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O MANIFESTO DA DOR

Eu sei que ndo sou amada.
Na vida sigo ao enlago de todos,
sem definir tempo, estado,
raga, credo ou situagdo.
Mister se faz que todos os homens
da terra sintam-me o latejo.
Desde a cria¢do do mundo,
caminho lado a lado nas diretrizes
que o tempo me conduz.
Dizem que com cada semblante triste
que geme aflito,
sou a ferramenta a sulcar “ais” com agonias,
fazendo a lagrima verter
o0 seu pranto sentido.
Dizem que sou palida,
como a face que ndo tem sangue;
perdida, como a mente sem memoria,
vazia, como o eco de um grito no precipicio;
pontiaguda, como o punhal cortante.
E, por onde passo,
provoco sucessivos lamentos
onde pouso vibrante, até que me vou.
Contudo, eu sei que sou:
a energia latente em seu corpo;

a forga que indica quando algo ndo estd perfeito;
a perspectiva para a busca do equilibrio.
Fui criada com duplo sentido para a reflexdo:
despertar a ciéncia para a preserva¢do da vida;
sublimar a paciéncia em nome da criagdo;
sou o presente de Deus para a vida;
também sua melhor amiga,
seu porto seguro a preservar o seu corpo com vida,
pelo manifesto da dor.

JOSEPH
Epigrafe do Livro:
Dor Odontogénica
Sdo Paulo: Artes Médicas, 2001.



“A dor é uma experiéncia universal que desconhece paises ou fronteiras.
Afeta igualmente homens e mulheres de todas as ragas e credos.

A dor é indiferente as condicoes politicas e sociais e afeta praticamente
todos os individuos. E uma experiéncia sensorial individual. Assim, como a
fome e a sede, é dificil de ser definida e varia de doente para doente.
Nossos conhecimentos sobre seus mecanismos, etiologias e tratamentos
ainda estdo na infdncia.

Através da historia, a dor 5o foi ofuscada pelo medo da morte; ainda

assim muitos escolheriam morrer a sofrer a devastagdo da dor inevitavel...

Hoje ainda ha muitos desafios no entendimento da dor...

Enquanto a ciéncia, gragas as pesquisas realizadas, avanga rapidamente,

é necessario que ndo percamos a compreensdo e a compaixdo pelos

’

doentes.’

Gary M. Heir, DMD
Department of Oral Biology, Pathology and Diagnostic Science
of University of Medicine and Dentistry of New Jersey.
Prefacio do Livro:
Dor Orofacial, Diagnoéstico, Terapéutica e Qualidade de Vida.
Curitiba: Editora Maio, 2001.



ORACAO A DOR

Dor!

Tu és a sacrossanta mensageira

Da lagrima que aflui aos olhos meus!
Do jardim de meu peito.

Tu és a mais olente flor!

Es minha assidua e boa companheira
Nas horas de afli¢ao,

Quando o meu coragao

Se entorce, contrafeito,

Nas vascas da agonia!

E Deus, que te enviou para meu peito,
Deus,

Que ¢ justo que € bom e que ¢ perfeito,

Ha de fazer de ti minha alegria!

Dizem que és m4, no entanto eu te bendigo
E te admiro, 6 DOR!

Pois ja me acostumei a te hospedar

No humilde alojamento

De meu manguado ser!

E, quando tardas em voltar

A este modesto abrigo,

Eu pressinto o amargor

STEPHANIA ROCHA BEZERRA



“Das dores a que nos melhor

suportamos é a do proximo”.



A Deus, que sempre protege

meu lar, minha familia.

Aos meus pais, Luiz Holanda

Pinto ¢ Maria de Lourdes

Araujo de Holanda Pinto.

Aos meus sogros, Manoel

Carlos Neto (In memoriam) e

Edina da Cunha Sales.

A minha esposa, Ligia Maria

Sales Pinto, € aos meus filhos,

Luiz Holanda Pinto Neto,

Leandro Sales Holanda Pinto

e Livia Maria Sales Pinto,

com beijos e gratiddo pelo

amor, paz e felicidade.
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RESUMO

AVALIACAO DO EFEITO ANTIINFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO DO
a- ¢ B-AMIRINA, EM MODELO DE DOENCA PERIODONTAL E NOCICEPCAO
OROFACIAL EM RATOS.

Este estudo avaliou o potencial antiinflamatério do triterpeno o, B-amirina sobre a
periodontite nas fases aguda e cronica, em ratos. A periodontite foi induzida pela colocacdo
de ligadura ao redor do 2° molar superior esquerdo. Ratos (n=8) foram pré-tratados com
a, B-amirina (5 e 10 mg/kg,v.0). Falso-operados e controles positivos (lumiracoxibe, 20
mg/kg,v.0.e dexametasona, 1 mg/kg, i.p.) foram incluidos. Na fase aguda, os niveis do fator
de necrose tumoral (TNF)-alfa no plasma foram medidos e o tecido gengival foi analisado
para mieloperoxidase (MPO) e substancias tiobarbitaricas acido-reativas (TBARS). Tanto
o, B-amirina, como dexametasona, diminuiu os niveis de TNF-alfa, MPO ¢ TBARS. Ja na
fase cronica, ap6s a inducao da doencga, os animais foram acompanhados e tratados durante 11
dias, avaliando-se, em seguida, o efeito das drogas na variacdo de massa corporea e no indice
de perda Ossea, além de estudo histopatologico do tecido 6sseo e da gengiva. Na avaliagdo da
variacdo da massa corporea, observou-se que, com o, B-amirina e com lumiracoxibe ocorreu
aumento no ganho de peso na massa corporea, ao passo que, com a dexametasona, ocorreu
diminui¢do, quando comparados com o grupo normal (p<0,05). Em relagao ao indice de perda
Ossea, observou-se que o, B-amirina 5 mg/kg ndo preveniu a perda 6ssea, ndo causando, no
entanto, aumento, o que ocorreu na concentracdo de 10 mg/kg e nos controles positivos,
lumiracoxibe e dexametasona, quando comparados ao grupo falso-operado (p<0,01). Estes
resultados permitem concluir que o, f-amirina modulou a inflamagdo periodontal na fase
aguda e demonstrou atividade antiinflamatdria na periodontite nas fases aguda e cronica, mas
ndo mostrou capacidade para prevenir a perda Ossea. Paralelamente a este estudo,
investigou-se, também, o efeito da a, f-amirina em modelo de nocicepcao orofacial induzida
em ratos por formalina e capsaicina. Os animais foram pré-tratados com a, B-amirina (10, 30
e 100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (Tween 80, 3%), recebendo, em seguida, inje¢do de formalina
(1,5 %,20 pl) ou capsaicina (20 pl, 1,5 pg) na parte central da vibrissa direita. Apos a anélise
dos dados, concluiu-se que a o, B-amirina exerceu atividade antinociceptiva no modelo de
nocicepg¢ao orofacial induzida por capsaicina e formalina.

Palavras chave: Protium heptaphyllum; o, p-amirina; periodontites; atividade
antiinflamatodria; nocicepg¢ao orofacial; antinocicepg¢do; formalina; capsaicina.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY
EFFECT OF a- ¢ 3-AMIRINA IN A MODEL OF DISEASE PERIODONTAL AND
NOCICEPCION OROFACIAL IN RATS.

This study evaluated the triterpene pentaclycle a- 3-amyrin anti-inflammatory potential on the
stages of periodontitis, acute and chronic, in rats. The periodontitis was induced through
ligature placement around the second left upper molar. Rats (n=8) were treated with
a, B-amyrin (5 and 10 mg/kg, v.0o). Sham-operated and positive-controls (lumiracoxibe 20
mg/kg, v.o. and dexametasone, 1 mg/kg, i.p.) were included. The TNF-alfa levels in the
plasma were evaluated and gingival tissues analyzed for myeloperoxidase (MPO) and
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS). Both a, B-amyrin and dexametasone
decreased the levels of TNF-alfa, MPO and TBARS. In chronic stage, the animals were
observed and treated for a period of 11 days, in which the rats received the same drugs and
were evaluated regarding their body mass variation and bone loss index, besides, were
submitted to histopathological study of bone and gingival tissues. In the evaluation of the
body mass variation, a, B-Amyrin and lumiracoxibe caused an increase in the weight gain,
while a decrease occurred in rats treated with dexametasone when compared with the normal
group (p<0.05). In relation to bone loss index, it was observed that a, B-Amyrin 5 mg/kg did
not prevent bone loss, whereas a concentration of 10 mg/kg displayed an increase in bone
loss; this increase also was perceived in the positive controls, lumiracoxibe and
dexametasone, in relation to the sham-operated rats group (p<0.01). In conclusion,
a, B-amyrin modulates acute phase periodontal inflammation and presents anti-inflammatory
activity in both acute and chronic phases, but do not have the capacity to prevent bone loss. In
parallel to this study, we also investigated the a, f-amyrin effect in model of orofacial pain
induced in rats by formalin and capsaicin. The animals were pre-treated with o, B-amyrin
(10, 30, and 100 mg/kg, 1.p.), or vehicle (Tween 80, 3%), and than received either formalin
(20 pl, 1.5%) or capsaicin (20 pl, 1.5 pg) injection into the vibrissa central right side. After
data analysis, it was concluded that a, B-amyrin exerts antinociception effect in experimental
model of orofacial pain induced by capsaicin and formalin.

Key Words: Prothium heptaphyllum; o, f-amyrin; periodontitis; anti-inflammatory activity;
nociception orofacial; antinociception; formalina; capsaicin.
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1 INTRODUCAO

1.1 O periodonto

O 6rgao dentario ¢ o conjunto de estruturas anatdmicas que completam, ao lado
dos dentes, uma das partes fundamentais do grande aparelho mastigatério. E constituido por
tecidos especificamente dentdrios: esmalte, dentina e polpa, e aqueles que os ligam aos
maxilares, ou seja, processo alveolar, ligamento periodontal, cemento, elementos de
sustentagdo cuja associagdo representa o periodonto (FREITAS; ALVARES; TAVANO,
1976).

Para melhor compreensao da doenga periodontal, ¢ importante o conhecimento da
arquitetura normal do periodonto. O periodonto (peri = em torno de, odonto = dente) ¢
dividido em: periodonto de protecdo, integrado por gengiva e cuja fungdo ¢ de revestimento, e
periodonto de sustentagdo (insercao), integrado por ligamento periodontal, osso alveolar e
cemento radicular, cuja funcdo ¢ de sustentagdo do dente em seu alvéolo (CARRANZA,

1976; LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).

A gengiva ¢ a parte da mucosa mastigatoria que cobre o processo alveolar e
circunda a por¢do cervical dos dentes. Consiste em uma camada epitelial e um tecido
conjuntivo subjacente, chamado de lamina prépria. Duas partes da gengiva podem ser

diferenciadas: livre ¢ inserida (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).

A margem gengival livre, com freqiiéncia, ¢ arredondada, de modo a formar uma
pequena invaginac¢ao ou sulco entre o dente e a gengiva. Geralmente, apresenta largura ao
redor de 1 mm e forma a parede de tecido mole do sulco gengival. Quando uma sonda ¢
inserida nesta invaginagdo e for¢ada, apicalmente, na direcdo da juncdo cemento-esmalte, o
tecido gengival € separado do dente, e uma “bolsa gengival” (ou “sulco gengival”) fica aberta
artificialmente. O sulco gengival, portanto, ¢ o espago em torno do dente, limitado de um lado

pela superficie dentaria, ¢ do outro pelo epitélio que reveste a margem livre da gengiva.
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Depois de completada a erupcdo dentaria, a margem gengival livre fica localizada na
superficie do esmalte cerca de 1,5 a 2 mm coronariamente a jun¢do cemento-esmalte

(LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).

A gengiva inserida ¢, na dire¢do da coroa, limitada pela ranhura gengival ou,
quando tal ranhura esta ausente, por um plano horizontal que passa pelo nivel da juncao
cemento-esmalte. A gengiva inserida estende-se em direcdo apical até a juncao
mucogengival, onde se torna continua com a mucosa alveolar. Com textura firme e tom
roseo, a gengiva inserida com freqiiéncia mostra uma superficie que apresenta uns pontilhados
delicados, o que lhe confere o aspecto de casca de laranja. Este tipo de mucosa esta
firmemente inserida no osso alveolar e cemento subjacentes por meio de fibras do tecido
conjuntivo, portanto, ¢ comparativamente imovel em relagdo aos tecidos subjacentes. Na
gengiva normal, ou clinicamente sadia, nao ha “bolsa gengival” ou “sulco gengival”, pois a

gengiva estd em contato intimo com o esmalte (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).

O ligamento periodontal ¢ o tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e
celular, estando incluido no espago entre as raizes dos dentes e a lamina dura ou ao 0sso
alveolar propriamente dito, tendo uma largura de cerca de 0,25 mm (LINDHE; KARRING;
ARAUIJO, 2005).

O cemento radicular ¢ um tecido mineralizado, especializado, que reveste as
superficies radiculares e, ocasionalmente, pequenas por¢des das coroas dos dentes. O cemento
desempenha diferentes fungdes. Ele insere as fibras do ligamento periodontal na raiz e
contribui para o processo de reparo apos danos a superficie radicular (LINDHE; KARRING;
ARAUJO, 2005).

O processo alveolar ¢ definido como as partes da maxila e da mandibula que
formam e dao suporte aos alvéolos dos dentes. Em conjunto com o cemento radicular e o
ligamento periodontal, o osso alveolar constitui o aparelho de inser¢ao dos dentes, cuja fungao
principal ¢ distribuir e absorver as forcas geradas, por exemplo, pela mastigagdo e por outros
contatos dentarios (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005). A existéncia deste processo é
dependente da formacao e da erup¢do dos dentes, e esta sujeito a atrofia em caso de perda do

elemento dentario (CARRANZA; NEWMAN, 1996).
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A principal fun¢@o do periodonto (Figura 1) ¢ inserir o dente no tecido dsseo dos
maxilares e manter a integridade da superficie da mucosa mastigatdria da cavidade oral. Ele
forma uma unidade de desenvolvimento, bioldgica e funcional, que ¢ objeto de determinadas
alteragdes com a idade e que, além disso, esta sujeita a alteragdes morfologicas relacionadas a

modificagdes funcionais e no meio bucal (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).

Figura 1 — Desenho esquematico do dente com seu periodonto
G — gengiva, PL — Ligamento periodontal, ABP — Osso alveolar propriamente dito,
RC- Cemento radicular, AP — processo alveolar.
(Desenho adaptado de LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2005).
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1.2 Inflamacao

1.2.1 Aspectos gerais da resposta inflamatéria

O organismo humano possui mecanismo natural de defesa contra o trauma,
injurias ou morte celular, que se chama inflamacdo. As respostas a essas injurias se
manifestam pela dor, calor, rubor e o inchaco na area afetada. Quando isso acontece, maior
quantidade de mediadores quimicos vai para essa area, provocando reagdes teciduais,
caracterizadas pela vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade dos capilares com
extravasamento de liquido para os espagos interticiais, migra¢do de granuldcitos, monocitos e

pela intumescéncia das células (RODRIGUES; GOTARDI, 2001).

A palavra “inflamacdo” deriva do latim flamma (fogo ou chama) e seu emprego
como termo médico decorre da associagdo entre uma fogueira e as caracteristicas
(quentura, vermelhidao e ardéncia) de certas lesdes da pele. A historia conta que as quatro
manifestagdes clinicas da inflamacdo (rubor, dor, calor e tumefacdo) foram descritas pelo
pensador romano Aulus Celsus j& no inicio da Era cristd (entre os anos 130 e 200), e que o
médico grego Claudius Galenus (129-216?) adicionou o quinto sinal: a perda da func¢do. Os
estudos sobre os mecanismos patoldgicos e celulares da inflamacgao, porém, s6 tiveram inicio
em 1858, com o patologista alemdo Rudolf Virchow (1821-1902). A inflamag¢do ¢ um
conjunto de alteragdes (nos vasos sangiiineos, nos tecidos e nos fluidos internos) provocadas
por lesdes, infec¢des, substancias nocivas ou disturbios organicos. O eritema (rubor ou
vermelhiddo) e o edema (tumefacdo ou inchago) sdo causados pelo aumento da
permeabilidade de pequenos vasos sangiiineos, permitindo que células sangiiineas e plasma
(proteinas do sangue) passem desses vasos para os tecidos vizinhos. Tais células — leucocitos
e outras — sao ativadas apos interagirem com toxinas liberadas por bactérias e com proteinas
plasmaticas, e passam a produzir “fatores soltiveis”, inicialmente denominados “pirogénios
endogenos”, pois tém forte poder de induzir febre e sdo geradas dentro do organismo. A
inflamacao, portanto, induz febre e, dependendo da intensidade, pode vir acompanhada de dor

e outros efeitos (BELIZARIO, 2006).

A inflamagdao ¢ uma complexa reagdo do organismo, em especial dos tecidos
vascularizados contra estimulos lesivos. Esta reacdo serve para destruir, matar, diluir ou

imobilizar o agente agressor. Microscopicamente, ela envolve uma série de eventos, que
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incluem: dilatacdio de arteriolas, com aumento da permeabilidade e fluxo sangiiineo;
exsudacdo de fluidos, incluindo proteinas plasmaticas; e migra¢do de leucdcitos para o foco

inflamatorio (ROCHA E SILVA, 1978; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985).

A inflamagdao ¢ caracterizada como aguda e cronica. A forma aguda se
caracteriza por ter uma curta duragdo (minutos, horas ou até duas semanas), ter predominio de
neutrofilos e exibir fendmenos vasculares e exsudativos intensos. A de fei¢do cronica possui
longa duracdao (além de duas semanas), ¢ mais especifica, suas principais células sao os
linfécitos, plasmdcitos € macrofagos e exibe fendmenos mais destrutivos e regenerativos do

que o processo agudo (BRUNETTI; FERNANDES; MORAES, 2007).

