas ainda remanescem em muitas
comunidades ndo apenas no Brasil, mas também no mundo, particularmente entre grupos

menos favorecidos economicamente (PETERSEN, 2005).

Esta patologia tem sido tradicionalmente tratada por procedimentos mecanicos,
tais como raspagem, alisamento e polimento radicular, associados ou ndo a procedimentos
cirurgicos, a fim de descontaminar a superficie radicular (GOLUB et al., 1998; MOMBELLI,
1999). No entanto, esta abordagem provoca prejuizos ao periodonto de inser¢do e protecio

(LLAVANERAS et al., 2001; SALLUM et al., 2002).

Pesquisas recentes continuam a suportar uma forte associagdo entre infeccdes
periodontais e doengas cardiovasculares (DEMMER; DESVARIEUX, 2006). A busca por
novas drogas, que apresentem leves ou pequenos efeitos colaterais, com um baixo custo e
uma efetiva acdo terap€utica, tem despertado interesse pelo estudo de produtos naturais (RAO
et al., 1987; MENEZES; RAO, 1988; TEIXEIRA, 2003; PAI, 2004; BOTELHO et al., 2007a,
2007b, 2007¢, 2007d).

A aplicagdo topica de géis antimicrobianos sintéticos (GARRETT et al., 1999,
2000; WENNSTROM et al., 2001), ou a base de produtos naturais (alecrim + aroeira)
constituem uma nova abordagem no tratamento periodontal, sendo usados como agentes
terapéuticos em vérias doencas (AMORIM; SANTOS, 2003; PAI et al., 2004). Nos tltimos
anos, tem sido estudado o uso dos géis de produtos naturais como aplicagdo local como

coadjuvante na terapia periodontal (PAI et al., 2004).
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Virios estudos t€m demonstrado a resposta frente ao tratamento periodontal com
drogas sistémicas (LIMA, 2000; BEZERRA et al., 2002; MENEZES et al., 2005). Entretanto,
poucos estudos t€m avaliado o tratamento da aplicacdo local de drogas antimicrobianas como

adjunto ao tratamento da doenca periodontal experimental.

Estudos recentes demonstram que substincias como flavondides, taninos e
chalconas presentes em diversos extratos de plantas medicinais (VIANA et al., 2003;
AMORIM; SANTOS 2003), apresentam atividade antinflamatéria e antibacteriana
(AMORIM et al., 2003; BOTELHO et al., 2007c), podendo ter efeito sobre patologias onde o

componente inflamatorio € decisivo para seu desenvolvimento.

Embora o tratamento convencional de remog¢do mecanica da placa bacteriana
mostre-se efetivo em muitos casos, existem, casos que ndo respondem bem a esse protocolo
de tratamento, havendo, portanto, necessidade do desenvolvimento de novos artificios
farmacoldgicos suplementares para tratar a periodontite (BEZERRA et al., 2002; BOTELHO
et al., 2007¢c, 2007d).

De posse desses dados, pesquisamos na literatura e encontramos em trabalhos
recentes que alguns fitoterdpicos sdo usados em diversas patologias e t€ém apresentado
resultados convincentes, demonstrando ndo apenas atividade antimicrobiana in vitro e in vivo,
como acdo antinflamatéria (BOTELHO et al., 2007 a, 2007b). Entre estas drogas, encontram-
se os compostos derivados do 6leo essencial e da aroeira (VIANA et al., 2003; BOTELHO et
al., 20074d).

Trabalhos prévios mostram que alguns produtos naturais como prépolis
(compostos de flavondides) e Oleos essenciais possuiam capacidade cariostética, inibindo a
producdo de enzimas que facilitavam a agregacdo e formagdo do biofilme bem como o
crescimento de Streptococcus mutans (DUARTE et al., 2006; CHUNG et al., 2006). Porém,
ainda ndo havia sido mostrada a acdo do dleo essencial do alecrim pimenta sobre bactérias

cariogénicas bem como contra C. albicans.