1.2.2 Inflamagdo aguda

A inflamagdo aguda € a resposta imediata e precoce a um agente nocivo. Como os
dois principais componentes de defesa contra microbios — anticorpos e leucdcitos — sdo
normalmente conduzidos na corrente sangiiinea, ndo ¢ surpreendente o fato de que os
fendmenos vasculares desempenham papel importante na inflamacao aguda. Por conseguinte,
a inflamagao aguda possui trés componentes principais: (1) alteracdes do calibre vascular, que
acarretam aumento do fluxo sangiiineo; (2) alteragdes estruturais da microvasculatura,
permitindo que as proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a circulag@o; (3) migracdo dos
leucdcitos da microcirculagdo e seu acimulo no foco de lesdo. Os fendomenos vasculares
caracterizam-se por aumento do fluxo sangiliineo para a 4érea lesada, resultante,
principalmente, da dilatacdo arteriolar e da abertura dos leitos capilares. O aumento da
permeabilidade vascular leva ao acimulo de liquido extravascular rico em proteina, o qual
forma o exsudato. As proteinas plasmaticas deixam os vasos, mais comumente através das
jungodes alargadas entre as células endoteliais das vénulas ou por lesdo direta das células
endoteliais. Os leucocitos, inicialmente representados, sobretudo, por neutrofilos, aderem ao
endotélio e migram para o local da les@o sob a influéncia de agentes quimiotaticos. Segue-se a
fagocitose do agente ofensivo, que pode acarretar a morte do microorganismo. Durante a
quimiotaxia e a fagocitose, os leucdcitos ativados podem liberar metabolitos tdxicos e
proteases no meio extracelular, potencialmente causando lesdo tecidual (TROWBRIDGE,

EMLING, 1996; COLLINS, 2000).
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1.2.3 Mediadores quimicos da inflamacao

A inflamagdo ¢ controlada pela presenga de um grupo de substancias chamadas de
mediadores quimicos. Os mediadores originam-se do plasma ou das células. Os mediadores
oriundos do plasma (p.ex.complemento) estdo presentes no plasma em formas precursoras que
devem ser ativadas, em geral, por uma série de clivagens proteoliticas, a fim de adquirir
propriedades bioldgicas. Os mediadores oriundos de células, normalmente, estdo seqiiestrados
nos granulos intracelulares, que precisam ser secretados (p.ex., histamina nos granulos dos
mastdcitos) ou sdo sintetizados originalmente (p.ex., prostaglandinas, citocinas) em resposta a
um estimulo. As principais fontes celulares sdo plaquetas, neutro6filos, mondcitos/macrofagos
e mastocitos, mas as células mesenquimais (endotélio, musculo liso, fibroblastos) e a maioria

dos epitélios também podem ser induzidos a elaborar alguns mediadores (COLLINS, 2000).

A histamina encontra-se amplamente distribuida nos tecidos, sendo a fonte mais
rica os mastocitos, normalmente presentes no tecido conjuntivo adjacente aos vasos
sangiiineos e regido subepitelial. Também ¢ encontrada em basofilos e plaquetas sangiiineas.
A histamina pré-formada estd presente nos granulos de mastocitos e ¢ liberada por
degranulacdo dessas células em resposta a uma variedade de estimulos: 1) lesdo fisica, como
um traumatismo, frio, ou calor; 2) reagdes imunes, envolvendo a ligagdo dos anticorpos nos
mastocitos; 3) fragmentos do complemento denominados anafilatoxina (C3a e CS5a);
4) proteinas de liberagdo da histamina derivadas dos leucocitos; 5) neuropeptideos
(p.ex., Substancia P); e 6) citocinas. No ser humano, a histamina causa dilatacao das arteriolas
e aumenta a permeabilidade vascular das vénulas. E considerada o principal mediador da fase
imediata de aumento da permeabilidade vascular, produzindo lacunas venulares (COLLINS,

2000).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) ¢ o segundo mediador vasoativo
pré-formado com agdes semelhantes as da histamina (TROWBRIDGE; EMLING, 1996;
COLLINS, 2000). Esta presente nas plaquetas e células enterocromafins, e nos mastdcitos em
roedores (COLLINS, 2000), sendo, também, sintetizadas e liberadas por mastocitos humanos
(KUSHNIR-SUKHOV; BROW; YALIN et al., 2007). A liberacdo de serotonina das
plaquetas ¢ estimulada quando elas se agregam apods contato com o colageno, trombina,
difosfato de adenosina (ADP) e complexos antigeno - anticorpo. A agregacdo e liberagdo

plaquetérias também sao estimuladas pelo fator ativador plaquetario (FAP), proveniente dos
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mastocitos, durante reacdes mediadas por IgE. Desse modo, a reacdo de liberagdo plaquetaria

resulta em aumento da permeabilidade durante reagdes imunologicas (COLLINS, 2000).

O sistema complemento compreende 20 proteinas, encontradas em maior
concentracdo no plasma. Esse sistema funciona na imunidade inata e adaptativa para defesa
contra agentes microbianos, culminando na lise de microrganismos, pelo chamado complexo
de ataque a membrana. No processo, uma série de componentes do complemento ¢ elaborada
causando aumento da permeabilidade vascular (liberacao de histamina), no recrutamento de
leucocitos fagociticos (quimiotaxia), na opsonizacdo de alvos para as células fagociticas e
dano direto sobre as células-alvo ou tecidos (TROWBRIDGE; EMLING, 1996; COLLINS,
2000).

O sistema de cininas produz peptideos vasoativos com base em proteinas
plasmaticas denominadas cininogénios por intermédio de proteases especificas chamadas
calicreinas (MARGOLIUS, 1995). O sistema de cininas resulta na liberagdo final do
nonapeptidio vasoativo bradicinina, um potente agente que aumenta a permeabilidade
vascular na sua fase tardia (TROWBRIDGE; EMLING, 1996). A bradicinina também causa
contragdo do musculo liso, dilatacio dos vasos sangiiineos ¢ dor quando injetada na pele

(COLLINS, 2000).

O é4cido araquidonico (AA) é um 4acido graxo poliinsaturado de 20 carbonos,
derivado diretamente de fontes alimentares ou por conversdo do acido graxo essencial, o
acido linoléico. Nado ocorre livremente na célula, mas normalmente ¢é esterificado em
fosfolipidios da membrana. E liberado de fosfolipidios da membrana pela ativagdo de
fosfolipases celulares (p.ex., fosfolipase A,) por estimulos mecanicos, quimicos e fisicos ou
por outros mediadores (p.ex., C5a). Os metabodlitos do AA, também chamados de
eicosanoides, sdo sintetizados por duas principais enzimas: ciclooxigenases (prostaglandinas e
tromboxanos) e lipoxigenases (leucotrienos e lipoxinas). Os eicosanoides podem mediar todas
as etapas da inflamacdo. Sdo encontrados em exsudatos inflamatérios e sua sintese ¢

aumentada em locais de inflamacao (BOZZA et al., 1997).

Xie et al, em 1992, identificaram duas isoformas da enzima cicloxigenase, com
caracteristicas e acoOes distintas, denominado-as cicloxigenase 1 (COX-1) e cicloxigenase

2 (COX-2). Vane e Botting (1995) explicaram que a COX-1 esta presente na maioria das
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células humanas em condi¢des normais de saude, dai ser chamada de constitutiva. E
responsavel pela produgdo de prostaglandina E,, envolvida na manutencdo da mucosa
gastrica, hemodinamica renal e agregacao plaquetaria. Ja a isoforma COX-2 nao ¢ encontrada
na maioria das células, mas tem seus niveis aumentados em 80 vezes, localmente, na presenga
de danos teciduais. Sendo denominada de induzida, é responsavel pela sintese das
prostaglandinas “patologicas”, associadas com os sinais e sintomas da inflamagao, como dor e

edema.

Algumas prostaglandinas atuam em conjunto com a histamina e a bradicinina para
produzir vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular. Outras prostaglandinas tém
propriedades antiinflamatorias. Drogas antiinflamatorias ndo esterdides, como a aspirina e a
indometacina, inibem a ciclooxigenase e suprimem a sintese de prostaglandinas

(TROWBRIDGE; EMLING, 1996).

As prostaglandinas (PGs) também estdo implicadas na patogenia da dor e febre na
inflamacdo. A PGE; ¢ um mediador hiperalgésico, pois torna a pele hipersensivel a estimulos
dolorosos (DRAY, 1995). Causa um aumento acentuado da dor produzida por injecdo
intradérmica de baixas concentracdes de histamina e bradicinina inferiores as ideais e interage
com citocinas na geragdo de febre durante infec¢des. A PGD, ¢ o principal metabdlito da via
da ciclooxigenase nos mastocitos; juntamente com PGE, e PGF,, causa vasodilatacdo e

potencializa a formag¢do de edema (COLLINS, 2000).

Importantes produtos da via da lipoxigenase ¢ o grupo das gorduras insaturadas
biologicamente ativas, os leucotrienos (LTs). Quando os mastdécitos e neutrofilos sao
estimulados por antigenos, a fosfolipase A, ¢ ativada. Ela oxida o acido araquidonico pela via
da lipoxigenase, dando origem aos leucotrienos. Clinicamente, os leucotrienos mais
importantes sdo LTB4, LTC4, LTD4 e LTE4 Eles sdo produzidos pelos neutrofilos e
mastdcitos. O LTB4 causa aderéncia dos neutréfilos ao endotélio das vénulas pds-capilares e ¢
também um potente quimiotatico para neutréfilos. LTC4, LTDs e LTE4s causam
vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade venular (TROWBRIDGE;

EMLING, 1996).

Quando virus ou bactérias patogénicas entram no organismo, uma reacao

pré-inflamatéria comeca no local da “invasdo”, o que leva dezenas de proteinas celulares de
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um tipo especifico — as citocinas — a entrar em acdo, recrutando e guiando os batalhdes de
células de defesa imunoldgica para a area do conflito. Em geral, essa resposta aguda se
desenvolve e termina rapidamente. Sob certas circunstancias, porém, a persisténcia do agente
invasor ¢ a producdo continua e excessiva desses fatores resultam em inflamagao cronica. Por
outro lado, uma resposta minima ou ineficiente permite a instalagdo de infeccdes
generalizadas, que podem levar ao choque séptico e até a dbito, ou podem favorecer a
cooperacao entre proteinas virais e oncogenes (genes capazes de causar cancer), induzindo a

transformagdo de células normais em tumorais (BELIZARIO, 2006).

As citocinas sdo proteinas produzidas por muitos tipos celulares, principalmente
linfocitos e macrofagos ativados, mas também células do endotélio, epitélio e tecido
conjuntivo (COLLINS, 2000; SIQUEIRA, JR; DANTAS, 2000). A forma de acdo das
citocinas pode ser autdcrina (com efeito na mesma célula em que sdo liberadas), paréacrina
(com efeito na célula vizinha) e enddcrina (com efeito em células distantes) (SIQUEIRA,

JR; DANTAS, 2000; ABBAS; LICHTMAN, POBER, 2002; BELIZARIO, 2006).

As citocinas formam um grupo diversificado de proteinas de sinalizagdo
intercelular, que regulam ndo apenas as respostas inflamatérias e imunolédgicas locais e
sistémicas, como também a cicatrizacdo de feridas, a hematopoiese e muitos outros processos
biologicos (OPPENHEIM; RUSCETTI, 2000). As citocinas sdo polipeptideos produzidos por
uma variedade de células do hospedeiro, sendo responsaveis pela modulagdo da funcdo de
diferentes células. Possuem varias fungdes, dentre as quais de mediadores da inflamagao,
reguladoras da ativagdo, crescimento e diferenciacdo de linfocitos e outras células,
mediadores da resposta imunolodgica adaptativa (SIQUEIRA, JR; DANTAS, 2000). Tem sido
demonstrado que as citocinas afetam a remodelagem dssea e, presentemente, acredita-se que
desempenha um papel vital, tanto na regulagdo fisiologica, como patoldégica no o0sso
(TANI-ISHII et al., 1999). Em relagdo a reabsorcao Ossea, as principais citocinas envolvidas
sdo: interleucina-1(IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF) o, as quais sdo potentes
estimuladores de reabsorc¢ao 6ssea (BERTOLINI et al., 1986; LIMA et al., 2000; LIMA et al.,
2004).

O fator de necrose tumoral (TNF) existe em duas formas distintas: alfa e beta.
TNF-a. ¢ produzido por fagoécitos mononucleares, como mondcitos e macrofagos,

principalmente quando ativados. O TNF- também ¢ conhecido como linfotoxina e ¢
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produzido por linfécitos T, apresentando varias propriedades da TNF-a. Os principais efeitos
do TNF-a sdo: estimulagdo da expressao de moléculas de adesdo por células endoteliais,
tornando-as proprias para a adesdo por neutrofilos polimorfonucleares e, subseqiientemente,
por mondcitos e linfocitos; ativagdo da capacidade citocida de neutréfilos e mondcitos;
estimulagdo da producao de IL-1, IL-6 e outras citocinas; agdo sobre células de hipotalamo,
estimulando a sintese de PGs e, assim, induzindo febre; estimulag¢ao da reabsor¢ao 6ssea, mas
em propor¢des menores que IL-1 (SIQUEIRA, JR; DANTAS, 2000). Avaliando a
participagdo de véarios mediadores inflamatdrios sobre o recrutamento de neutrofilos no
espaco articular de ratos imunodeprimidos, Bombini et al., 2004, concluiram que o fator de
necrose tumoral medeia a migracdo de neutréfilo para a cavidade sinovial durante a
inflamacao, e que grandes quantidades de TNF-o foram detectados no exsudato, e que drogas
como a pentoxifilina e a talidomida poderiam reduzir tanto o influxo de neutrofilos quanto a

liberagao de TNF-a.

O oxido nitrico (NO), mediador pleotropico da inflamagdo, foi descoberto
primeiro como fator liberado das células endoteliais que causava vasodilatacdo ao relaxar o
musculo liso vascular — fator de relaxamento derivado do endotélio. O NO ¢ um gas soluvel,
produzido ndo apenas por células endoteliais, mas também por macrofagos e neuronios
especificos no cérebro. Atua de maneira paracrina sobre células-alvo pela inducdo do
monofosfato de guanosina (GMP), que, por sua vez, desencadeia uma série de eventos
intracelulares, produzindo uma resposta, como relaxamento das células do musculo
liso-vascular. Como a meia-vida in vivo do NO ¢ apenas questdo de segundos, o gas atua
somente em células na vizinhanga de onde ele ¢ produzido. Além de um vasodilatador
potente, o NO exerce outros papéis importantes na inflamagdo: reduz a agregacdo e aderéncia
plaquetaria, inibe varias caracteristicas da inflamag¢ao induzida por mastdcitos e serve como
regulador do recrutamento de leucocitos. O bloqueio da produgao de NO sob condigdes
normais promove rolagem e aderéncia de leucocitos nas vénulas pos-capilares e a
administracdo de NO exogeno reduz o recrutamento de leucocitos nos processos inflamatérios

agudos (COLLINS, 2000).

Os neuropeptidios, semelhantes as aminas vasoativas € aos eicosanoides,
participam do desencadeamento de uma resposta inflamatoria. Os peptidios pequenos, como a
substancia P e a neurocinina A, pertencem a uma familia de taquicininas neuropeptidicas nos

sistemas nervosos, central e periférico. A substancia P possui muitas fungdes biologicas,
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incluindo a transmissdo de sinais dolorosos, regulacdo da pressdo arterial e estimulacdo da
secrecdo por células imunes e enddcrinas, mas € notavel como um mediador potente do

aumento da permeabilidade vascular (BOZIC et al., 1996).

1.2.4 Inflamacao crénica

A inflamagdo cronica ¢ considerada aquela de duragdo prolongada (semanas a
meses) na qual a inflamagdo ativa a destrui¢do tecidual e tentativas de reparagdo estdo
ocorrendo simultaneamente. Embora possa suceder a inflamagao aguda, a inflamacao cronica
come¢a de maneira insidiosa, como uma resposta de baixo grau, latente e muitas vezes
assintomatica. Ela caracteriza algumas das doencas humanas mais comuns e incapacitantes,
como artrite reumatdide, aterosclerose, tuberculose e doengas pulmonares cronicas

(TROWBRIDGE; EMLING, 1996; COLLINS, 2000).

Diferente da inflamac¢dao aguda, manifesta por alteragdes vasculares, edema e
infiltragdo, principalmente, neutrofilica, a inflamag@o cronica se caracteriza por: infiltracdo de
cé¢lulas mononucleares (macréfagos, linfocitos e plasmocitos), responsaveis pelo reflexo de
uma reagao persistente a lesdo; destruicdo tecidual, induzida, sobretudo, pelas células
inflamatoérias; tentativas de cicatrizagdo por substituicdo do tecido danificado por tecido
conjuntivo, realizada por proliferagio de vasos sangiiineos (angiogénese) e fibrose

(COLLINS, 2000).

Os macrofagos tém o potencial de serem ativados, um processo que resulta no
aumento de tamanho celular, maiores niveis de enzimas lisossomicas, metabolismo mais ativo
e maior capacidade de fagocitar e destruir micrébios ingeridos. Numa inflamagao de curta
duracdo, se o elemento irritante for eliminado, os macréfagos desaparecerdo (por morte ou
migracdo para os vasos linfaticos e linfonodos). Na inflamagdo cronica, o acumulo de

macroéfagos persiste (COLLINS, 2000).

1.2.5 Drogas antiinflamatorias

Atualmente, ja se pode classificar os antiinflamatdrios ndo-esterdides (AINES), de
acordo com sua seletividade sobre as isoformas da enzima ciclooxigenase (VANE;

WARNER, 2000): AINEs nao seletivos, que inibem tanto a COX-1 quanto a COX-2, como
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por exemplo, pode-se mencionar a aspirina, a indometacina e o piroxican; AINEs seletivos,
com “preferéncia” para a COX-2, mas ainda atuando na COX-1, como a nimesulida e o
meloxican e AINEs especificos, que agem quase exclusivamente na isoforma COX-2, dentre

eles o celocoxibe, o etoroxibe e o lumiracoxibe.

Segundo Simon (1996) e Lane (1997), o antiinflamatério com perfil
farmacoldgico ideal ¢ aquele que controla a dor e a inflamacao mediadas pela enzima COX-2,
sem inibir as fungdes homeostaticas mediadas pela COX-1. De acordo com os estudos de
Kummer; Coelho (2002), os coxibes representam um grande avango farmacoldgico pelos
menores efeitos colaterais e, conseqlientemente, maior seguranga para O sistema

gastrintestinal.

Inibidores de COX-2 parecem ser promissores para o controle da dor dental e para
o tratamento de suporte da doenga periodontal. A analgesia superior e a eficacia sustentada,
junto com os reduzidos efeitos colaterais dos inibidores de COX-2 (comparados com os
inibidores de COX-1), s3o mostrados em inimeros estudos clinicos, em
particular, apds cirurgia oral. Além disso, drogas antiinflamatérias nao esteroidais (AINEs)
sdao sugeridas por alguns autores para a terapia periodontal, testes experimentais em animais
e além de estudos clinicos, mostrando que AINEs estabilizam as condi¢des periodontais
mediante a redugdo da taxa de reabsorcao do osso alveolar (HOLZHAUSEN et al., 2002;
TSCHOPPE; KIELBASSA, 2006; AZOUBEL et al., 2007)). Outros estudos, porém, nao
mostram diferenca significativa (BISSADA; NG, 1998). Ao contrario, os ensaios que
envolvem o uso da dexametasona demonstraram perda alveolar aumentada do osso no modelo

de periodontites induzida por ligadura no rato (CAVAGNI et al., 2005).

1.2.5.1 Lumiracoxibe

O lumiracoxibe € um novo inibidor seletivo de COX-2, estruturalmente distinto de
outros nesta classe, o qual ndo contém o grupo sulfurico (RORDORF et al., 2005; SCOTT et
al., 2004). Ele ¢ rapidamente absorvido, tem uma boa disponibilidade oral e uma meia-vida
plasmatica curta (SCOTT et al., 2004). Lumiracoxibe, no entanto, também difere dos outros
inibidores COX-2 porque ele ¢ acido, o que promove sua distribuicdo preferencial no tecido

inflamado (ESSER et al., 2005; BRUNE; FURST; 2007), onde a concentra¢ao perdura fora
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da circulacdo e permite a administragdo uma vez ao dia (ESSER er al., 2005; BRUNE;
FURST; 2007).

A utilizacao de antiinflamatorios inibidores seletivos de COX-2 ¢ discutida na
literatura, apesar de incipiente, como modulador da progressdo da doenga periodontal
(BEZERRA et al., 2000, HOLZHAUSEN et al., 2002; GURGEL, 2003; NASSAR et al.,
2005; AZOUBEL et al., 2007).

1.2.5.2 Dexametasona

Os glicocorticoides sao hormoénios esterdides, sintetizados no cortex da
glandula adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a
resposta inflamatéria (GOODMAN; GILMAN, 2003). A sua sintese e liberacao
ocorrem  naturalmente pelo organismo, de acordo com sua necessidade
sob influéncia do ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico). A  concentragdo
de  corticosteréides  enddgenos  (cortisol,  cortisona e  corticosterona) na
corrente circulatoria apresenta-se elevada, pela manha, e baixa a noite, sendo que fatores
psicoldgicos e certos estimulos, como excesso de calor ou frio, lesdes ou infec¢des, podem
afetar a liberacdo destes glicocorticbides (BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI,
2005).

Medicamentos contendo glicocorticoides sdo utilizados na terapéutica, com
variadas  finalidades. Isso inclui  principalmente  terapia  de  reposigdo
hormonal, terapias de imunossupressao, terapia antialérgica e antiinflamatoria. Nos
tratamentos anti-cancer, os glicocorticoides, também, sdo muito utilizados, principalmente

associados a outros medicamentos (BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI, 2005).

O emprego dos corticosterdides na terapéutica decorre principalmente do fato de
estes apresentarem poderosos efeitos antiinflamatérios e imunossupressores Eles inibem
manifestagdes tanto iniciais quanto tardias da inflamacgao, isto €, ndo apenas na vermelhidao,
calor, dor e edema iniciais, mas também estddios posteriores de cicatrizagdo e reparo de
feridas e reagdes proliferativas observadas na inflamacdo cronica (RANG, et al., 2003;

BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI, 2005).
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Os corticosterdides agem pela inibicdo da enzima fosfolipase A,, responséavel pela
metabolizagdo dos fosfolipideos da membrana celular em acido araquidonico, precursor dos
leucotrienos e prostaglandinas. A inibicdo da sintese destes mediadores justifica a maior
poténcia antiinflamatoria dos corticosterdides, se comparada com os AINEs (FERREIRA,

1990; VANE; BOTTING, 1995).

A betametasona e a dexametasona sdo corticosteréides de escolha para uso em
Odontologia, por apresentarem uma poténcia 25 vezes maior do que a hidrocortisona,
droga-padrao do grupo (ANDRADE, 2002). Além disso, apresentam maior meia-vida
plasmatica, que permite o emprego destes medicamentos em dose Unica pré-operatoria

(FERREIRA, 1990).

A dexametasona ¢ um glicocorticoide sintético que apresenta atividade
farmacologica de dez a vinte vezes maior do que o cortizol e a corticosterona. Este farmaco ¢
um potente antiinflamatério e imunossupressor (RANG et al., 2003), que atua inibindo a
transcri¢do de genes, os quais, apos a tradugdo, originam receptores, proteinas que suprimem
citocinas e, também, proteinas que controlam a ativagdo, migracdo, adesdo e recrutamento
celular (BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI, 2005). Como conseqiiéncia, ocorre
inibi¢do periférica da proliferagdo de linfocitos T, acompanhada por inibi¢do da migracao
celular para sitios inflamatérios e controle da recirculacdo de leucéeitos (SORIANELLO
et al., 2002). A dexametasona inibe a producdo de algumas citocinas inflamatoérias induzidas
por LPS, diminuindo a ativacdo macrofagica. Isto ¢ uma clara demonstracdo de que ela ¢

capaz de modular a inflamagdo (METZEL et al., 2002).

A administragdo sistémica de dexametasona por longo tempo estd comumente
associada com reducdo na massa Ossea total, a qual ¢ interpretada como aumento na atividade

da reabsorcao 6ssea (LUCKERT; RAISZ, 1990).

Cavagni et al, (2005) avaliaram o efeito da dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) na
patogénese da doenca periodontal induzida por ligadura, com linhas de algoddo, em torno do
seu 2° molar superior de ratos e concluiram que a dexametasona aumentou a média de perda

ossea alveolar quando comparada ao grupo-controle.



37

1.3 A doenca periodontal

Perante diversos estimulos, o periodonto reage mediado por processos
inflamatérios agudos e crdnicos, tradicionalmente divididos em duas categorias principais:
gengivites e periodontites. Segundo Mezzomo e Oppermann, 1997, hd uma tendéncia atual de
se estabelecer o diagnostico da gengivite, considerando, principalmente, a presenca de

sangramento gengival, pois nem sempre o rubor € o edema estao presentes.

Trabalhos sugerem que a acumulacao da placa microbiana sobre o dente € a causa
direta da gengivite (THEILADE et al., 1966; LINDHE; RYLANDER, 1975; BRECX et al.,
1987) e que gengivite pode preceder a periodontite (LINDHE; HAMP; LOE, 1973, 1975;
LOE; MORRISON, 1986; SCHATZLE et al. 2003, 2004). Loe, Tyheilade e Jensen (1965) e
Lindhe et al, (1978) demonstraram que a remocao dessa placa microbiana dos locais com

gengivites resultou na resolucao da inflamagao nos tecidos moles.

A expressao doenca periodontal (DP) ¢ usada no sentido amplo para abranger
todas as condigdes patologicas que acometem todas as estruturas do periodonto de protecao

(tabela 1) e/ou de sustentacdo (tabela 2) e sdo classificadas como:
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Tabela 1 — Doencas gengivais

Induzidas por placa Nao induzidas por placa

1.Doencas gengivais associadas apenas a placa | 1.Doencas gengivais de origem bacteriana

microbiana. A.Associada a Neisseria gonorrhea
A.Sem fatores locais B.Associada a Treponema pallidum
B.Com fatores locais C.Associada a Strptococus sp
D.Outros

2.Doengas gengivais modificadas por fatores | 2.Doengas gengivais de origem viral

sistémicos A.Infecgdes por herpes
A.Associada ao sistema enddcrino B.Outros

Puberdade

Ciclo mestrual

Gravidez 3.Doen<;ais gengivajs d'e origem fungica
Diabetes Mellitus A.Infecgoes por Candzda P

B.Eritema gengival linear
C.Histoplasmose

D.Outros

B.Associada a discrasias sangiliineas
Leucemia
Outros

3.Doengas  gengivais  modificadas  por | 4.Lesdes gengivais de origem genética
medicamentos A.Fibromatose gengival hereditaria

A.Hiperplasias influenciadas por drogas B.Outras

B.Gengivites  influenciadas  por  drogas
associadas a contraceptivos orais

Outros 5.Manifestacoes de condi¢des sistémicas

A.Alteragdes mucocutaneas

B.Reacgdes alérgicas

4.Doengas  gengivais  modificadas  por
desnutrigao

A.Deficiéncias de vitamina C

B.Outros

6.LesOes traumaticas

7.Reacdes de corpo estranho

8.0utras nao especificada

Fonte: DIAS; PIOL; ALMEIDA (2006).

A periodontite resulta da extensdo do processo inflamatodrio iniciado na gengiva
para os tecidos de suporte do periodonto e € caracterizada por infiltragdo de leucocitos, perda
do tecido conjuntivo, reabsor¢do do osso alveolar e do cemento radicular, constituindo a

doenga periodontal (WILLIAMS, 1990; LASCALA, 1997). A doenga periodontal ¢ a causa
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mais freqliente de perdas dentarias em humanos e ¢ a doenga de maior prevaléncia associada a

perda 6ssea, incluindo osteoporose (ASSUMA et al, 1998).

A doenga periodontal ¢ predominantemente inflamatoria, com irritagao local dos
tecidos por produtos de bactérias que colonizam as superficies dentarias (CARRANZA,
1976). Esses produtos, especialmente lipopolissacarideos (LPS), iniciam uma resposta local,
ativando células, como macrofagos, induzindo-os a sintetizar e secretar varias moléculas,
incluindo citocinas IL-1 e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), prostaglandinas e enzimas
liticas (LEITAOQ, 2002). O aparecimento desta doenga esta associado com o acumulo de placa
microbiana. Sua persisténcia por longos periodos pode induzir uma inflamagao crénica dos
tecidos periodontais, levando a reabsorcdo Ossea alveolar e perda do dente (PIHLSTROM;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005; CHAMBRONE; CHAMBRONE, 2006; HAYNES,
2006).

A doenca periodontal ¢ uma enfermidade inflamatoria / imunoldgica cronica que
se estabelece em resposta a antigenos periodontopatogénicos e parece ser decisiva no sentido
de proteger contra infeccdo, porém, pode levar a alteragdes destrutivas no tecido do
hospedeiro. Assim sendo, a doenca periodontal ¢ descrita como uma patologia de natureza
multifatorial, resultado de uma interacdo complexa entre microorganismos patogénicos e
defesa do hospedeiro, cujo desenvolvimento pode ser modificado por fatores locais (fumo),
condi¢des adquiridas (doengas sistémicas) ou fatores genéticos (GENCO; 1992; PAGE;
KORNMAN, 1997; KINANE, PETERSON, STATHOPOULOU, 2006).

Como outros fatores associados a doenga periodontal (Fig. 2a, e 2b) estdo as
experiéncias traumaticas na vida (HUGOSON; LJUNGQUIST; BREIVIK, 2002), estado de
humor depressivo e ansiedade para eventos negativos, tais como a morte em familia ou

problemas financeiros (HUGOSON; LIUNGQUIST; BREIVIK, 2002; GENCO et al., 1999).

Estudos revelam que individuos com relatos de depressdo, estresse e com
exaustdo poderiam ter mais acimulo de placa microbiana, inflamagao gengival e aumento nos
niveis de IL- 6 e cortisol no fluido crevicular gengival, quando comparados com controles
normais, sugerindo que a depressdo pode afetar a fungdo imune, o que pode levar a afetar a

saude periodontal (JOHANNSEN et al., 2006).



Figura 2 (a) — Cohen; Rose, 1998.
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Figura 2 (b)

Figura 2 (a) — aspecto clinico da doenga periodontal, observando-se inflamacdo, retragdo gengiva/reabsor¢io
ossea. Fig. 2b, aspecto radiografico da reabsor¢do 0ssea na doenga periodontal.

As doencas periodontais estdo entre as doengas crOnicas mais comuns em

humanos, afetando 5 a 30% da populagdo adulta de 25 a 75 anos de idade (BROWN; LOE, 1993).

Tabela 2 — Doencas periodontais

1.Periodontite cronica
2.Periodontite agressiva

3.Periodontite como manifestagao sistémica

A.Associada a discrasias sangiiineas
Neutropenia adquirida
Leucemias
Outros

B.Associada a disturbios genéticos
Neutropenia ciclica e familiar
Sindrome de Down
Deficiéncias de adesdo leucocitaria
Sindrome de Papilollon-Lefévre
Sindrome de Chediak-Higashi
Sindrome de histiocitose
Doengas de acamulo de glicogénio
Agranulocitose infantil genética
Sindrome de Cohen
Sindrome de Ehlers-Danlos
Hipofosfatasia
Outras

C.Outras nao especificadas

4.Doengas periodontais necrosantes
A.Gengivite ulcerativa necrosante
B.Periodontite ulcerativa necrosante

5.Abscessos periodontias
A.Abscesso gengival
B.Abscesso periodontal
C.Abscesso pericoronario

6.Periodontite associada a lesdes endododnticas

7.Condigdes e deformidades congénitas ou

adquiridas

A.Fatores modificadores locais da doenga
gengival ou periodontal, relacionadas
com dente:
Fatores anatomicos dentais
Restauracdes/aparelhos dentais
Fraturas radiculares
Reabsorg¢ao radicular cervical e desloca-
mento do cemento

B.Deformidades e condigdes mucogengi-
vais ao redor do dente

C.Deformidades e condigdes mucogengi-
vais em rebordos edéntulos

D.Trauma oclusal.

Fonte: DIAS; PIOL; ALMEIDA (2006).
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1.3.1 Etiopatogénese da doenga periodontal

Na doenga periodontal, tem-se como fator etioldgico principal a placa
microbiana. Sua patogé€nese envolve a resposta tecidual (inflamatoéria / imunolédgica) do
hospedeiro que resulta na destruicdo dos tecidos de protecdo (gengivite) e de sustentagdo

(periodontite) dos dentes (KINANE; LINDHE, 1999; MARTINS; MARTINS, 2007).

A placa microbiana ¢ vista atualmente como um biofilme bacteriano que se forma
no sulco gengival, sendo constituida por microorganismos comensais, microorganismos
periodontopatogénicos e seus produtos, que agridem o epitélio sulcular e suscitam uma
resposta inflamatéria no tecido conjuntivo subjacente, contribuindo para a iniciacdo e
progressdao da DP. Assim, a doenga periodontal ndo ¢ causada por apenas um microorganismo
e sim ¢ resultado de uma infec¢ao mista, sendo a sua composi¢ao responsavel pelo grau de
destruicao que ocorrera no tecido (PAGE; KORNMAN, 1997; BARTOLD; NARAYANAN,
2006; FENG; WEINBERG, 2006; KINANE; PETERSON; STATHOPOULOU, 2006).

O biofilme pode ser supra ou subgengival. No biofilme supragengival,
encontram-se, principalmente, espécies microbianas gram-positivas, facultativas e
microorganismos fermentativos. Quando da formacdo do biofilme subgengival, tem-se a
substituicdo para bactérias, predominantemente, gram-negativas, anaerdbicas e com
capacidade proteolitica. Estes ultimos microorganismos compreendem o grupo vermelho
(Porphyromonas  gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola) além do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, considerados patégenos com maior capacidade
destrutiva do que outras bactérias que compdem a placa. A capacidade lesiva destes
microorganismos decorre principalmente da capacidade de colonizar sitios subgengivais,
capacidade invasiva, liberagdo de proteases e endotoxinas e por sua capacidade de ocasionar
uma resposta imune destrutiva (PAGE; KORNMAN, 1997; SEYMOUR; TAYLOR, 2004;
KINANE; PETERSON; STATHOPOULOU, 2006).

Quando se comparam 0s microorganismos comensais € os periodontopatogénicos,
pode-se evidenciar que os primeiros contribuem para a manutencdo da homeostasia local,
recrutando baixos niveis de resposta imune no tecido periodontal mediante a promog¢ao de um
grupo de citocinas envolvidas em condi¢des de saude tecidual. A medida que a integridade do

periodonto ¢ mantida, estes comensais ndo penetram o epitélio e, portanto, ndo promovem
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inflamagdo no tecido conjuntivo subjacente. Nos estddios iniciais da colonizagdo por
micoorganismos periodontopatogénicos, certas bactérias sdo capazes de modular a resposta
imune para promover sua colonizagio, replicagio e invasdo. A medida que estes
micoorganismos se multiplicam e liberam suas enzimas proteoliticas, comega a ocorrer a
quebra da barreira epitelial. Desta forma, os microorganismos atingem o tecido conjuntivo
subjacente ativando uma resposta inflamatoria inicial (DIXON; BAINBRIDGE; DARVEAU,
2004; SEYMOUR; TAYLOR, 2004; BARTOLD; NARAYANAN, 20006).

As bactérias podem causar destrui¢do direta ou indireta pela ativacdo de varios
componentes do sistema de defesa que, quando ativados, podem promover a prote¢ao tecidual
a custa de destruicdo do tecido periodontal (GEMMEL; SEYMOUR, 2004; KINANE;
PETERSON; STATHOPOULOU, 2006).

Estudos longitudinais de doengas periodontais em humanos apresentam diversas
variaveis interpacientes de controle dificil, como diferentes niveis de atividade da doenga,
susceptibilidade individual e tempo de progressio da patologia. Diferentes modelos de
periodontite em animais sdo, conseqlientemente, usados para avaliar tanto a patogénese

quanto as varias modalidades de tratamento da doenga periodontal (KLAUSEN, 1991).
1.3.2 Modelo animal da doenga periodontal

Alteragdes patologicas dos tecidos periodontais de uma variedade de mamiferos
sdo estudadas e descritas na busca por um modelo animal satisfatério com o qual a
periodontite em humanos pudesse ser comparada, assim como outras propostas de estudo.
Dentre as espécies incluidas, encontram-se pequenos roedores, tais como camundongos, ratos
e hamsters; e animais maiores, como cachorros, carneiros e diversos primatas, como
babuinos, macacos, chimpanzés e gorilas (LOHINAI ef al. 2003; NASSAR et al., 2004;
SHIBLI et al., 2003; OATES; GRAVES; COCHRAN, 2002). Dentre estes, os roedores sao os
mais extensivamente utilizados (PAGE; SCHROEDER, 1982), pois, nos estudos envolvendo
tecidos periodontais, estes sdo comumente empregados por apresentar diversas vantagens em
relacdo a outros animais, como baixo custo, facilidade de manipulacdo, capacidade de
manutengdo em condi¢des livres de germes e de desenvolvimento de imunodeficiéncias
(JORDAN, 1971). Além destas vantagens, estes animais sdo selecionados em razdo da

similaridade anatomica do seu periodonto com o dos humanos, tendo como diferenca,
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somente, epitélio crevicular, que no rato ¢ queratinizado € no humano nao é (LISTGARTEN,

1975; KLAUSEN, 1991; WEINBERG; BRAL, 1999; PAGE; SCHROEDER, 1982).

A doenga periodontal pode ser induzida em ratos por manipulacdo na dieta,
(ROBINSON; HART; PIGOTT, 1991) introdug¢ao de microrganismos patogénicos, por meio
de injecdo unica de lipopolissacarideos (LPS) (Salmonella typhimurium) na gengiva
vestibular de segundos molares inferiores de ratos (DUMITRESCU et al., 2004); colocacao
de ligaduras de fio de nailon ao redor de segundos molares superiores, atuando como local
para colonizacdo bacteriana (KLAUSEN, 1991), ou por injecdo de toxinas bacterianas

(KLAUSEN, 1991; LLAVANERAS et al.,1999).

Trabalhos de Lima et al., (2000), Leitao et al., (2002), Leitao et al., (2004), Leitao
et al., (2005) mostraram que, apOs a passagem e amarracdo de fios de ndilon ao redor de
dentes de ratos, houve significante inflamagdo periodontal com infiltrado inflamatorio,
migracao apical do epitélio juncional, perda ossea interdental e ativag@o local de osteoclastos.
A passagem do fio em volta dos dentes permitiu o acimulo de bactérias
periodontopatogénicas e, em especial, bactérias gram-negativas, as quais possuem
lipopolissacarideos (LPS). O LPS ¢ um componente da membrana externa das bactérias
gram-negativas (GARRISON; NICHOLS, 1989). Estas moléculas sdo conhecidas por induzir
infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares, edema e dilatagdo vascular em tecidos
periodontais inflamados (PAGE, 1991). Os tecidos duros podem ser afetados por LPS por
meio da produgdo de mediadores inflamatorios, como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator
de necrose tumoral (TNF) (LINDEMANN; ECONOMOU; ROTHERMEL, 1988S;
AGARWAL et al, 1995) ou prostaglandinas (GARRISON; HOLT; NICHOLS, 1988;
GARRISON; NICHOLS, 1989), e ativacdo de osteoclastos subseqiiente a estimulacao
osteoblastica (DUMITRESCU et al., 2004). E também postulado o argumento de que o LPS
pode ativar osteoclastos por meio de um efeito direto sobre os leucdcitos circulantes, sem

envolvimento do osteoblasto (JIANG et al, 2002).