No contexto do tratamento da doenca periodontal, de acordo com os estudos de
Kalusen (1991), o nimero de patégenos periodontais pode ser maior do que o que geralmente

se acredita, uma vez que espécies como Streprococcus estdo associados com a perda dssea
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periodontal em ratos. Para melhor caracterizar o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de
alecrim pimenta, foram isoladas de pacientes periodontalmente comprometidos cepas de
Streptococcus, as quais sdo representantes das bactérias microaeréfilas Gram positivas. Estes
microrganismos estdo implicados com a doenca periodontal e t€m sido detectados

freqiientemente em sitios ativos de destrui¢do periodontal. (KLAUSEN, 1991).

A primeira etapa do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de alecrim pimenta (OELS) e seus compostos derivados sobre patdgenos orais bactérias
cariogénicas e o fungo C.albicans, uma vez que Osawa et al. (1990) mostraram que o timol e
o carvacrol presentes no 6leo essencial do alecrim-pimenta sdo efetivos contra bactérias
periodontopatogénicas anaerdbicas como Actinobacillus, Capnocytophaga, Fusobacterium,

FEikenella e Bacteroides.

A partir do isolamento de bactérias de pacientes periodontalmente comprometidos,
bem como com cepas padrdes de S.mutans (ss-980) e C. albicans (ATCC 11203) foram
realizados testes de contato direto (Difusdo em Agar), MIC Concentragio Inibitéria Minima e

MBC - Concentragdo Bactericida Minima.

O OELS assim como seus compostos derivados timol e carvacrol, se mostraram
eficazes como agentes antibacterianos quando testados no modelo de difusio em Agar contra
as quatro cepas de bactérias cariogénicas incluindo o S.mutans bem como foi capaz de inibir o
crescimento de C. albicans. Os compostos, timol e carvacrol, isolados a partir da
cromatografia do 6leo essencial se mostraram mais eficazes quando comparados ao dleo
essencial, sendo o carvacrol o composto mais ativo contra C. albicans e as cepas bacterianas
testadas. Os recentes achados de pesquisas realizados pelo nosso grupo concluem que o 6leo
essencial apresenta um potencial antibacteriano menor do que os componentes principais
isolados (Timol e Carvacrol) sugerindo que os componentes menores sao criticos a atividade e
podem ter um efeito antagonista com influéncia potencial ao dleo essencial. (BASSOLE et al.,

2003; BOTELHO et al., 2007a).

O resultado foi de certa forma inesperada, pois o 6leo essencial apresenta os dois
compostos logo era de se esperar uma atividade antibacteriana e antifungica maior. Todavia,
Bassole et al. (2003), demonstraram que quando existe uma determinada concentragdo de p-
cimeno no 6leo, este composto se traduz como um agente antagonista dos efeitos bioldgicos

do timol e carvacrol, diminuindo de sobremaneira sua acdo antibacteriana. Este fato foi,
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consistente com os nossos achados. Os halos de inibi¢do foram medidos e estatisticamente

avaliados mostrando um melhor desempenho para o carvacrol em todos os testes realizados.

O carvacrol foi o composto escolhido para compor o segundo gel a base de
principios ativos isolados. Uma vez que este composto apresentou os melhores resultados no
teste do contato direto. Um estudo recente mostra que a remog¢do dos substituintes alifaticos
do anel do carvacrol diminuiu sua atividade antimicrobiana. Entretanto, o composto derivado
causa o rompimento da membrana bacteriana de forma similar, com caracteristicas
antimicrobianas semelhantes ao carvacrol, mostrando assim que a hidroxila ndo é essencial

para a atividade antimicrobiana (VELDHUIZEN et al., 2006).

No presente estudo, buscou-se verificar o efeito do tratamento com a aplicagcdo
local na regido gengival de géis a base de produtos naturais e seus derivados, bem como
elucidar os mecanismos pelos quais esses fitofdirmacos atuam na periodontite em modelo
animal, comparando-o com um antimicrobiano ja aceito, a doxiciclina (controle positivo) e
um gel veiculo (controle negativo). Para tanto, a doenga periodontal foi induzida através da
insercdo de fio de ndilon 3.0 ao redor dos segundos molares superiores esquerdos de ratos
Wistar, de acordo com modelo desenvolvido por vérios autores (CRAWFORD et al., 1978;
SALLAY et al., 1992; SAMEJIMA et al.,, 1990; KOIDE et al., 1995) e modificado no
Laboratério da Farmacologia da Inflamacido e do Cancer — LAFICA (LIMA et al., 2000;
LEITAO et al., 2005).

A estrutura e a organizacdo do tecido periodontal da regido de molares em ratos,
incluindo epitélio gengival oral, epitélio sulcular oral, epitélio juncional, fibras coldgenas
periodontais, cemento celular e acelular e osso alveolar, sdo muito semelhantes as do ser
humano. A maior diferenca consiste no fato de que o epitélio sulcular gengival dos ratos é
queratinizado. Porém, estudos mostram que ndo se deve pensar que a barreira funcional
gengival € diferente nos ratos e nos seres humanos, embora a extensdo da drea afetada seja
maior no homem. Dessa forma, o modelo aqui utilizado foi capaz de reproduzir as principais
caracteristicas encontradas na periodontite em humanos, sendo apropriado para o estudo dessa

doenca.

Neste trabalho, escolhemos o Oleo Essencial de Lippia sidoides (OELS) e o

extrato fluido da aroeira (EFA) devido ao fato desses produtos naturais serem de fécil acesso a
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populacdo de baixa renda (custo mais acessivel) e por possuir apresentacio para
administracio via tépica elaborados na UFC. A doxiciclina também foi escolhida nio sé
devido a sua ag@o antimicrobiana, mas também ao seu efeito anticolagenolitico. Varios
autores demonstram que o uso deste fairmaco como um agente eficaz como coadjuvante no
tratamento da periodontite, em virtude da inibicdo da atividade das metaloproteinases e,
conseqiientemente, inibe a destrui¢do dos tecidos periodontais. Além disso, o uso de uma dose
maior, pouco contribui para a ocorréncia de alteracdes na suscetibilidade da microflora
periodontal, ndo ocorrendo, assim, a resisténcia bacteriana (CHANG et al., 1994; CIANCIO,
1998; GOLUB et al., 1998; BEZERRA et al., 2000; CATON et al., 2001; GOLUB et al.,
2001).

Na segunda e terceira etapa do nosso estudo, de acordo com trabalhos anteriores
(SALLAY et al., 1982; BEZERRA et al., 2000; LIMA et al., 2000), foi possivel observar nos
grupos (NT) e gel veiculo (V) uma significativa perda 6ssea alveolar no 11° dia apds a
inducdo da doenca periodontal experimental (DPE), a qual foi avaliada através do indice de
perda 6ssea (IPO) e da andlise histopatoldgica. De acordo com os autores citados
anteriormente que induziram a DPE da mesma forma, nossos achados também comprovaram
que a perda éssea alveolar teve inicio a partir do 3° dia, alcangando valores méximos entre o

7° e o 11° dias.

No presente estudo, a administracdo de géis combinados de alecrim e aroeira
(GAA) assim como gel de carvacrol e chalconas (GCC), logo ap6s a inducdo de doenga,
mostrou-se capaz de reduzir de forma significativa o IPO, de forma compardvel ao gel de
doxiciclina (GDX) (BOTELHO et al., 2007c). O gel de doxiciclina de aplicacdo tépica ja foi
utilizado na periodontite como tratamento (TOMASI; WENNSTROM, 2004), mostrando-se
eficaz em diminuir a reabsor¢io dssea, reduzindo o furnover 6sseo e diminuindo o nimero de
microorganismos nos sitios afetados como também a atividade dos osteoclastos (MACHION

et al., 2006). Dessa forma, neste trabalho a doxiciclina foi utilizada como controle positivo.

Os géis a base de compostos naturais aplicados de forma isolada ndo apresentaram
mudangas significativas no [PO. Surpreendentemente, um efeito adicional ndo apenas no PO
foi verificado como também em outros parimetros avaliados quando aplicados de forma

combinada. E possivel especular que com a combinacio dos dois compostos no mesmo gel
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associou-se o efeito antimicrobiano do alecrim pimenta com o efeito antiinflamatério da

aroeira.