44

1.4 Dor orofacial

Dor ¢ definida como uma experi€éncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrita tal como se o dano estivesse

presente (MERSKEY; BOGDUK, 1994).

Milhares de pessoas, em todo o mundo, sofrem com a sensa¢do de dor, uma
experiéncia unica, desagradavel e subjetiva. Individuos submetidos ao mesmo estimulo
nocivo reagem diferentemente, cabendo ao examinador a tarefa de obter informagdes
suficientes para a correta interpretacdo e significado da dor (FARIAS; VENANCIO;
CAMPARIS, 2002).

A dor afeta pelo menos 30% dos individuos durante algum momento da sua vida
e, em 10 a 40% deles, tem duracdo superior a um dia. Constitui a causa principal de
sofrimento, incapacitagdo para o trabalho e ocasiona graves conseqiiéncias psicossociais €
econdmicas. Muitos dias de trabalho podem ser perdidos por aproximadamente 40% dos
individuos. Néo existem dados estatisticos oficiais sobre a dor no Brasil, mas a sua ocorréncia
aumentou substancialmente nos Ultimos anos. A incidéncia da dor cronica no mundo oscila
entre 7 e 40% da populagdo e, como conseqiiéncia desta, cerca de 50 a 60% dos que sofrem
de tal sensacdo ficam parcial ou totalmente incapacitados, de maneira transitéria ou

permanente, comprometendo de modo significativo a qualidade de vida (SBED, 2005).

Sabe-se que as pessoas, durante sua experiéncia de dor, t€m o comportamento
alterado em virtude de agdes desencadeadas pelo estimulo doloroso. As atividades rotineiras e
cotidianas das pessoas podem ser objeto de alteragdes, tendo suas atencdes desviadas no
intuito de aliviar seu desconforto. A dor influencia todos os segmentos da existéncia das
pessoas, na vida profissional, promovendo o aumento do nimero de faltas ao trabalho em
decorréncia da procura por assisténcia. A experiéncia de dor influencia nos estudos,
aumentando a freqliéncia de faltas a escola ou desviando a atencdo dos estudantes,
dificultando a concentracdo e o aprendizado. A dor pode também influenciar nas atividades

sociais, deixando as pessoas acamadas e afastadas dos parentes e amigos (NARDI, 2003).

Existem trés maneiras de mensurar a dor: fisiologica (por exemplo, a relagdo entre

o tecido lesionado e a dor), observacional (dor avaliada por outra pessoa) e a dor mensurada
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por meio de auto-relato. Em um estudo com populagdo numerosa ¢ impraticavel usar as
mensuragdes observacional e fisioldgica para a dor. O método mais freqiiente para obter
informacdes epidemiologicas ¢ usando um questiondrio para captar dados diretamente das

pessoas (MACFARLANE et al., 2002).

A dor orofacial ¢ um problema comum a todas as areas da Odontologia, pois pode
ser causada por infeccdes dentais, cérie, algumas afec¢des periodontais, aparelhos
ortodonticos, proteses mal adaptadas ou doengas outras das estruturas bucais. Adicionalmente,
o proprio tratamento odontoldgico, em geral, determina algum grau de desconforto ou dor

(WANNMACHER; FERREIRA, 1999).

A dor orofacial é a queixa mais comum em pacientes que procuram tratamento
médico ou dentdrio. A dor orofacial ¢ freqiiente e possui alta prevaléncia nos distarbios
dentais e temporomandibulares, doencas malignas, mucosite e neurotoxicidade associada a

cirurgia e quimio-radioterapia (BENOLIEL et a/, 2007; EPSTEIN et al, 2007).

1.4.1 Mecanismos basicos da dor

— Sistema nervoso periférico e dor

As células nervosas, das quais os axOnios inervam os tecidos periféricos
(neurdnios sensoriais aferentes primarios), podem ser divididas em trés grupos, baseando-se
em seus diametros e graus de mielinizagdo, ambos fatores influenciando sua velocidade de
condugdo. Fibras A-beta sdo fibras largas que conduzem impulsos numa varia¢dao de 30 a 70
m/s. Muitas dessas fibras sdo excitadas por estimulo de leve toque e muito poucas sao
nociceptoras — receptoras que respondem a dano tecidual. Fibras A-delta sdo levemente
mielinizadas e conduzem impulsos numa variagdo de 3 a 30 m/s e muitas sdo nociceptoras.
Fibras aferentes amielinicas, do tipo C, conduzem impulsos a uma varia¢ao de 0,5 a 3,0 m/s e,

na maioria, sao nociceptores (COSTIGAN; WOOLF, 2000; MCNEIL; DUBNER, 2002).

Existem diferengas distintas nas alteragdes periféricas que ocorrem apods lesdao
tecidual e neural (DUBNER; BASBAUUM, 1994). O dano tecidual resulta em uma
sensibilidade aumentada dos nociceptores no local da lesdo. Isso ¢ chamado de sensibilizacao
periférica. Os nociceptores exibem atividade espontinea, limiares reduzidos e reacdo

aumentada a estimulos subseqiientes. A atividade nociceptora aumentada seguida por
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altera¢des funcionais na medula espinhal e cérebro contribuem para dor persistente. Isso €
chamado de sensibiliza¢do central. Algumas vezes, os nervos comegam a se comportar de
forma anormal e impulsos sdo disparados espontaneamente, o que pode levar a sensibilizagado

central (MCNEIL; DUBNER, 2002).

— Sistema nervoso central e dor

Os impulsos carregados por neurdnios nociceptores aferentes primarios, a partir
da face e de grande parte da boca, atingem o tronco encefalico via nervo trigémeo. Os
estimulos nociceptores sdo retransmitidos por meio do nucleo espinhal trigeminal,
particularmente para sua divisdo mais caudal chamada subntcleo caudal. Esse subntcleo ¢
também chamado de corno dorsal medular em virtude da semelhanga em estrutura com o
corno dorsal-espinhal, que recebe sinais nociceptivos do restante do corpo. Os sinais do
nucleo trigeminal ascendem para centros superiores, incluindo o tdlamo e o cortex cerebral. A
sinapse entre o neurdnio periférico e os neurdnios no subnucleo caudal ¢ um importante local
para processamento do sinal. Nesse nivel, a informagao ¢ modulada por mediadores quimicos
liberados de terminais de varios grupos de neurOnios: neurdnios primarios aferentes,
neurdnios dos nucleos trigeminais € neuronios de centros superiores. Projecdes descendentes
sdo importantes uma vez que fornecem os meios pelos quais aspectos cognitivos, de atencao e
motivacionais da experiéncia dolorosa modulam a transmissdo nas vias dolorosas (MCNEIL;

DUBNER, 2002) (Figura 3).
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Figura 3 — Principal via somatossensorial da boca e face

Os aferentes primarios do trigémeo (V) tém seus corpos celulares no ginglio e se projetam para os neuronios de
segunda ordem no complexo nuclear sensorial V do tronco encefélico. Esses neurdnios podem se projetar para
neurdnios em niveis superiores do cérebro (p.ex., tdlamo) ou em regides do tronco encefalico como os nicleos
motores dos nervos cranianos ou formagao reticular (FR).

Fonte: Adaptado de Sessle, 2000.

1.4.2 Mediadores inflamatorios

A lesdo tecidual inicia a sintese e liberacdo de substancias que induzem a
inflamacdo, formacgdo de edema, vasodilatacdo e migra¢ao de células como parte da resposta
inflamatoéria e do processo de recuperacao. Estes mediadores, entretanto, também ativam e/ou
sensibilizam os nociceptores e recrutam outros para exacerbar o sinal de dor. Tais mediadores
quimicos incluem aminodcidos excitatdrios, NO, bradicinina, prostaglandinas, histamina,
Substancia P e fator de crescimento neural (NGF) (WINKELSTEIN, 2004). Os mediadores
inflamatérios, atuando de forma altamente orquestrada, contribuem para mudangas na

permeabilidade vascular, resultando em edema e eritema (rubor). Também ocorre
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sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por inicio de uma cascata de eventos que muda as
fibras  sensoriais (ITO;

OKUDA-ASHITAKA; MINAMI, 2001). A sensibilizacdo dos nociceptores diminui o limiar

condutadncias i6nicas da terminacdo das periféricas
de ativagdo e aumenta a probabilidade de que estes disparem com estimulos de menor
intensidade (HOLDEN; PIZZI, 2003). Os principais mediadores que participam da
nocicepcao inflamatoria bem como algumas caracteristicas que devem ser ressaltadas sobre

eles estdo relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 — Mediadores inflamatorios e sua participacdo na nocicepc¢ao

EFEITO SOBRE CARACTERISTICAS REFERENCIAS
NERIDOR NOCICEPTORES IMPORTANTES BIBLIOGRAFICAS
)

Substancia P

Prostaglandinas

NO

BRADICININA

NGF

Citocinas
pré-inflamatorias:
interleucina(IL)-
1B,IL-6,IL-8 e fator
de necrose tumoral
(TNF)-a

Peptideo relacionado
ao gene da
calcitonina (CGRP)

Ativacdo e/ou
Sensibilizacdo

Sensibilizacdo

Sensibilizacao

Ativacdo e/ou
Sensibilizacao

Sensibilizacdo

Ativacdo e/ou

Sensibilizacao

Ativacdo e/ou

sensibilizacao

Hiperalgesia direta e indireta por atuacdo em
receptores NK-1, sinergismo com o glutamato

Hiperalgesia em modelos de dor inflamatéria e
neuropatica sensivel aos inibidores da
cicloxigenase

Inducdo de analgesia ou hiperalgesia,
dependente da concentracdo

Hiperalgesia mediada por receptores B:
constitutivos e By induzidos, além do aumento da
sintese de outros mediadores em modelos de dor
aguda e cronica (neuropdtica). Sensibilizacdo de

receptores TRPVI.

Modulacdo da expressdo génica de nociceptores,

sensibilizacdo de receptores TRPV1

Hiperalgesia em modelos de dor aguda

inflamatdria e cronica (neuropatica)

Vasodilatacdo; extravasamento vascular;

inflamacao neurogénica

FURST(1999
LOFGREN et al. (1999)

TURNABACH; RANDICH (2002)

MALBERG; YAKSH (1993)
BEICHE et al. (1996)
TOTANI et al. (1999)

OKUDA et al. (2001)
SOUSA; PRADO (2001)
DOURSOUT et al. (2003)

DRAY (1997)
ANDREEVA; RANG (1993)
MARCEAU et al. (1998)
NI et al. (1998)
AUSTIN et al. (1997)
FERREIRA et al. (1993)

MARCHAND et al. (2005)

FUKUOKA et al. (1994)

GEORGE et al. (2005)

SCHAFERS et al. (2001)
MURPHY et a/. (1999)

RANG; DALE et a/. (2003)

1.4.3 Classificacao da dor orofacial

Uma vez que varias condi¢des envolvendo a cabega € o pescogo se apresentam

como dor orofacial, torna-se critico para todos os profissionais de saude, a despeito dos
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limites disciplinares, possuir extenso conhecimento da variedade de desordens que podem ser
responsaveis pelos sintomas. Em razdo de variadas entidades patologicas apresentarem
padrdes similares de dor na cabeca, face e pescoco, os profissionais devem considerar doencas
nao relacionadas ao sistema mastigatorio no seu diagnostico diferencial (MCNEIL;

DUBNER, 2002).

A identificagdo correta de todas as possiveis fontes de queixa do paciente com dor
orofacial pode ser uma tarefa intimidadora. Sendo assim, uma abordagem sistematica ¢
essencial. A esfera de acdo do profissional de saude oral inclui: (a) condigdes dolorosas
intra-orais, (b) condigdes musculoesqueléticas afetando a mandibula (desordens
temporomandibulares) e (c¢) condicdes médicas que causam dor diretamente na regido ou
simulam dor orofacial. Desordens dolorosas intra-orais incluem condigOes afetando tecidos
duro e mole (dente / osso de suporte), dor mucogengival e lingual e condigdes dolorosas da
glandula salivar. Condi¢des dolorosas musculoesqueléticas afetando a mandibula incluem as
desordens temporomandibulares e condigdes cervicais associadas. Condi¢des médicas que
podem ser associadas ou confundidas com dor orofacial incluem: desordens intracranianas
nao vasculares, dor neurovascular (cefaléia primaria), cefaléias secundarias, dor neurogénica
(neuropatica), outras desordens dolorosas intracranianas (p.ex., condi¢des afetando o ouvido,
nariz, seios da face ou garganta) e dores em razdo de doengas como cancer e sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (OKENSON, 1996; MCNEIL; DUBNER, 2002).

1.4.4 Terapéutica para dor orofacial

Ampla variedade de substancias ¢ indicada para o tratamento da dor orofacial,
incluindo drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais (AINESs), relaxantes musculares, opioides e
antidepressivos, contudo os efeitos colaterais e a toxidade sdo aparentes em uma
administracao de longa duragdo (DIONNE, 2001). O clinico geral em Odontologia emprega
duas classes principais de drogas com propriedades analgésicas: antiinflamatorios nao
esteroidais (AINEs) e antidepressivos. Embora os opidides tenham papel importante no
controle da dor, sua administragdo pelo clinico geral nos casos de dor orofacial
musculoesquelética ndo ¢ aconselhavel, a ndo ser que seja apoiada e coordenada por médico
de assisténcia primaria ou por especialista em dor. As evidéncias sugerem que os AINEs sdo

superiores aos opidides no controle da dor pds-operatoria (STOHLER, 2002).
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O tipo de medica¢do mais comumente usada no mundo, os antiinflamatdrios nao
esteroidais (AINEs) pertencem a uma classe heterogénea de agentes farmacologicos com
propriedades antiinflamatorias, analgésicas e antipiréticas. E geralmente aceita a opinifo de
que as propriedades analgésicas dos AINEs estdo relacionadas a sua habilidade de bloquear a
atividade da cicloxigenase (COX), a enzima que converte o acido araquidonico em
prostaglandinas. Tornou-se, pérem, cada vez mais claro que os AINEs possuem outros
mecanismos de agdo. Algumas propriedades antiinflamatorias podem estar ligadas a sua

habilidade de inibir a ativagdo do neutroéfilos (ABRANSON et al., 1990).

A segunda classe de drogas inclui medicamentos com caracteristicas
antidepressivas que, em virtude das suas modestas propriedades analgésicas, sao
administradas por um longo periodo aos pacientes com dor musculoesquelética ou
neuropatica persistente. Os resultados favoraveis do tratamento sdo atribuidos ao seu efeito
sobre os sistemas noradrenérgicos e serotoninérgico, os quais exercem influéncia decrescente
nos neurdnios do corno dorsal espinhal e trigeminal. Acredita-se que a inibicdo da atividade
dos canais de so6dio na membrana neuronal contribua para a analgesia nos casos de
neuropatias dolorosas. O beneficio adicional dos antidepressivos, provavelmente, vem de sua

influéncia sobre o humor (ABRANSON et al., 1990).

Nos ultimos anos, ha uma busca constante por drogas alternativas que possuam
grande eficicia e seguran¢a na redugdo da inflamacdo periodontal, na dor neuropatica e

inflamatéria e com uma estratégia para deter a transicao de dor aguda para dor crdnica.

1.5 A planta
1.5.1 Uso de plantas medicinais

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, o uso terapéutico de plantas
medicinais e seus manufaturados ajudam a reduzir a importagdo de drogas e ainda incrementa
o desenvolvimento econdmico (FERREIRA, 1998). Apesar da rica flora, que representa mais
de 20% das plantas conhecidas no mundo, muito pouco ¢ feito no Brasil para estudar o seu

potencial como fonte de novas bases medicamentosas ou mesmo como fitoterapicos
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(FERREIRA, 1998). A utilizacdo de medicamentos obtidos de plantas medicinais estd cada

vez mais disseminada, no entanto existe pouco conhecimento sobre seus mecanismos de agao.

Diversas plantas sdo empregadas em praticas populares para a manutengdo da
saude dental (NOSKOV, 1966; DAROUT; ALBANDER; SKAUG; 2000; SASTRAVAHA
et al, 2005) e o uso de extratos ervais como enxaguatérios bucais ndo ¢ raro (PISTORIUS

et al.,2003; BOTELHO et al., 2007).

Existe interesse crescente na elucidagao dos papéis biologicos dos triterpenos, um
dos principais componentes das plantas medicinais, ja tendo sido demonstrado que possui
atividade hepatoprotetora, analgésica, antitumoral, antiinflamatoria e imunomodulatoria

(MAHATO; SARKAR; PODDAR, 1988; LIU, 1995; LIU, 2005).

Os triterpenos sao produtos naturais que pertencem a classe dos terpenos e
derivam deles ou dos sesquiterpenos. Sao moléculas constituidas por trinta atomos de
carbono, com seis unidades isoprenodides (com cinco carbonos). Os triterpenos estdo divididos
em varias familias, ou seja, em diferentes estruturas de base: o esqualeno, os policiclicos e os
triterpenos em geral. Os policiclicos, triterpendides pentaciclicos, apresentam trés tipos de
estruturas, que sao os oleananos e pertencem a esta familia, dentre outros, o B-amirina, os
ursanos como a o, P-amirina € o grupo dos lupanos. Em decorréncia da sua grande
diversidade, o estudo das agdes dos triterpenos ¢ de grande interesse na tentativa de reais e

novas aplicabilidades (MENDES, 2004).
1.5.2 Protium hepthaphyllum March
Caracteristicas gerais

A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies
encontradas na regido AmazoOnica, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Goias e em paises como
Suriname, Colombia, Venezuela e Paraguai. Dentre as espécies, hd o Protium heptaphyllum

(Aubl.) March (CORREIA, 1984).

Protium hepthaphyllum (Aubl.) March (Figura 4), conhecida comumente como
almécega, ¢ uma arvore pereniféolia ou semidecidua, aromatica, de 10 a 20 metros de altura,

dotada de copa densa e oblonga (alongado, eliptico, oval), com tronco de 40 a 60 cm de
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diametro, nativa em quase todo o Brasil, principalmente em terrenos arenosos secos ou
umidos, possui folhas compostas pinadas, com 2-4 pares de foliolos glabros coriaceos, de
7-10 cm de comprimento com flores avermelhadas, dispostas em inflorescéncias fasciculadas
axilares. Os frutos (Figura S) sdo céapsulas oblongas, deiscentes e de tonalidade vinacea,

multiplicando-se por sementes (LORENZI, 1992).

Figura 4 — Fotografia ilustrativa da espécie Figura 5 — Fotografia ilustrando folhas
Protium heptaphyllum e frutos da Protium heptaphyllum
Fonte: LORENZI, (1992). Fonte: LORENZI, (1992).

Todas as espécies de Protium exsudam por incisdo do tronco um o6leo-resina de
tom branco-esverdeado e de aroma agradavel, que endurece quando em contato com o ar,
denominado de almécega, resina de almécega, breu-branco ¢ breu burceraceas. E um tipo de
incenso usado na industria de perfumaria, farmacéutica e de defumadores misticos. Seu sabor
¢ distintamente pungente, mesmo quando velha e seca, ¢ de odor caracteristico € bem mais
forte quando queimado. Suas propriedades sdo similares aos seus andlogos “frankincenso” ou
“olibanum” da India e Africa, obtido de 4rvores da mesma familia (PARNET, 1972).
Quimicamente, a resina ¢ formada por uma mistura natural de 30% de protamirina, 25% de
protelemicica e 37,5% de proteleresina (SCHULTES; RAFFAUF, 1990), constituidas de
triterpenos, principalmente das séries oleano, ursano e eufano, com o6leo essencial rico em
compostos mono e sesquiterpénicos, semelhante ao encontrado em suas folhas (CRAVEIRO;

FERNANDES; ANDRADE et al., 1981).
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Suas cascas e folhas sdo amplamente empregadas na Medicina popular caseira em
todo o Brasil, embora sem comprovacdo cientifica da eficacia e da seguranga de suas
preparagdes. A literatura etnofarmacolédgica registra o emprego de sua casca e folhas como
hemostaticas, cicatrizantes e antiinflamatorias, teis no tratamento de Ulceras gangrenosas e
inflamacdes em geral (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Algumas tribos de indigenas da
Amazonia usam sua resina como descongestionante nasal nos casos de fortes resfriados,
enquanto outras queimam sua resina para aromatizar a coca com sua fumaca (SCHULTES;
RAFFAUF, 1990). E também muito usada em substitui¢io ao verdadeiro incenso em atos
religiosos da Igreja Catolica, principalmente em cidades de ocorréncia desta planta

(LORENZI; MATOS, 2002).

A resina coletada do seu tronco ¢ um agente curativo eficaz, dotado de
propriedades analgésicas e antiinflamatorias (SIANI ez al., 1999). O principal componente
desta resina ¢ um triterpeno pentaciclico, denominado a e -amirina (uma mistura isomérica),
tendo sido este descrito como possuidor de propriedades antimicrobianas, antiinflamatoérias,
antinociceptivas, ansiolitica e antidepressiva, e gastroprotetoras em trabalhos anteriores
(KATERERE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; ARAGAO et al.,
2006; LIMA-JUNIOR et al., 2006). Em virtude destas propriedades, a expectativa ¢ de que
o e P-amirina possa ser um antiinflamatorio ideal para combater a progressdo da doenga
periodontal. Este composto ja demonstrou potente acdo antiinflamatéria, imunomoduladora,
antioxidante e antimicrobiana. Espera-se que, com estas agdes, ele consiga inibir o processo

inflamatoério e a osteoclastogénese envolvidos na doenga periodontal.
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2  JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Nas periodontites de evolugdo que ainda nao chegou a comprometer
significantemente a estrutura 6ssea de sustentagdo, o tratamento tradicional adotado ¢ a base
do controle do biofilme subgengival mediante a raspagem para eliminar os depdsitos
bacterianos e calculos aderidos as superficies radiculares, e conter o processo inflamatorio
conseqiiente a presenca bacteriana. Os processos imunopatoldgicos, entretanto,
desencadeados em casos avangados, parecem requerer, adicionalmente, a contencdo das
respostas imunes patogénicas. Sob essa Optica, tratamentos a base de substancias que
“modulam” as respostas imunes do organismo podem ser coadjuvantes importantes ao
tratamento convencional, no combate ao avango da periodontite cronica no humano. Estudos
experimentais, realizados por Rossomando e White (1993), comprovam que a neutralizagdo
de alguns mediadores dos macrofagos ativados, como as citocinas pro-inflamatérias e
metaloproteinas (colagenase tipo VI), de fato, proporcionam resultados significativos na

contenc¢do dos processos destrutivos da periodontite cronica.

O controle do biofilme bacteriano dentro das diversas especialidades
odontologicas ¢ de grande importancia, pois aponta tanto para a preven¢do como para O
tratamento, da carie e de doencas periodontais. Com a finalidade de auxiliar os métodos
convencionais de higiene bucal (escovagdo, fio ou fita dental), muitos agentes quimicos sao
estudados, entre eles, antibidticos, compostos quaternarios de amdnio, acetato e gluconato de
clorexidina e outros (OLIVEIRA et al., 1998). Outros ativos, como os antiinflamatorios e

anti-sépticos, também sdo usados amplamente para afec¢des da mucosa bucal.

A eficacia de plantas medicinais, como componentes tanto nos géis dentifricios,
como nos enxaguatorios bucais, ¢ investigada para o tratamento de gengivites. Os resultados
sugerem que os ingredientes de origem vegetal podem ser empregados como apoio a terapia
das doengas periodontais e como profilaxia de rotina (WILLERSHAUSEN; GRUBER;
HAMM, 1994).
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Dados sobre a atividade antibacteriana de extratos vegetais e fitofarmacos,
avaliada em relagdo a microorganismos sensiveis e resistentes a antibioticos, bem como o
possivel efeito sinérgico da associagdo entre antibidticos e extratos vegetais, sdo relevantes,
permitindo concluir que estudos mais detalhados sobre o uso terapéutico das plantas devem

ser intensificados (NASCIMENTO; LOCATELLI; FREITAS, 2000).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar um possivel efeito antiinflamatério e osteoprotetor da o, B-amirina em um

modelo de doenga periodontal e seu efeito antinociceptivo orofacial em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

Avaliar o efeito antiinflamatorio da a- e B-amirina na fase aguda da doencga periodontal

experimental induzida por ligaduras em ratos, utilizando os seguintes parametros:
- quantificacao dos niveis de TNF-q;
- avaliacdo da peroxidag¢ao lipidica; e

- avaliacdo da atividade da mieloperoxidase.

Avaliar o efeito antiinflamatério da a- e B-amirina na fase cronica da doenga periodontal

experimental induzida por ligadura em ratos, utilizando os seguintes parametros:
- estudo da variagdo na massa corpérea dos animais;
- avaliacdo do indice de perda ossea; e

- avaliacdo histopatologica dos tecidos periodontais e gengivais.

Avaliar o efeito antinociceptivo da a- e f-amirina sobre modelo de nocicepcao orofacial

induzida por formalina e capsaicina em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais — aspectos éticos

Na apresente pesquisa foram utilizados 160 ratos Wistar (Rattus novergicus)
machos, com massa corpérea entre 160-200g, obtidos do Biotério Central do Campus do Pici
- UFC e transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
(Faculdade de Medicina - UFC). Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em
numero de 4, em sala com temperatura controlada e recebendo racdo comercial balanceada
(“Purina Chow”) e agua a vontade e permaneceram nas mesmas condi¢cdes ambientais durante

0s experimentos.

Os procedimentos cirurgicos € o tratamento dos animais foram conduzidos de
acordo com as diretrizes do Instituto Nacional de Satde, Betsida, ¢ Comité de Etica em
Pesquisa Animal - CEPA - da Universidade Federal do Ceard, o qual aprovou os protocolos
experimentais (Documento n ° 056/07 de 07 de agosto de 2007), para investiga¢do in anima

vili.

4.2 Material botanico

O exsudato resinoso do tronco da Protium heptaphyllum (March.) foi coletado das
areas municipais de Timom, Maranhao-Brasil, apés sua identificacdo pela botanista Roseli
Farias de Melo Barros e catalogada como exsicata de numero n° 18.247. Foi depositada no
Herbario Graziela Barroso, da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil. A extracdo e o
isolamento de o, P-amirina (Figura 6) foi realizada, como descrito anteriormente
(VIEIRA-JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005), por Mariana Helena Chaves, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui, e sua identidade estrutural

(Figura 6) foi confirmada por analises espectrais 'H-e *C-NMR, baseadas no método
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desenvolvido por Gallegos ¢ Roque (1990) e em comparagdo com a literatura atual

(MAHATO; SEM, 1997).

(A) (B)

Figura 6 — Estrutura quimica do o— amirina (A) e B-amirina (B)

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Indugdo da doenga periodontal experimental

Usou-se o modelo de doenca periodontal experimental desenvolvido pelos autores
(CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH, 1978) e modificado (LIMA et al., 2000) no
Laboratério de Inflamacdo e do Cancer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina—UFC.

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg), via
intraperitoneal (i.p.), e um fio de sutura de nailon 3.0 foi colocado ao redor da por¢do cervical
da coroa do segundo molar superior esquerdo dos animais, ficando o fio supra-gengival por
palatino e sub-gengival por vestibular (Figura 7 C). Previamente a passagem do fio,
utilizou-se um guia, agulha cardiovascular Ethibond, nos espagos interproximais mesial e
distal do dente citado (Figura 7 B). Logo em seguida, passou-se o fio com calibre 3.0, de

forma que o no cirtrgico ficasse voltado para a face vestibular do dente (Figura 7 D).
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Figura — 7 (A) — Fotografia da maxila Figura — 7 (B) — Fotografia passagem
do rato wistar. da agulha-guia por mesial e distal
do 2° molar superior do rato.

Figura — 7 (C) — Fotografia da Figura — 7 (D) — Fotografia da
passagem do fio de nailon em passagem do fio de nailon em
volta do 2° molar superior do rato. volta do 2° molar superior dorato e

no por vestibular.

4.3.2 Inducao da nocicepg¢ao orofacial - teste da formalina

A nocicepgao orofacial foi induzida em ratos por injecdo s.c. de 20 pl de
formalina a 1.5% na vibrissa da bochecha direita, usando uma agulha gauge 27 (CLAVELOU
et al., 1995) (Figura 8). Este volume e concentracdo da formalina foi selecionado com
suporte em estudos-piloto que mostraram resposta comportamental bifasica relacionada a
nocicepgao (esfregar a face), de grande intensidade no periodo de 0-5 minutos (primeira fase)
e 10-15 minutos (segunda fase), logo em seguida a injecdo na vibrissa da bochecha. A
nocicepcao foi quantificada por meio da medida do nimero de segundos que o animal levou
esfregando a face na area injetada com as patas dianteiras ou traseiras. Para estimar os efeitos

das drogas em teste, grupos de ratos (oito em cada grupo) foram pré-tratados sistema-
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ticamente com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada), com a, f-amirina (10, 30 ¢ 100
mg/kg, i.p.), duas horas antes da inje¢do local de formalina. A morfina foi administrada (5
mg/kg, s.c.) 30 minutos antes que o algogeno fosse injetado, servindo como controle positivo.
Em experimentos separados, o possivel envolvimento do mecanismo opidide foi avaliado na
antinocicep¢do produzida pela o, f-amirina ou morfina, com naloxone (2 mg/kg, i.p.), um

antagonista opiodide, o qual foi injetado previamente.

4.3.3 Indugdo da nocicepgao orofacial - teste da capsaicina

A nocicepgao orofacial foi induzida pela capsaicina em ratos, conforme descrito
anteriormente (PELLISIER; PAJOT; DALLEL, 2002). Os ratos (oito animais por grupo)
receberam inje¢do de capsaicina (20 ul, 1.5 pug) subcutinea na vibrissa da bochecha direita
(Figura 8), utilizando-se uma agulha gauge 27. A capsaicina foi dissolvida em etanol, dimetil
sulfoxido e agua destilada (1:1:8). Em estudos-piloto, os ratos manifestaram o comportamento
relacionado a nocicepcao, de esfregar a face, imediatamente apds a inje¢do de capsaicina, e,
em alta intensidade, no periodo compreendido entre 10-20 minutos. Deste modo, a
quantificagdo da nocicepc¢ao foi realizada neste periodo, medindo-se o nimero de segundos
que os animais levaram esfregando a area injetada com as patas dianteiras e traseiras.
A a, B-amirina ou veiculo foram dadas aos animais conforme descrito com o teste da
formalina, 2 horas antes da inje¢do local de capsaicina. A morfina (5 mg/kg, s.c.),
administrada 30 minutos antes do algdgeno, foi incluida como controle positivo. Para testar a
possibilidade do envolvimento do mecanismo opidide na produgdo da antinocicepgao pela a,

B-amirina ou morfina, os animais foram pré-tratados com o opidide antagonista, naloxone

(2 mg/kg, i.p.).

Figura 8 — Desenho do local da inje¢do de capsaicina e formalina na vibrissa direita do rato.
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4.4 Grupos experimentais

4.4.1 Grupos experimentais da doenca periodontal (DPE) - fase aguda

Grupo falso-operado

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a passagem da agulha guia em
volta dos 2° molares superiores esquerdos e receberam Tween 80 , a 3% ,via oral, 1 hora antes

da cirurgia.

Grupo controle

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a doenca periodontal
experimental e receberam Tween 80, a 3%, diluida em 4gua destilada, via oral, 1 hora antes

da cirurgia.

Grupos tratados com o, B-amirina

Os animais foram submetidos & doenga periodontal experimental e subdivididos
em 2 grupos de 8 animas cada um, os quais receberam a- e -amirina nas doses de 5 e 10

mg/kg, via oral, 1 hora antes da cirurgia.

Grupo tratado com dexametasona

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a doenca periodontal experimental

tratados com dexametasona na dose de 1 mg/kg, via intraperitonial, 1 hora antes da cirurgia.

Grupo tratado com lumiracoxibe

Os animais deste grupo (n = 8) foram submetidos a doenga periodontal experimental e

tratados com lumiracoxibe na dose de 20 mg/kg, via oral, 1 hora antes da cirurgia.
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Tabela 4 — Grupos experimentais DPE fase aguda

Grupo 1 - (falso-operado) - Passagem da agulha | Injecdo de Tween 80,3% , v.o;
Grupo 2 - (controle negativo) DPE + injecao de Tween 80,3%, v.o;
Grupo 3 - (controle positivo) DPE + q, B-amirina 5 mg/kg, v.o;
Grupo 4 - (controle positivo) DPE + a, B-amirina 10 mg/kg,v.o;
Grupo 5 - (controle positivo) DPE + dexametasona 1 mg/kg,v.i.p.;
Grupo 6 - (controle positivo) DPE + lumiracoxibe, 20 mg/kg,v.o;

4.4.2 Grupos experimentais da doenc¢a periodontal (DPE) - fase cronica

Grupo controle — doenga periodontal experimental

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a doenga periodontal
experimental e receberam injecdo de Tween 80 a 3% via intra peritonial, 1 hora antes da
cirurgia e, apds esta, diariamente, durante 11 dias. Estes animais foram subdivididos e, apds o
sacrificio, sendo cinco deles utilizados para andlise do indice de perda dssea e trés para

realizag¢do da andlise histopatoldgica do tecido gengival.

Grupo falso-operado

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos, somente, ao traspasse da
agulha-guia nos espagos interproximais do 2° molar superior esquerdo, portanto, ndo foi
passado o fio, e receberam inje¢ao de Tween 80, a 3%, 1 hora antes da cirurgia e, ap0ds esta,

diariamente, durante 11 dias.

Grupos tratados com o, B-amirina

Os animais foram submetidos a doenga periodontal experimental e subdivididos
em 2 grupos, de 8 animais cada um, os quais receberam o- e¢ f-amirina nas doses de 5 ¢ 10

mg/kg, via intraperitonial, 1 hora antes da cirurgia e, apds esta, diariamente, durante 11 dias.
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Grupo tratado com dexametasona

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a doenca periodontal
experimental e tratados com dexametasona na dose de 1 mg/kg, via intraperitonial, 1 hora

antes da cirurgia e, ap0s esta, diariamente, durante 11 dias.

Grupo tratado com lumiracoxibe

Os animais deste grupo (n=8) foram submetidos a doenga periodontal experimental e
tratados com lumiracoxibe na dose de 20 mg/kg, via oral, 1 hora antes da cirurgia e, apds esta,

diariamente, durante 11 dias.

Tabela 5 — Grupos experimentais DPE fase cronica

Grupo 1 - normal Sem doenca — sem tratamento

Grupo 2 - controle DPE + inje¢ao de Tween 80,3%, v.0;
Grupo 3 — falso-operado Traspasse da agulha + Tween 80,3%, v.0;
Grupo 4 - (controle positivo) DPE + a, B-amirina 5 mg/kg, v.o;

Grupo 5 - (controle positivo) DPE + a, B-amirina 10 mg/kg, v.o.;
Grupo 6 - (controle positivo) DPE + dexametasona 1 mg/kg, v.i.p.;
Grupo 7 - (controle positivo) DPE + lumiracoxibe 20 mg/kg, v.o;

4.5 Parametros avaliados na doenc¢a periodontal experimental - fase aguda

4.5.1 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da mieloperoxidase (MPO), um indicador da presenca de neutrofilos

nos tecidos gengivais de ratos que receberam diferentes tratamentos, foi determinada de
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acordo com o método descrito por (KRAWISZ; SHARON; STENSON, 1984). As gengivas
vestibulares dos molares superiores esquerdos foram removidas, pesadas e pulverizadas
(50 mg) e homogeneizadas em 50 mm de fosfato tamponado (pH=6), contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). As amostras foram por trés vezes congeladas
(-70°C) e descongeladas (banho-maria a 37°C) com sonificacdo entre os ciclos, sendo, entdo,
centrifugadas a 5.000 rpm por 15 minutos. Aliquota do sobrenadante (0,1 ml) foi adicionada a
2,9 ml da mistura para reagao contendo 0,167 mg/ml de 0-dianisidine e 0,0005% de solugao
de peroxido de hidrogénio, os quais foram preparados em 50 mm de tampao fosfato.
Imediatamente apds a adicdo da aliquota a mistura, a mudanca na absorbancia a 470 nm foi
medida espectrofotometricamente ap6s cinco minutos. Uma unidade de atividade de MPO foi
definida como a quantidade de enzima capaz de converter 1umol de peroxido de hidrogénio
em agua, em um minuto, em temperatura ambiente e expressa em unidade por miligrama de

tecido (U/mg tecido).
4.5.2 Determinagdo da peroxidacdo lipidica — TBARS

A peroxidacao lipidica foi avaliada pela mensuracao de substancias tiobarbitaricas
acido-reativas (TBARS) (DRAPER et al., 1990). A peroxidagdo lipidica ¢ uma das mais
importantes expressoes organicas do estresse oxidativo induzido pela reatividade dos radicais
livres de oxigénio. O método mais empregado para determina¢do do malon dialdeido (MDA)
em amostras biologicas ¢ baseado na sua reacdo com acido tiobarbitirico (TBA). Nesta
reacdo, duas moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA
para formar um cromoéforo réseo, que tem absorbancia maxima em solucao acida em 532 a
535 nm. O coeficiente de extingdo deste cromoforo num comprimento de onda de 535 nm,
pH 1,0, ¢ 1,53 x 10° M. Entdo, 250 uL do homogenato foram adicionados a tubos de vidro
e incubados em banho-maria a 37°C por 1h, seguido por adi¢ao de 400 pL de 4cido perclorico
a 35% para precipitar as proteinas. A mistura foi centrifugada a 1400 rpm por 10 min. e
600 pL do sobrenadante foram adicionados a 200 uL de uma solug¢dao de tiobarbiturato de
sodio a 1,2%. A mistura foi levada a banho-maria e aquecida a 95°C por 30 min. Apds

resfriada, a absorbancia foi medida em um leitor de microplacas a 535 nm.
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4.5.3 Determinacdo da concentracao de TNF-a

A dosagem de TNF-a foi realizada, no plasma dos animais, usando o kit comercial
Tumor Necrosis Factor Alpha, Biotrak ELISA (Amersham, UK). O método de ensaio ¢
baseado em ELISA de fase solida, que utiliza um anticorpo para TNF-a ligado a pogos em
uma placa de 96 pocos junto com um anticorpo biotilinado para mTNF-a e uma
estreptavadina conjugada a uma peroxidase. O TNF-o foi medido em uma faixa de

50-2450 pg/ml usando o protocolo do kit.