Apesar do efeito antimicrobiano do alecrim pimenta ser conhecido e no nosso
estudo se mostar mais acentuado, Amorim e Santos (2003) mostraram que o gel de Aroeira,
foi eficaz em diminuir a contagem de bacilos de Ddderlein e de bactérias anaerdbicas
Gardnerella vaginalis quando comparado ao grupo tratado com gel placebo. No referido
estudo os autores mostraram que alcancaram um percentual de cura de 80% quando o gel de

aroeira foi utilizado para o tratamento da vaginose bacteriana.

Considerando a andlise histopatoldgica, o periodonto de animais submetidos a
DPE tratados com gel veiculo (V) e os nao-tratados (NT), apresentaram intenso infiltrado
celular inflamatério no 11° dia apds a cirurgia, além de destrui¢@o total do processo alveolar e
destrui¢do acentuada do cemento, achados que conferem com os estudos de Bezerra et al.

(2000); Lima et al. (2000) e Menezes et al. (2005).

Adicionalmente, aos dados anteriores, foi possivel, através de uma coloragcdo

especial, demonstrar uma acentuada destruicao das fibras coldgenas (dados ndo apresentados).

Os géis combinados GAA e GCC foram capazes de reduzir a reabsor¢do do 0sso
alveolar e do cemento radicular, além de preservar de modo parcial a destrui¢do das fibras
coldgenas do ligamento periodontal. Este efeito também foi andlogo ao encontrado com o uso
do gel tépico de doxiciclina, havendo uma melhor preservagédo das fibras coldgenas quando

comparado com os géis de produtos naturais combinados.

Ainda analisando os achados histopatoldgicos nesse estudo, observou-se na 6* hora
ap6és a cirurgia um intenso infiltrado celular inflamatério com predominio de
polimorfonucleares, com presenca também de mononucleares no tecido gengival, inclusive no
proprio epitélio (dado ndo mostrado), além de hemorragia e edema nos animais ndo-tratados
(NT) assim como naqueles que foram tratados com gel veiculo. O aumento do infiltrado
neutrofilico na 6 hora apds a inducdo da DPE foi confirmado através da realizacdo da medida
da atividade de MPO, enzima neutrofilica, a qual se mostrou aumentada na 6* hora em ambos
os grupos citados. Estes dados estdo de acordo com os achados do nosso grupo (MENEZES et

al., 2005). A aplicagdo tépica dos géis GAA e GCC imediatamente apds a cirurgia, promoveu
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uma reducdo acentuada do infiltrado neutrofilico na 6* hora e reducdo da MPO, sugerindo um
efeito inibitdrio destes dois géis combinados na migracdo dos leucocitos PMNSs. Esses dados
estdo de acordo com Viana et al. (1997, 2003); Goes et al. (2005); Cavalcante et al. (2005);
Botelho et al. (2007b, 2007c, 2007d), que verificaram uma diminui¢do do processo
inflamatorio através do uso topico destas substdncias em modelos experimentais, € em um

ensaio clinico.

Vale ressaltar que os leucdcitos PMNs consistem na primeira linha de defesa do
organismo, os quais sdo fundamentais na preservac¢do do periodonto, pois além de realizarem
fagocitose, liberam substincias inflamatdrias e antibacterianas capazes de eliminar os
microrganismos (OVER et al., 1993; MIYASAKI; NEMIROVSKIY, 1997). Entretanto, o
papel dos neutrdfilos pode ser considerado “uma faca de dois gumes”, de um lado protegendo
0 organismo, por outro lado pode vir a promover a destruicdo tecidual, através da liberacdo de
enzimas, radicais reativos de oxigénio e, também, de citocinas (GALBRAITH et al., 1997;

LIU et al., 2001).

Com isso, este trabalho mostrou que os géis elaborados e desenvolvidos no
laboratoério de farmacotécnica da UFC diminuem a resposta inflamatdria inicial, o que pode
refletir também nas conseqiiéncias posteriores da doenga periodontal, como reabsorcio dssea

e do cemento.