4.6 Parametros avaliados na doenca periodontal experimental - fase cronica

4.6.1 Variacao da massa corporea

Todos os animais foram pesados em dias alternados durante os onze dias do
periodo experimental. Os valores encontrados foram expressos como a variacdo de massa

corpdrea (g) em relagdo a massa inicial.

4.6.2 Estudo morfométrico do tecido 6sseo na doenga periodontal experimental

A estrutura Ossea alveolar observada na doenga periodontal experimental foi
estudada sob as analises morfométrica e histopatologica. As hemiarcadas contralaterais, sem

doenca periodontal experimental, foram utilizadas como controle.

No 11° dia apds o procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e suas maxilas removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24
horas. A seguir, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, colocadas em alcool etilico
a 70% e, posteriormente, dissecadas e coradas com azul de metileno a 1 %, com o objetivo de
discriminar o tecido 6sseo dos dentes, os quais sofrem coloragdo em menor intensidade. Para
a quantificagdo da reabsorcao dssea, as duas hemiarcadas foram acomodadas com massa de
modelar em laminas para posterior mensura¢do por meio de fotografias, utilizando maquina
fotografica digital SONY - DSC HI (aumento de 1,5x). Para esta analise, fez-se uso do
software Image J®.



66

As medidas foram feitas em sete pontos diferentes, em cada hemiarcada, nas faces
vestibulares dos dentes molares: trés no primeiro molar, visto que este dente possui trés
raizes, denominadas mesial (m1), média (md) e distal (d1); dois pontos no segundo molar
(m2 e d2) e terceiro molar (m3 e d3), respectivamente (CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH,
1978). As medidas foram efetuadas no longo eixo dos dentes, considerando a distancia entre

ponta da cuspide e a maregem ossea alveolar.

As diferencas ou variagdes (A) foram obtidas como resultado das medidas das
hemiarcadas com DPE, subtraidas daquelas realizadas nas hemiarcadas contralaterais
(controle) (SAMEJIMA; EBISU; OKADA, 1990). A soma das sete variagdes,
correspondendo ao indice de perda 6ssea (IPO), foi expressa em mm (CRAWFORD;
TAUBMAN; SMITH; 1978) (Figura 3).

(Figura adaptada de LIMA, 1999).

Figura 9 — Desenho esquematico das medidas da reabsorcéo ossea

As diferencas (setas vermelhas, A) foram obtidas das medidas feitas nas hemiarcadas com DPE (seta azul),
subtraidas daquelas realizadas nas hemiarcadas contralaterais (seta verde, controle). A soma das sete variagdes
correspondeu ao indice de perda dssea (IPO), expresso em mm.
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4.6.3 Analise histopatoldgica do osso alveolar

No 11° dia apds inser¢do da ligadura para indugdo da DPE, os animais foram
sacrificados, tiveram suas maxilas removidas, fixadas em formol a 10% por 24 horas e, em
seguida, colocadas em alcool etilico a 70%, sendo, posteriormente, imersas em solucao de
acido nitrico a 5%, tendo sido esta solucdo trocada a cada 24 — 48 horas por,
aproximadamente, dez dias, até que a desmineralizag¢do fosse efetivada. O acompanhamento
da descalcificagao foi realizado com o auxilio de uma agulha hipodérmica, mediante a qual o

nivel de resisténcia dos tecidos a introducao da agulha foi analisado.

Em etapa posterior, as arcadas foram lavadas em 4gua corrente e imersas em uma
solucdo de sulfato de sddio a 5% para evitar o edema do conjuntivo, permanecendo assim por
um periodo de 24 horas. Em seguida, as maxilas foram lavadas em agua corrente por 24 horas
e foram objeto de imersdo em solucdo etilica a 70%. A inclusdo em parafina foi realizada
para, finalmente, receber cortes seriados (5 pm) em micrétomo apropriado. As laminas

obtidas foram coradas pelo método hematoxilina-eosina (HE).

Para a analise microscopica da hemiarcada, a regido entre os 1° e 2° molares foi
considerada, sendo avaliados os aspectos inflamatérios, como presenca/intensidade de
infiltrado celular e de osteoclastos, além do estado de preservacdo do processo alveolar e
cemento. Tais achados foram classificados e padronizados no Laboratdrio da Inflamagao e do

Cancer-LAFICA / UFC (LIMA et al, 2000; LEITAO et al., 2004) como delineado a seguir:

ESCORE 0 — infiltrado celular ausente ou discreto; escassos / raros osteoclastos de permeio;

processo alveolar preservado; cemento preservado;

ESCORE 1 - infiltrado celular moderado; presenca de osteoclastos; pequena reabsor¢dao do

processo alveolar; cemento preservado;

ESCORE 2 — infiltrado celular acentuado; presenca de grandes quantidades de osteoclastos;

processo alveolar em digestao acentuada; destrui¢ao parcial do cemento; e

ESCORE 3 — infiltrado celular acentuado; processo alveolar ausente; destrui¢ao acentuada do

cemento.
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4.6.4 Analise histopatologica do tecido gengival

As amostras dos tecidos gengivais da face vestibular dos dentes foram removidas
quando do ato de sacrificio dos animais e fixadas por 12 horas em formol a 10%, colocadas
em alcool metilico, antes de serem processadas para a coloracao pelo método HE. Neste caso,
os estudos histopatologicos foram realizados para a andlise do infiltrado celular predominante.
Para a analise microscopica da gengiva, foram analisados os aspectos inflamatdrios como

presenca/intensidade de infiltrado celular e edema como mencionado na seqiiéncia.

ESCORE 0 - tecido epitelial e conjuntivo normais;

ESCORE 1 —edema ausente e discreto infiltrado celular as custas principalmente de

eosinofilos; e

ESCORE 2 —presenga de edema com infiltrado celular inflamatério com predominio de

mononucleares e eosinofilos.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média £ EPM, e avaliados por analise
da variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student Newman-Keuls para comparagdes entre

grupos individuais.

Nas analises histopatologicas das gengivas e das maxilas, os dados obtidos foram
expressos como mediana e os testes estatisticos aplicados foram os de Kruskal-Wallis e de

Dunn. Em todas as situacdes, foi adotado o nivel de significancia p< 0,05.
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S RESULTADOS

Este estudo procurou verificar o potencial antiinflamatorio de um triterpeno
natural, o— B-amirina em um modelo de DPE em seu estadio agudo e cronico, induzida por
ligadura em ratos, bem como seu efeito antinociceptivo em modelo de nocicepcao orofacial

induzida por formalina e/ou capsaicina em ratos.

5.1 Efeito do o— p-amirina em modelo da doenca periodontal — fase aguda

O efeito antiinflamatorio da a — B-amirina nesta fase de estudo foi avaliado por
meio da dosagem dos niveis de TNF-a no plasma, seis horas apos a indugdo da doenga, e
vinte e quatro horas depois, por meio da atividade da mieloperoxidase (MPO), um indice do

influxo de neutréfilos, ¢ da formagao de TBARS.

5.1.1 Efeito do o— B-amirina sobre os niveis de TNF-a em animais submetidos a doenca

periodontal experimental

Para avaliar o possivel papel do TNF-a no desenvolvimento da periodontite
induzida por ligadura, foi realizado o ensaio imunoenzimatico, seguindo o protocolo do teste
ELISA para registrar os niveis de TNF-a no plasma. Os resultados mostraram elevacgao
significativa desta citocina no plasma nos grupos com a doenca periodontal experimental,
quando comparados com o controle falso-operado (Figura 10). Dentre os grupos tratados,
aqueles que receberam o, B-amirina (5 mg/kg) e dexametasona (1 mg/kg, i.p.) apresentaram
reducdes significativas nos niveis de TNF-o no plasma, o que ndo ocorreu com 0s grupos

tratados com a,, f-amirina (10 mg/kg) e com o grupo tratado com lumiracoxibe 20 mg/kg.
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Figura 10 — Efeitos do a, f-amirina, dexametasona e lumiracoxibe sobre os niveis de TNF-a no plasma na fase
aguda da DPE - doenga periodontal experimental (veiculo, Tween 80 a 3 %, 10 ml/kg, v.0.), a, B-amirina (5 e 10
mg/kg, v.0.), dexametasona (1 mg/kg, i.p.) ou lumiracoxibe ( 20 mg/kg, v.0.). As drogas foram administradas
duas horas antes da indug¢do da periodontite. O grupo-controle (falso-operado) ndo foi tratado. Amostras
sangiiineas foram coletadas seis horas seguindo-se a colocag@o da ligadura e realizada a andlise de TNF-a no
plasma. As barras representam média £ E.P.M. nos niveis de TNF-a no plasma. # p<0,05 vs. falso operado;
*p<0,05 vs. DPE (ANOVA seguindo-se pelo teste de Student Newman-Keuls).

5.1.2 Efeito do a— B-amirina sobre a atividade de mieloperoxidase em tecido gengival de

animais submetidos a doencga periodontal experimental

Nas 24 horas ap0s a colocacao da ligadura, a atividade da mieloperoxidase (MPO)
no tecido gengival do grupo submetido a doenga periodontal experimental foi
significativamente aumentada quando comparada ao grupo-controle falso-operado

(Figura 11), possivelmente em decorréncia do influxo aumentado de neutrofilos.

Nos animais pré-tratados com o a, B-amirina 5 e 10 mg/kg ou com dexametasona

1 mg/kg, a atividade de MPO mostrou-se significativamente baixa, quando comparada a
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doenca periodontal experimental, ndo sendo, no entanto, diferente dos valores obtidos do
grupo-controle falso-operado. Apesar do lumiracoxibe mostrar uma tendéncia para inibir a
atividade de MPO, seu efeito ndo foi estatisticamente diferente do grupo doenca periodontal

experimental.

Mieloperoxidase
(mll¥mg tecido)

Figura 11 — Efeitos do o, B-amirina, dexametasona e lumiracoxibe na atividade gengival da mieloperoxidase na
fase aguda da DPE - doenca periodontal experimental (veiculo, Tween 80 a 3 %, 10 ml/kg, v.0.), o, B-amirina
(5 e 10 mg/kg, v.0.), dexametasona (1 mg/kg, i.p.) ou lumiracoxibe (20 mg/kg, v.0.) foram administrados duas
horas antes da indug@o da periodontite. O grupo falso-operado ndo foi tratado. O tecido gengival foi coletado 24
horas apés a ligadura e analisado para mieloperoxidase. As barras representam média £ E.P.M.na atividade
gengival da mieloperoxidase. #p<0,05 vs. falso-operado, sendo considerado significativamente diferente quando
comparado ao falso-operado. *p<0,05 vs. DPE (ANOVA seguindo-se pelo teste de Student Newman-Keuls).

5.1.3 Efeito do a— B-amirina sobre a peroxidacdo lipidica (TBARS) em tecido gengival de

animais submetidos a doenga periodontal experimental

Mediante a avaliagcdo deste parametro, constatou-se que os grupos tratados com a,
B-amirina nas concentracdes de 5 e 10 mg/kg, bem como o grupo tratado com dexametasona

na concentracdo de 1mg/kg, tiveram decrécimo significativo na formac¢ao de TBARS, quando
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comparados com o grupo ndo tratado doenga periodontal experimental. J4 o grupo tratado

com lumiracoxibe nao apresentou diminui¢ao significativa nestas taxas (Figura 12).

1.004

0.75+

0.50+

0.25+

TBARS
(absorbancia em 530 nm)

+ DPE

Figura 12 — Efeitos do o, f-amirina, dexametasona e lumiracoxibe sobre os niveis de TBARS gengival na fase
aguda da DPE - doenga periodontal experimental (veiculo, Tween 80 a 3 %,10 ml/kg, v.0.), o, B-amirina (5 e 10
mg/kg, v.0.), dexametasona (1 mg/kg, i.p.) ou lumiracoxibe (20 mg/kg, v.0.). As drogas foram administrados
duas horas antes da inducdo da DPE. O grupo-controle falso-operado ndo foi tratado. O tecido gengival foi
coletado 24 horas apos a ligadura e analisado para substancias tiobarbituricas acidos resistentes (TBARS). As
barras representam média + E.P.M. nos niveis de TBARS gengival. #p<0,05 vs. falso operado; *p<0,05 vs. DPE
(ANOVA seguindo-se pelo teste de Student Newman-Keuls).

5.2 Efeito do a- f-amirina em modelo de doenca periodontal - fase cronica

5.2.1 Efeito do a- B-amirina sobre a variagdo de massa corpérea de animais submetidos a

doenca periodontal experimental

A Figura 13 mostra que, ao final dos 11 dias de experimento, os animais dos

grupos falso-operado, doenca periodontal experimental, a, B-amirina 5 ¢ 10 mg/kg e
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lumiracoxibe, tiveram um ganho ponderal de massa corpérea menor quando comparados com

o grupo normal. Observa-se, ainda, que neste periodo o grupo tratado com dexametasona

perdeu peso.
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Figura 13 — Efeito do o, f-amirina (5mg/kg, 10 mg/kg), dexametasona e lumiracoxibe sobre o ganho ponderal
de massa corpdrea em animais submetidos a DPE - doenga periodontal experimental induzida por ligadura em
ratos. As barras representam média + E.P.M do ganho ponderal (g) apds 11 dias da indugdo da DPE. *vs normal
(p<0,05, ANOVA e teste de Student Newman-Keuls)

5.2.2 Efeito do o- B-amirina sobre o indice de perda 6ssea (IPO) em maxilas retiradas de

animais submetidos a doenc¢a periodontal experimental

Os animais que receberam somente veiculo (doenga periodontal experimental)
apresentaram significativa reabsorcdo Ossea em relacdo aos animais falso-operados cujo
indice de perda Ossea foi préximo a zero, mostrando que o método de indugdo da doenca foi
efetivo. Observou-se, no entanto, (Figura 14) que nenhum tratamento proposto (o, B-amirina
5 e 10 mg/kg, dexametasona 1 mg/kg e lumiracoxibe 20 mg/kg) foi capaz de reduzir o indice

de perda 6ssea quando comparado com o grupo doenca periodontal experimental que nao

recebeu nenhum tipo de tratamento.
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Figura 14 — Efeito do o, f-amirina (5 mg/kg,10 mg/kg), dexametasona e lumiracoxibe sobre o indice de perda
ossea (IPO) na doenga periodontal experimental induzida por ligadura em ratos. As barras representam média +
E.P.M do indice de perda 6ssea (mm).*vs FO (p < 0,01, ANOVA e teste de Student Newman-Keuls).

5.2.3 Aspecto macroscépico do efeito do a- B-amirina na doenga periodontal experimental

induzida por ligadura

Observou-se, quando da avaliacdo morfométrica da hemiarcada superior esquerda
dos animais submetidos a doenca periodontal experimental, que a permanéncia do fio de
nailon foi capaz de induzir a doenga periodontal experimentalmente, quando comparada com
sua hemiarcada contralateral, utilizada como controle. O modelo foi capaz de reproduzir os
principais sinais clinicos da doenca periodontal em humanos, tais como: reabsor¢do Ossea
alveolar e perda de contato interdental (Figura 15 B) em comparag¢do aos animais normais,
ndo submetidos a cirurgia (Figura 15 A). O grupo falso-operado (Figura 15 C) mostra

discreta reabsorc¢ao Ossea, sem exposicao de raiz e sem perda de contato interdental.
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Figura 15 (A) Figura 15 (B)

Figura 15 (C)

Figura 15 (D) Figura 15 (E)

Figura 15 (F) Figura 15 (G)

Figura 15 — Aspecto macroscopico de maxilas dissecadas de ratos: normal (A), doenga periodontal
experimental (B), falso-operado (C), a- e B-amirina 5 mg/kg, i.p. (D), a- e B-amirina 10 mg/kg, i.p. (E),
lumiracoxibe 20 mg/kg, v.o. (F) dexametasona 1 mg/kg, i.p. (G).
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A figura 15 (D, E, F, G) refere-se a imagem do periodonto e que foi tratado,
respectivamente, com o, B-amirina 5 mg/kg,i.p., a, f-amirina 10 mg/kg,i.p., lumiracoxibe 20
mg/kg, v.o. e dexametasona, 1 mg/kg,i.p., observando-se destruicio do osso alveolar,

exposicao das raizes e perda de contato interdental.

5.2.4 Aspecto das alteragdes histopatologicas do efeito do a- B-amirina na maxila de

ratos submetidos a doenga periodontal experimental

A figura 16 mostra as fotomicrografias de periodonto de rato normal
(figura 16 A) e, portanto, ndo submetido a doenga periodontal experimental, onde foi possivel
observar infiltrado celular discreto, escassos osteoclastos, processo alveolar preservado e
cemento preservado, e que foi escoreado 0(0,0); periodonto de rato falso-operado
(figura 16 B), observando-se infiltrado celular discreto, escassos osteoclastos e processo
alveolar preservado, escore 0(0,0); e doenca periodontal experimental (DPE) (figura 16 C),
observando-se infiltrado celular acentuado, processo alveolar ausente e destrui¢do acentuada

do cemento, escore 3(3,3).
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Figura 16 (A)

Figura 16 (F) Figura 16 (G)

Figura 16 — Fotomicrografias de periodonto de rato normal (A), rato falso-operado (B) e rato
submetido a DPE (C) e de animais submetidos a DPE tratados com a, f-amirina 5 mg/kg, i.p. (D), a, f-amirina
10 mg/kg, i.p. (E), lumiracoxibe 20 mg/kg, v.o. (F) e dexametasona 1 mg/kg,i.p. (G).
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A série da figura 16 refere-se a fotomicrografia do periodonto de ratos
submetidos a doenca periodontal experimental, tratados com o e P-amirina 5 mg/kg.i.p
(figura 16 D), podendo-se observar infiltrado celular acentuado, presenca de grande ntimero
de osteoclastos, processo alveolar em digestdo acentuada e destrui¢ao parcial do cemento, que
recebeu o escore 2(2-2). Nos animais tratados com o- e f-amirina 10 mg/kg (figura 16 E),
foram observados infiltrado celular moderado, presenca de alguns osteoclastos, pequena
reabsor¢ao do processo alveolar e cemento preservado, escore 1,5(1-2). Nos animais tratados
com lumiracoxibe 20 mg/kg., v.o. (figura 16 F), foram vistos infiltrado celular moderado,
presenga de alguns osteoclastos, pequena reabsor¢do do processo alveolar, cemento
preservado, tendo o escore 1(1,1); e, no grupo dexametasona 1 mg/kg,i.p (figura 16 G),
véem-se infiltrado celular moderado, presenca de alguns osteoclastos, pequena reabsor¢ao do

processo alveolar e cemento preservado; recebeu o escore (1(1,1).

Tabela 6 — Efeito do o, f-amirina, dexametasona e lumiracoxibe sobre as altera¢des nas
maxilas observadas na doen¢a periodontal experimental em ratos.

Grupo Escores histopatolégicos
Normal 0(0,0)

Falso operado 0(0,0)

DPE 3(3,3)b (vs norrnal),b (vs fo)
a, B 5 mgkg+ DPE 2(2,2)* (vs fo)

a, B 10 mg/kg + DPE 1,5(1,2)
Lumiracoxibe 20 mg/kg + DPE 1(1,1)
Dexametasona 1 mg/kg + DPE 1(1,1)

Ao se aplicar o teste de Kruskall-Wallis, encontrou-se diferenga estatisticamente

significante entre os sete grupos quanto a tendéncia central dos dados (p=0,0004).
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Utilizando-se o teste de Dunn, detectou-se significancia estatistica entre os grupos: normal e
operado (b) (p<0,01), falso-operado e operado (p<0,01) e falso-operado e o, P-amirina 5
mg/kg (a) p (<0,05). a)a, B 5Smgkg b)DPE.

5.2.5 Aspecto das alteragdes histopatoldgicas do efeito do a- B-amirina em tecidos gengivais

de ratos submetidos a doenga periodontal experimental

A série da figura 17 refere-se a fotomicrografia da gengiva de animais do grupo
normal (figura 17 A). Observou-se tecido epitelial e conjuntivo normal, escoreado como
0(0,0). No grupo falso-operado (figura 17 B), foi possivel observar os mesmos aspectos
histopatologicos do grupo normal, tendo este corte sido escoreado como 0(0,0). Na doenga
periodontal experimental (C), observou-se presenca de edema com infiltrado celular

inflamatério, com predominio de mononucleares e eosinoéfilos, escoreada como 2(2,2).
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Figura 17 (A) Figura 17 (B) Figura 17 (C)

Figura 17 (D)

Figura 17 (F) Figura 17 (G)

Figura 17 - Fotomicrografias de gengivas de rato normal (A), rato falso-operado (B) e rato
submetido a DPE (C) e de ratos: a DPE tratados com a, f-amirina 5 mg/kg, i.p. (D), a, B-amirina 10 mg/kg, i.p.
(E), lumiracoxibe 20 mg/kg, v.o. (F) e dexametasona 1 mg/kg, i.p (G).

A série da figura 17 refere-se a fotomicrografias de gengiva de rato do grupo
operado e que foi tratado com a, B-amirina 5 mg/kg (figura 17 D), onde se observaram

algumas areas de infiltrado inflamatoério e edema e escoreada como 1,5(1,2); rato operado e
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tratado com o, f-amirina 10 mg/kg (figura 17 E), onde também foram vistas algumas areas
com edema e infiltrado inflamatorio, sendo escoreada, também, como 1,5(1,2); rato operado
e tratado com lumiracoxibe 20 mg/kg (figura 17 F), notando-se areas com presenca de
edema, infiltrado inflamatério com predominancia de mononucleares e eosinoéfilos, sendo
escoreada como 2(2,0); e rato operado e tratado com dexametasona 1 mg/kg (figura 17 G),
constatando-se a presenca de edema e com infiltrado inflamatorio, sendo escoreada como

2(2,0).

As tabelas 6 e 7 mostram, respectivamente, os escores histopatoldgicos obtidos
nas amostras das maxilas e gengivais de ratos normais e de ratos falso-operados, como
também daqueles submetidos a doenca periodontal experimental e tratados com a, f-amirina

5 e 10 mg//kg, lumiracoxibe 20 mg/kg e dexametasona 1 mg/kg. pelo periodo de 11 dias.

Tabela 7 — Efeito do o, p-amirina, dexametasona e lumiracoxibe sobre as alteracoes
gengivais observadas na doenca periodontal experimental em ratos.

Grupo Escores histopatolégicos
Normal 0(0,0)

Falso operado 0(0,0)

DPE 2(2,2)

a, B 5 mgkg+ DPE 1,5(1,2)

a, p 10 mg/kg + DPE 1,5(1,2)
Lumiracoxibe 20 mg/kg + DPE 2(2,0)
Dexametasona 1 mg/kg + DPE 2(2,0)

Na andlise estatistica, ao se aplicar o teste de Kruskall-Wallis, encontrou-se

diferenca estatisticamente significante entre os sete grupos quanto a tendéncia central dos
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dados (p<0,021). Ao se empregar, porém, o teste de Dunn, ndo se detectou significAncia em

nenhum par de grupos (p>0,05).

5.2.6 Efeito do a- B-amirina em modelo de nocicepcao orofacial induzida por formalina e

capsaicina

Os resultados mostram que o pré-tratamento com o, P-amirina produziu
pronunciada antinocicep¢do, como evidenciada pela diminuicdo do comportamento de
esfregar a face na segunda fase no teste com a formalina (figura 18 A e B) e com a

capsaicina (figura 19).

Observou-se que a o, B-amirina foi incapaz de reduzir o tempo que o animal
gastou esfregando a face na primeira fase do teste com formalina, enquanto a segunda fase foi

inibida (figura 18 A).
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Figura 18 A — Efeito do o, B-amirina sobre a nocicep¢ao orofacial induzida por formalina em ratos (A). Veiculo
ou o, B-amirina foram administradas duas horas antes da injecdo de formalina na vibrissa. Cada barra
representa a média + E.P.M. de 8 animais. *** p<0,001 comparado ao controle.
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Figura 18 B — O efeito do o, P-amirina no pré-tratamento com morfina e/ou naloxone sobre o efeito
antinociceptivo do a, f-amirina (B). Morfina ou naloxone foram injetados 30 minutos antes da formalina. Cada
barra representa a média = E.P.M. de oito animais. “p<0,01 comparado a morfina e p<0,01 comparado com
a, B-amirina (ANOV A seguindo-se por teste de Student Newman-Keuls).

A o, P-amirina inibiu a nocicep¢do neurogénica induzida pela inje¢do de
capsaicina na vibrissa, conforme evidenciado pela supressdao da resposta de esfregar a face
(figura 19), reversivel ao naloxone. O naloxone, um antagonista opidide, foi capaz de

antagonisar o efeito antinociceptivo da a, B-amirina.
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Figura 19 — Efeito do o, B-amirina sobre a nocicepgdo orofacial induzida por capsaicina em ratos. Veiculo ou a,
B-amirina foram administrados duas horas antes da capsaicina na vibrissa da bochecha enquanto morfina e ou
naloxone foram injetados 30 minutos antes da capsaicina. Cada valor representa a média + E.P.M. de oito
animais. ***p<0,001 comparado ao controle. * p< 0,01 comparado com morfina sozinha e *p<0,01 comparado
com 0, B-amirina. (ANOV A seguindo-se por teste de Student Newman — Keuls).
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6 DISCUSSAO

Virias plantas sdo utilizadas na pratica popular para manutencdo da satide bucal
(NOSKOV, 1966; DAROUT; ALBANDER; SKAUG, 2000; SASTRAVAHA et al., 2005) e
o uso de extratos de ervas como enxaguatdrio bucal nao ¢ incomum (PISTORIUS et al., 2003;
BOTELHO et al., 2007). Protium heptaphyllum (Aubl.) March., comumente conhecida como
almécega, ¢ uma planta amplamente distribuida na Amazonia e Nordeste do Brasil. A resina
coletada do seu tronco ¢ um efetivo agente cicatrizador, dotado de propriedades

antiinflamatoérias e analgésicas (SIANI et al., 1999).

O principal componente da resina ¢ o triterpeno pentaciclico a, f-amirina (uma
mistura isomérica), e estudos prévios, tendo sido alguns destes desenvolvidos em laboratorio
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cear4, descrevem-na como possuidora
de atividades antimicrobianas (KATERERE et al., 2003), gastroprotetoras (OLIVEIRA et al.,
2004), antinociceptivas (OLIVEIRA et al., 2004; LIMA-JUNIOR et al., 2006),
antiinflamatorias (OLIVEIRA et al., 2005), ansiolitica e antidepressiva (ARAGAO et al.,
2006).

Baseando-se nestes achados, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial
antiinflamatdrio de uma substancia natural, o triterpeno pentaciclico a, f-amirina, em doenga

periodontal experimental e seu desempenho no combate a dor orofacial.

A doenca periodontal ¢ uma enfermidade inflamatoria / imunoldgica cronica que
se estabelece em resposta a antigenos periodontopatogénicos e parece ser decisiva no sentido
de proteger contra infeccdo. Assim sendo, a doenca periodontal ¢ descrita como uma
patologia de natureza multifatorial, resultado de uma interacdo complexa entre
microorganismos patogénicos e defesa do hospedeiro, cujo desenvolvimento pode ser
modificado por fatores locais (fumo), condi¢cdes adquiridas (doencas sistémicas) ou fatores
genéticos (GENCO; 1992; PAGE; KORNMAN, 1997; KINANE, PETERSON,
STATHOPOULOU, 2006).
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Na etiopatogenia da doenca periodontal, a presenga do biofilme dental na regido
de sulco/bolsa periodontal é essencial para a sua progressao, levando ao estabelecimento e
perpetuagdo dos fendmenos inflamatorios nos tecidos periodontais adjacentes. A presenca, no
entanto, somente das bactérias nao ¢ suficiente para esclarecer tais mecanismos
fisiopatologicos da destruicdo tecidual. A resposta do hospedeiro também desempenha papel
fundamental na patogénese da doenga por meio da liberagdo de mediadores inflamatorios nos
tecidos em decorréncia da interacdo celular com os microorganismos ¢ os produtos

bacterianos (PAGE; KORNMAN, 1997).

Nas células imunes, os produtos bacterianos induzem a produgdo de fatores locais
como IL-la e B, IL-6, PGE2, e fator de necrose tumoral (TNF-a), bem como outros
mediadores inflamatérios. Todos esses mediadores modificam o balango da remodelagao
O0ssea no hospedeiro, tanto aumentando a formagdo e ativacdo osteoclastica, bem como
inibindo a funcdo osteoblastica, o que, conseqiientemente, leva a destrui¢do do tecido
conjuntivo e reabsor¢do Ossea (SCHWARTS et al, 1997). Desta forma, o hospedeiro
apresenta tanto uma acdo protetora como destrutiva sobre os tecidos periodontais

(KINANE; LINDHE, 1999).

A inabilidade de se examinar a inicia¢do e a progressdo da doenca periodontal, e
de se avaliar certas terapias em humanos, cria um grande interesse na utilizacdo de modelos
animais em pesquisas no campo da Periodontia. Para o estudo da doenca periodontal,
camundongos (LOHINAI et al., 2003), ratos (NASSAR et al., 2004), cachorros,
(SHIBLI et al., 2003) e alguns primatas (OATES; GRAVES; COCHRAN, 2002) sao
freqiientemente utilizados. A vasta utilizagdo de roedores neste tipo de pesquisa atesta a
utilidade destes animais. S3o Obvias as vantagens como tamanho, custo, facilidade de
manuseio, criacdo e alojamento. Além disso, a utilizacdo destes animais € previsivel no
sentido de reproduzir a doenga com alto grau de confiabilidade (JORDAN, 1971), embora ja
tenham sido descritos na literatura diferengas quanto a reproducdo desta doenca em roedores,
pois, nestes, a perda Ossea tende a ser interproximal, enquanto em humanos ocorre ao longo

da superficie radicular (WEINBERG; BRAL, 1999).

A inducdo de doencga periodontal em animais ¢ possibilitada pela manipulagao na
dieta (ROBINSON; HART; PIGOTT, 1991); introdu¢do de microorganismos patogénicos
(LPS) (DUMITRESCU et al., 2004); por inje¢do de toxinas bacterianas (KLAUSEN, 1991;
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LLAVANERAS et al., 1999) ou por colocagdo de ligaduras em volta dos molares superiores
(KLAUSEN, 1991; BEZERRA et al., 2001; LEITAO, 2002; HOLZHAUSEN et al., 2002;
GURGEL et al., 2003; Di PAOLA et al., 2005; AZOUBEL et al., 2007).

Nyman; Schoroder; Lindhe, 1979 foram pioneiros no estudo do emprego de
antiinflamatérios ndo esteroidais em modelo de periodontite experimental em cdes. Com a
utilizacdo de indometacina, os resultados mostraram uma diminui¢ao da progressdo da doenca
periodontal com redugdo da inflamacao e da perda 6ssea alveolar. Estudos sucessivos em
modelos animais utilizando outras drogas, como o flurbiprofeno (JEFFCOAT et al., 1986,
OFFENBACHER et al, 1992), o ibuprofeno (WILLIAMS et al., 1988; OFFENBACHER et
al, 1992), o cetoprofeno (LI et al., 1996), entre outros, também confirmaram os efeitos
positivos deste agente farmacologico na diminui¢do de progresso da doenga periodontal,

sejam em modelos de periodontite experimental ou ocorrendo naturalmente.

Além da atividade antiinflamatdria, a supressao da reabsor¢do dssea sao questdes
importantes no tratamento da periodontite. Neste contexto, triterpenos derivados de
Cimicifugae rhizoma, uma nova classe de inibidores de reabsor¢ao Ossea e perda Ossea
induzida por ovariectomia, tiveram seus efeitos pesquisados por Li et al. (2007), pois
pesquisas prévias sugeriam que estes compostos poderiam possuir efeito protetor contra a
osteoporose. ApoOs obtengdo dos resultados, concluiram que estes triterpenos exerceram
efeitos inibitorios sobre a reabsorcdo dOssea osteoclastica por meio da supressdo tanto da
formacdo de osteoclastos quanto sua atividade reabsortiva, mostrando, também, efeito

protetor significativo na densidade mineral dssea em camundongos ovariectomizados.

Sendo um triterpeno pentaciclico, foi esperado que a, B-amirina pudesse ser um
agente antiinflamatorio ideal para paralisar a progressdo da doenga periodontal do seu estadio

agudo para o cronico e na prevenc¢ao da perda ossea.

Supondo-se que a doenca periodontal experimental (DPE) induzida por ligadura ¢
uma doenga imuno/inflamatdria, e de que esta pode ser subdividida em dois estadios, agudo e
cronico, o efeito das drogas testadas foi avaliado nestes dois, j4 que os mecanismos que as

caracterizam sdo distintos.
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Na fase aguda da DPE, os pardmetros avaliados foram os niveis de TNF-o, a
atividade da mieloperoxidade e peroxidacdo lipidica. Muitas (mas ndo todas) propriedades
biologicas do TNF-a coincidem com as do IL-1. Ambas estimulam a reabsor¢cdo éssea pela
inducdo de proliferagcdo de células progenitores de osteoclastos e, indiretamente, pelo estimulo
da atividade de osteoclastos maduros (MANOLAGAS, 1995). Dentre os grupos tratados,
aqueles que receberam a, B-amirina 5 mg/kg e dexametasona mostraram significante reducao
nos niveis de TNF-a. Estas observacdes estdo de acordo com os achados recentes sobre o
etanercept, um antagonista do fator de necrose tumoral com efeitos antiinflamatorios, que
mostrou grau reduzido de periodontite desenvolvida por injuria tecidual (Di PAOLA et al.,
2007). Estes achados sugerem que o, P-amirina deve atuar agindo como um agente
antiinflamatério, mediante a supressao da liberagdo do TNF-a, ou de sua agdo
pro-inflamatoria. No trabalho de Di Paola ef al. (2007), entretanto, o etanercept foi usado
como poés-tratamento (i.e. apds colocacdo de ligadura) para mostrar uma resposta terapéutica,
enquanto no presente estudo, as drogas em teste foram administradas como um
pré-tratamento, isto ¢, administrado em animais antes da colocagdo da ligadura, com o
objetivo de verificar se a a, B-amirina modificaria ou ndo a fase da inflamacdo aguda na
periodontite experimental. No grupo tratado com lumiracoxibe, um antagonista da COX-2,
ndo houve uma reducido significativa nos niveis de TNF-a, o que contrasta com vérios estudos
que fornecem evidéncias de que a terapia sistémica com inibidores COX-2, tais como o
meloxicam e eterocoxib, podem retardar a progressao da periodontite induzida
experimentalmente em ratos durante o periodo experimental inicial, ¢ também retardar a
reabsor¢do do osso em um estadio posterior (HOLZHAUSEN et al., 2002; NASSAR et al.,
2005). Talvez, este achado indique que inibidores COX-2 nao influenciam a diminui¢do da

perda 6ssea pela diminui¢ao dos niveis do TNF-a, mas sim por meio de outros mecanismos.

Nesta investigagdo foi possivel verificar que houve participagao significativa do
TNF-a no processo inflamatério induzido pela ligadura no grupo DPE, e que estes niveis se
mostraram diminuidos nos grupos tratados com o, B-amirina, na concentragdo de 5 mg/kg, e
com a dexametazona. Verificou-se, também, reducao significativa da mieloperoxidase nos
grupos tratados com a, B-amirina, nas concentragdes de 5 mg/kg e 10 mg/kg, e com a
dexametazona, e, portanto, uma diminui¢do no influxo de neutréfilos, estando estes resultados
de acordo com os trabalhos de Bombini et al. (2004) ao concluirem que o recrutamento de
neutréfilos ¢ mediado pelo TNF-a, uma vez que o acumulo de neutrofilo ¢ inibido pelos

multiplos tratamentos anti-TNF-a, como pentoxifilina, talidomida e dexametasona, e,



&9

também, por anticorpos anti-TNF-a. Além disso, estudos recentes (SHISHODIA et al., 2003)
sugerem que o acido ursolico e oleandlico, compostos com estruturas quimicas semelhantes
ao da a, B-amirina, inibem a Ikapa Balpha-quinase e a fosforilagdao da p65, gerando supressao
da ativagdo do NF-kappaB. Possivelmente em razao da identidade estrutural, é provavel que a
a, B-amirina possua essas mesmas propriedades e possa modular a ativagao da NF-kappaB, a

qual esta envolvida com a producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a.

Neutrofilos podem contribuir para destrui¢do tecidual por meio da produgdo de
metabolitos oxigeno-reativos, enzimas € citocinas, os quais amplificam a resposta
inflamatéria (SALVEMINI et al., 2001). A atividade da mieloperoxidase (MPO) ¢ um
indicador da presenga de neutréfilos nos tecidos inflamados. E demonstrado que o nivel da
mieloperoxidase ¢ mais alto em locais com periodontite (WOLFF et al., 1997). Estudos de
Yamalik et al. (2000) também constataram que a atividade total da mieloperoxidase e a sua
concentracdo em locais sadios era significantemente menor do que em locais com
periodontites. Concordando com os trabalhos de Yamalik, (2000) e de Wolff, (1997), este
estudo demonstrou aumento significativo no nivel total na quantidade da mieloperoxidase no
tecido gengival de ratos 24 horas apdés a colocacdo da ligadura (grupo DPE), quando
comparado com o grupo falso-operado. O aumento no nivel da mieloperoxidase pode
contribuir para maior eficicia na morte bacteriana, mas, por outro lado, pode também
aumentar a formagao de 4cido hipocloroso, o qual pode ser deletério para a saude periodontal,
uma vez que ele pode inibir a atividade do ol-antiprotease, a elastase ¢ ativada
(YAMALIK et al., 2000). No presente trabalho, observou-se que nos grupos pré-tratados com
o, P-amirina com 5 e 10 mgkg e com 1 mgkg de dexametasona, os niveis da
mieloperoxidase foram significantemente mais baixos quando comparados com o grupo que
recebeu somente veiculo (DPE), ndo sendo, contudo, significativamente diferente dos valores
obtidos no grupo falso-operado. Esta inibicao significativa nas taxas de mieloperoxidade pela
a, P-amirina pode ser benéfica em paralisar a progressdo da periodontite. Embora o
lumiracoxibe tenha demonstrado uma tendéncia para inibir a atividade da MPO, seu efeito foi

estatisticamente ndo significante.