Esta reducdo acentuada do infiltrado inflamatdério neutrofilico induzida pelo
tratamento com os géis GAA e GCC de forma tdépica poderia melhor explicar a preservacio
das fibras coldgenas do ligamento periodontal, bem como uma menor a reabsorcdo do

cemento e do osso alveolar.

Trabalhos prévios demonstraram que a DPE induz um aumento de IL-1f no tecido
gengival, a qual pode ser produzida por mondcitos, macréfagos e neutréfilos (KIELDSEN et
al., 1995; MILLER et al., 1996; MENEZES et al., 2005). A aplicacdo tépica do gel GAA na
regido gengival logo apds a inducdo da doenca foi capaz de reduzir os niveis ndo apenas de
IL-1B, mas também de TNF-a no tecido gengival, com uma diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao grupo tratado com gel veiculo e aqueles ndo-tratados.
Estudos prévios mostram a existéncia de TNF armazenado nos mastdcitos e mononucleares,

indicando que no tecido gengival sadio, esta citocina ja existe, uma vez que a cavidade oral é
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naturalmente contaminada e que mastdcitos possuem TNF pré-fabricado dentro de seus
granulos (ANDRADE, 2003). Estudos do nosso laboratério mostram que inibidores da sintese
de TNF reduzem consideravelmente a perda éssea e o processo inflamatério na DPE
enfatizando a importancia desta citocina na patogénese da DPE (LIMA et al., 2000; 2004). A
aplicagdo tépica do gel GAA na regido gengival logo apds a inducdo da doenga nos animais
promoveu uma diminuicdo que alcanga uma significancia estatistica dos niveis de TNF-a no
11° dia no tecido gengival em relag@o ao tecido dos animais que receberam o gel veiculo, esta
reducdo ficou evidente na dosagem de citocina por ELISA. Existem referéncias que os
fitofarmacos pertencentes a este grupo atuam como drogas antinflamatdrias, sendo capazes de
diminuir a produgdo de citocinas, tais como IL-1B, TNF-a (VIANA et al., 1997, 2003;
BOTELHO et al., 2007c).

Neste estudo, também foi analisado a variacdo de massa corpdrea dos animais
submetidos a DPE. Verificou-se perda significativa de massa corpérea dos animais no
primeiro dia apés a inducdo da doenga, provavelmente devido ao trauma provocado pelo ato
cirtrgico, ocasionando um processo inflamatério agudo, o qual dificultaria a alimentagcdo dos
animais. Apds este primeiro momento, ocorreu um ganho de massa corpdrea percentual mais
acentuado em todos os grupos os quais receberam tratamento com gel a base de produtos
naturais, sendo este efeito potencializado na combinagdo de tais compostos nos quais os
animais voltaram a ganhar peso de forma comparavel aqueles tratados com gel de doxiciclina.
Nos animais nos quais foi administrado GAA e GCC, GAl, GAr, GCa, GCh e GDX
observou-se ganho progressivo de massa corpérea de forma significativa em todos os tempos
avaliados, resultando em uma curva que se aproximava dos animais sem a doenca. Esses
achados sdo em parte consistentes com o trabalho de Lima et al. (2000), no qual afirmam que
ap6s os animais perderem 10% de seu peso no primeiro dia depois da inducdo da doenga,
retornaram ao peso inicial. Contudo, Koide et al. (1995), demonstrou que a perda de peso
ocorreu nos trés primeiros dias apds a cirurgia. A aplicacdo de forma tdpica pode vir a trazer
beneficios como a diminuicdo da dor e carga bacteriana promovendo condi¢Ges orais para

uma melhor alimentago dos ratos tratados com os géis a base de produtos naturais.

Além de o presente estudo analisar a modulacdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro pelos géis isolados e combinados (GAA e GCC), também foi avaliado o efeito
destes fitofarmacos sobre a flora bacteriana local periodontopatogénica, essencial para o

desenvolvimento da periodontite. Inicialmente, investigamos as bactérias que fazem parte da
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microbiota normal da cavidade oral dos ratos e as que colonizam o periodonto destes animais
apods a inducdo da doenca. Trabalho do nosso laboratério mostra que a microbiota em ratos
submetidos a doenca periodontal experimental é diferente da flora de animais sem a doenga,
sendo formada predominantemente de bactérias Gram negativas anaerdbicas, e bacilos Gram
negativos pigmentados (MENEZES et al., 2005). De acordo com a literatura, estes bacilos
compreendem os gé€neros Porphyromonas sp e Prevotella sp. Nossos dados confirmam
estudos anteriores (KLAUSEN, 1991; MORENO et al., 1999) que mostram que ha alteracdo
na constituicdo microbioldgica da doenca periodontal semelhantes ao encontrados por nos,

presentes tanto em humanos como em ratos.

Surpreendentemente, no presente estudo, notamos que o tanto o GAl, GAr, GAA,
GCa, GCh e GCC inibiram o crescimento de bactérias da cavidade oral. Apesar deste achado,
0 GAA, GCC, GCa e GAl inibiram de forma mais efetiva o nimero de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) de forma a alcangar significincia estatistica quando comparados aos géis
de aroeira e chalconas, sendo este dado estatisticamente significante quando comparamos aos
animais que receberam apenas gel veiculo e ndo-tratados. Tais achados ja eram esperados
tendo vista a ja estabelecida potente atividade antimicrobiana do alecrim e seus componentes

(BOTELHO et al., 2007a; MONTEIRO et al., 2006).

Trabalhos recentes mostram que vdrios fitofairmacos que normalmente sdo usados
em diversas patologias infecciosas tém mostrado atividade antimicrobiana in vitro e in vivo.
(PAI et al., 2003; DUARTE et al.,, 2006; BOTELHO et al.,, 2007a, 2007b, 2007c;
CARVALHO et al., 2007). Entre estas drogas, encontram-se o timol e carvacrol, que de
acordo com os estudos conduzidos por Osawa et al. (1990), tais compostos presentes no 6leo
essencial do alecrim-pimenta sio efetivos contra bactérias periodontopatogénicas anaerdbicas
como Actinobacillus, Capnocytophaga, Fusobacterium, Eikenella Bacteroides. Carvalho et al.
(2007) demonstraram através de microscopia de forca atomica a a¢do do OELS sobre o
biofilme e cepas multirresistentes de Enterococos fecalis. Em outro estudo foi comprovada a
atividade biolégica sobre as larvas do mosquito da dengue Aedes aegyptyi (CARVALHO et
al., 2003). Outros compostos derivados da aroeira foram capazes de inibir o crescimento de
bactérias presentes no trato vaginal (AMORIM; SANTOS, 2003). Um trabalho um pouco
mais antigo mostrou que o 6leo essencial do alecrim pimenta possuia capacidade de inibir ndo
apenas o crescimento de Streptococcus mutans (BOTELHO; SOARES, 1994) como bactérias

residentes na epiderme (LACOSTE et al., 1996). Porém, ainda nio havia sido demonstrada a
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sua atividade contra o fungo envolvido com o processo de aftas bucais e candidiase oral
(Candida albicans) assim como a atividade do gel de alecrim pimenta isolado bem como de

seu derivado combinado ou néo sobre as bactérias periodontopatogénicas.

Os dados apresentados mostram que os géis GAA e GCC possuem acdes
relevantes, tanto na microbiota envolvida na DPE quanto na resposta inflamatéria do
hospedeiro e reabsor¢cdo dos tecidos duros do periodonto, podendo ser considerado um
fitomedicamento promissor para o tratamento da periodontite, e doencas infecciosas e

inflamatoérias, sendo necessarios estudos clinicos futuros, para confirmar o seu efeito positivo.



84

7 CONCLUSOES

° O 6leo essencial de Alecrim-pimenta, timol e o carvacrol apresentam atividade
antimicrobiana in vitro frente a Candida albicans bem como aos estreptococos envolvidos no

inicio da formacao do biofilme dental e do processo periodontopatogénico;

o Os géis contendo a associacdo de Alecrim+Aroeira (GAA) e Carvacrol+Chalconas
(GCC) reduziram a perda Ossea, a reabsor¢do do cemento, carga microbiana, a perda de peso

e os parametros inflamatorios caracteristicos da doenca periodontal experimental.
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