O ensaio das substancias &cido-reativas tiobarbituricos (TBARS) ¢ um teste
comumente aplicado para medir a atividade de radicais livres (TUTER; KURTIS; SERDAR,
2001). Neste, os acidos tiobarbituricos reagem com aldeidos, tais como os malondialdeidos,

produzindo TBARS, e a mensuragdo das TBARS ¢ um indice util da deterioracdo oxidativa.
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Um nivel elevado de perioxidagdo lipidica poderd desempenhar um papel na inflamagdo e
destruicdo do periodonto na periodontite. Os portadores de periodontite apresentam um nivel
de TBARS significativamente mais alto do que pessoas com gengivas sadias
(PANJMURTHY; MANOHARAN; RAMACHADRAN, 2005), e isto sugere que as
substancias acido-reativas tiobarbitiricos (TBARS) do tecido gengival estdo estritamente
associadas com o estado periodontal e suas mensuragdes poderdo servir de guia valioso no
tratamento e monitoramento da progressao da doenca periodontal. Neste estudo, verificou-se
que o trauma tecidual induzido por ligadura no grupo DPE esteve associado com altos niveis
de peroxidacdo lipidica, estando de acordo com trabalho de Di Paola et al. (2005). Além
disso, tanto a o, P-amirina quanto a dexametasona foram capazes de reduzir
significativamente a formacao de TBARS associado com a periodontite experimental. Assim,
a o, B-amirina pode ter uma potencial aplicabilidade no tratamento € no monitoramento da

progressdo da doenga periodontal.

Constantemente, observa-se que o tratamento topico reduz a gengivite enquanto o
tratamento sistémico previne a perda do osso alveolar (XU; WEI, 2006). O desenvolvimento
de formulagdes topicas (ex.: géis, dentifricios, solucdes bucais) com aplicacdes diarias pode
ser de particular interesse, uma vez que pode auxiliar a reduzir qualquer efeito sistémico, se
usado por tempo prolongado. Estudos futuros devem ser direcionados no potencial benéfico
da utilizacdo da o, B-amirina como agente antiinflamatdrio topico nos distirbios relacionados

com a periodontite.

Os achados desta investigagdo demonstraram pela primeira vez, que a
a, f-amirina modula a inflamagdo periodontal aguda por intermédio da reducdo da infiltragdo
de neutrofilos, do estresse oxidativo e da producdo da citocina TNF-a pro-inflamatoria, e
sugerem que a o, B-amirina pode ser util como um agente terapéutico no tratamento da

gengivite, bem como para retardar a progressao para a periodontite.

Modelos animais sdo largamente empregados em beneficio da compreensdo da
patogénese da doenca periodontal inflamatdria e na avaliagdo de suas variadas modalidades
terapéuticas. Embora nao devam ser esperadas respostas idénticas a agressoes semelhantes
entre as diferentes espécies, modelos animais podem funcionar como modelos de tendéncias
bioldgicas e fornecer informacdes impossiveis de se obter em humanos. Neste sentido, os

ratos geralmente sdo alvos de estudos experimentais da doenga periodontal inflamatoria, em
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virtude das grandes semelhangas com os humanos em relagdo a arquitetura da regido de
molares, inclusive da jun¢do dentogengival, baixo custo de pesquisa, facil manuseio e
disponibilidade de utilizagdo de varias racas com diferentes estados microbioldgicos e
imunologicos (LISTGARTEN, 1975; KLAUSEN, 1991; WEINBERG; BRAL, 1999). Além
disso, estudos longitudinais da doenca periodontal em humanos suscitam véarios problemas,
como a determinacdo do nivel da atividade da doenca, riscos individuais e suscetibilidade a
progressao da enfermidade. Entdo, ¢ importante escolher um modelo animal experimental que
compartilhe caracteristicas semelhantes com relacio a anatomia e a doenca periodontal

inflamatéria humana (KLAUSSEN, 1991; WEINBERG; BRAL, 1999).

Neste trabalho, analisou-se a importancia do fator retentivo de placa bacteriana no
curso evolutivo da doenca periodontal experimental (DPE) induzida em ratos, com a
colocagao de um fio de nailon na cervical dos segundos molares superiores, de acordo com
modelo animal de DP anteriormente descrito (SALLAY et al., 1982). Neste estudo, a analise
da doenga periodontal foi feita na maxila, pois restou demonstrado que pouca ou nenhuma
perda Ossea pode ser observada na mandibula de animais infectados com microorganismos
periodontopatogénicos, por diferentes intervalos de tempo, € que a exfoliagdo ficou, na

maioria das vezes, restrita a maxila (CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH, 1978).

Modelos experimentais semelhantes foram também utilizados por varios
pesquisadores (CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH, 1978; SALLAY et al, 1982;
SAMEJIMA; EBISU; OKADA, 1990; KLAUSEN, 1991; BEZERRA et al., 2000;
LIMA et al., 2000; LEITAO et al., 2002; AZOUBEL et al., 2007). Neste modelo, a ligadura
age tanto como um fator promotor da formagdo de placa dentobacteriana, quanto como um
trauma mecanico na area gengival, provocando achatamento e deslocamento dos tecidos
gengivais mesial e distal, bem como reduzindo a integridade tecidual pela ulceragao ocasional
do epitélio sulcular, o que permite intensa interacdo hospedeiro-placa dentobacteriana. A
iniciagdo da doenga periodontal inflamatoria experimental por bactérias ¢ bem documentada e
o resultado final, que envolve destrui¢ao do osso alveolar e de outros tecidos conjuntivos, ¢
prontamente observado (BEZERRA et al., 2000; LIMA et al., 2000; LEITAO et al., 2002; Di
PAOLA et al., 2005; AZOUBEL et al., 2007).
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Esse modelo mostrou-se capaz de reproduzir as principais alteracdes encontradas
na periodontite humana, o que o torna adequado para o estudo dessa doenga

(BEZERRA et al., 2000; LIMA et al., 2000).

Observou-se, quando da avaliacdo morfométrica da hemiarcada superior esquerda
dos animais operados, submetidos & DPE, que a permanéncia do fio de nailon foi capaz de
induzir a doenga periodontal experimentalmente, quando comparada com sua hemiarcada
contralateral, utilizada como controle; o modelo foi capaz de reproduzir os principais sinais
clinicos da doenca periodontal em humanos, como a reabsor¢ao 6ssea alveolar, a perda de
contato interdental e mobilidade dental em comparag@o aos animais normais, ndo submetidos
a cirurgia. O grupo falso-operado mostrou discreta reabsor¢ao 6ssea, sem exposicao de raiz,

sem perda de contato interdental e sem mobilidade dental.

Trabalho realizado por Bezerra et al. (2000), demonstrou que a perda Ossea
alveolar (POA) foi observada a partir do 4° dia e sua progressao foi constatada até o 11° dia,
atingindo os seus valores maximos, quando observaram significativa perda ossea alveolar,

avaliadas pelo indice de perda 6ssea (IPO) e analise histopatologica.

Este estudo experimental também foi realizado até o 11° dia, no qual se observou
que os resultados estavam de acordo com aqueles obtidos por Bezerra et al.(2000) pois, na
observacdo da maxila do grupo operado, havia migra¢do apical do epitélio, extensa
reabsorcdo Ossea, deslocamento do ponto de contato e mobilidade dental. Estes dados foram
confirmados em analise histopatologica, observando-se no grupo operado, (DPE) infiltrado
celular acentuado, grande ntimero de osteoclastos, processo alveolar ausente e destruigdo
acentuada do cemento. Por outro lado, no grupo falso-operado, foram notados infiltrado

celular discreto, escassos osteoclastos e processo alveolar preservado.

A observagdo macroscopica nas maxilas com DPE, tanto pela face vestibular
como pela palatina, demonstrou aumento maior no IPO na superficie vestibular. Esse achado
pode decorrer da posicdo do fio de nailon apds a sua colocagdo, onde o nd6 que une suas
pontas fica voltado para a face vestibular, de modo que a superficie do fio de nailon localizada

na face vestibular ¢ maior e mais irregular do que aquela na face palatina.
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Andlise comparativa da altura dssea histométrica e morfométrica na periodontite
induzida por ligadura foi realizada por Fernandes ef al. (2007). Medidas histométricas da
juncdo cemento-esmalte a crista O0ssea alveolar foram realizadas. Fotografias padronizadas
foram utilizadas na analise morfométrica. Apds a efetuacdo dos testes estatisticos, observaram
que ndo houve diferenca estatistica entre os dois métodos na deteccao da altura Ossea

associada a colocacao de ligaduras em ratos.

O tratamento de animais com o, B-amirina na dose de 5 mg/kg ndo preveniu a
reabsor¢ao Ossea, ndo causando, no entanto, aumento, o que ocorreu na concentragdo de 10
mg/kg e nos controles positivos lumiracoxibe e dexametasona, que apresentaram uma
reabsor¢do Ossea mais elevada, embora sem diferenga estatistica em relagdo ao grupo DPE.
Estudos prévios descrevem a o, f-amirina como possuidora de atividades antimicrobianas
(KATERERE et al., 2003), antidepressivas (OLIVEIRA et al., 2004), antiinflamatérias
(OLIVEIRA et al., 2005). No presente ensaio, em relacdo as alteracdes histopatoldgicas,
observou-se que a a, B-amirina 5 e 10 mg/kg forneceu menor grau de alteragdo inflamatéria
gengival quando comparada ao grupo DPE, embora ndao demonstrando diferenca estatistica
significativa. Isto, provavelmente, ocorreu em razao do tamanho reduzido da amostra. Desta

forma, a diferenca encontrada entre os grupos ¢ sugestiva, no entanto, ndo conclusiva.

No estudo histopatologico das alteragdes no osso alveolar, constatou-se que a a,
-amirina mostrou desempenho inferior ao da lumiracoxibe e da dexametasona na prevencao
da reabsor¢ao Ossea alveolar. Estes achados sugerem que a o, B-amirina apresentou
comportamento semelhante aos corticosterdides, inibindo a agdo antiinflamatéria, porém, nao

prevenindo a reabsorcdo Ossea.

Comparando-se os resultados encontrados durante andlise morfométrica e
histopatologica, foram encontradas incoeréncias quanto a acdo das drogas nestes parametros,
o que pode ser mais um indicativo de que a amostra reduzida estaria interferindo nos

resultados.

Inibidores de COX-2 parecem ser promissores para o controle da dor dental e para
o tratamento de suporte da doenca periodontal inflamatoria. Drogas antiinflamatorias nao
esteroidais (AINEs) sdo usadas para a terapia periodontal, provas experimentais em animais

e além de estudos clinicos mostrando que AINEs estabilizam as condi¢des periodontais
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mediante a redu¢do da taxa de reabsor¢ao do osso alveolar (HOLZHAUSEN et al., 2002;
TSCHOPPE; KIELBASSA, 2006).

Bezerra et al., 2000, investigando se um inibidor seletivo da ciclooxigenase do
tipo 2 (meloxican) seria capaz de alterar a perda 6ssea alveolar em um modelo de periodontite
em ratos, quando comparado a indometacina, um inibidor ndo seletivo de COX-2. Em relacao
aos resultados, apds exame histopatoldgico das maxilas dos grupos ndo tratados (DPE),
observaram significante perda dssea, aumento no influxo celular, aumento no nimero de
osteoclastos e perda ponderal. A indometacina e meloxicam reduziram a perda éssea, as
alteracdes histopatologicas, influxo celular e a perda ponderal, concluindo, assim, que a
inibicdo da COX-2 preveniu a perda 6ssea nesse modelo de doenca periodontal. Outros

autores (NASSAR et al., 2005) obtiveram o mesmo resultado.

Outro trabalho realizado por Holzhausen et al., 2002, desta vez com celecoxibe 10
e 20 mg/kg ou 10 ml/kg, mostrou que os grupos tratados com esta droga apresentavam
significantemente uma menor perda 6ssea quando comparados com o grupo-controle e
concluiram que a terapia sist€émica com celecoxibe pode modificar a progressao da

periodontite induzida experimentalmente em ratos.

Nassar et al. (2005) testaram o efeito de um inibidor seletivo da cicloxigenase-2,
meloxicam, na progressdo da perda Ossea alveolar na doenca periodontal experimental
induzida por ligaduras em ratos, separados em oito grupos. Quatro grupos foram tratados por
cinco ou 15 dias com uma dose didria de 15 mg/kg de peso corpéreo com meloxicam. Os
outros grupos foram tratados como controle positivo e controle negativo dentro de cada
periodo experimental. Radiografias digitais padronizadas foram realizadas para medir a perda
Ossea na regido mesial do primeiro molar inferior de cada rato. O efeito do tratamento com
meloxicam ndo induziu alteracdo de peso ou quaisquer manifestacoes sistémicas visiveis. A
analise de variagdo indicou que os grupos tratados com meloxicam apds cinco dias
apresentavam perda dssea alveolar significantemente menor (p<0,05). Por outro lado, a perda
Ossea nao foi significativa apds os 15 dias de tratamento com meloxicam. Os dados
apresentados sugerem que o tratamento com meloxicam pode modificar a progressdao da

periodontite experimental em ratos no periodo experimental inicial.
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O efeito do etoricoxibe (3 ou 9 mg/kg), um inibidor seletivo de COX-2, e
indometacina (5 mg/kg), um inibidor ndo seletivo de ciclooxigenase, foram avaliados por
Azoubel et al. (2007), em um modelo de periodontite experimental em ratos. A analise
histopatologica do periodonto mostrou que etorocoxibe e indometacina reduziram a
infiltracdo de células inflamatoérias, a destrui¢ao de fibras coldgenas, cemento e a reabsor¢ao
Ossea alveolar. Os animais que receberam indometacina apresentaram perda de peso iniciada

no 7° dia, e alta taxa de mortalidade (58,3%), em comparag@o com o eterocoxibe (0%).

Estudos realizados por Fricke et al, (2008), para demonstrar a superioridade de
apenas uma dose de lumiracoxibe 400 mg, em comparagdo com 400 mg de celecoxibe ou
placebo em pacientes com dores de moderada a severa apos cirurgia para remocdo de dentes
inclusos, concluiram que lumiracoxibe 400 mg foi bem tolerado e proporcionou superior

analgesia quando comparado ao celecoxibe 400 mg ou placebo.

Nesta conjun¢do de ensaios, verificou-se que o lumiracoxibe, na dose de 20 mg/kg
v.0., ndo preveniu a reabsor¢do 0ssea, tendo esta sido observada ser maior do que nos animais

do grupo DPE, apresentando um desempenho semelhante ao da dexametasona.

Os resultados deste trabalho destoam daqueles obtidos Bezerra et al. (2000),
Holzhausen et al. (2002), Nassar (2005) e Azoubel (2007), que ao estudarem a acdo de
inibidores seletivos da COX-2, observaram que eles inibiram a reabsor¢do Ossea alveolar

induzida por ligaduras em ratos.

Os corticostroides, classificados por Ferreira (1990) como drogas inibidoras da
fosfolipase A,, ndo somente diminuem a sintese das prostaglandinas como também dos
leucotrienos, reduzindo, portanto, o acumulo de neutréfilos no sitio inflamatorio. Este parece
ser o maior mecanismo de agdo antidlgico e antiinflamatorio atribuido a este grupo de
medicamentos, pois o controle da migragdo de neutrofilos para o foco inflamatoério

diretamente implica a diminui¢do dos mediadores quimicos pro-inflamatorios.

A dexametasona ¢ um farmaco que apresenta potente efeito antiinflamatorio e
imunossupressor (RANG, 2003). Neste trabalho, a dexametasona, na concentracdo de
1 mg/kg,i.p, ndo inibiu a reabsor¢do Ossea alveolar induzida por ligadura em ratos. Este

resultado esta de acordo com os de Cavagni et al. (2005), ao observarem que a dexametasona
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aumentou a média de perda dssea alveolar na periodontite induzida por ligadura em relagdo ao
grupo-controle, e que ndo foram observadas diferengas significativas intergrupos nos dentes

sem ligadura.

A administragdo sistémica de dexametasona por longo tempo estd comumente
associada com reducdo na massa Ossea total, a qual ¢ interpretada como aumento na atividade
da reabsor¢do 6ssea (LUCKERT; RAISZ, 1990). Para Metzel et al. (2002), a administracao
de dexametasona tem como efeito colateral gastrintestinal uma ma absor¢ao e que resulta na

inibicao do ganho de peso nos animais tratados.

A variagdo de massa corpdorea dos animais submetidos & doenga periodontal
também foi utilizada como pardmetro neste estudo. As massas corporeas dos animais foram
medidas imediatamente antes da cirurgia e, em dias alternados, at¢ o 11° dia. Perda
significativa de massa corporea dos animais no primeiro dia apds a cirugia foi verificada,
provalvemente, em razdo ao trauma cirirgico e, como conseqiiéncia, a inflamacdo aguda,
caracterizada no estudo hematologico pelo aumento na mieloperoxidase, em decorréncia do
influxo aumentado do neutrofilo para o foco inflamatorio, a qual estaria dificultando a
alimenta¢do dos animais. A medida que os sinais agudos da inflama¢io comegaram a se
dissipar, observou-se tendéncia de estabilizacdo da massa corporea, porem, sem ganho de
peso significativo, tampouco perda acentuada, como restou constatado no primeiro dia, a ndo
ser no grupo tratado com dexametasona, que mostrava perda de massa, diferentemente do
grupo ndo operado, que apresentava ganho progressivo. E interessante observar que a reducio
do processo inflamatorio implica maior ingestao de alimentos pelos animais, evitando perda
de massa corporea. Na avaliacdo da massa corpdrea, notou-se que a o, f-amirina na dose de 5
e 10 mg/kg e o lumiracoxibe, decorrente da diminui¢do do processo inflamatério, sucedeu
um aumento de peso na massa corporea dos animais, embora menor do que os animais
normais (sem DPE), enquanto com o grupo da dexametasona ocorreu redugdo. Para Metzel
et al. (2002), a administragdo de dexametasona tem como efeito colateral gastrintestinal uma

ma absor¢do e que resulta na inibi¢do do ganho de peso nos animais tratados.

Breivik ef al. (2006) estudaram o efeito da dexametasona sobre a variacao no peso
corporeo de ratos recém-nascidos que receberam injecdo intraperitonial (i.p.) de
dexametasona. Apos 90 dias, os ratos receberam ligaduras com fios de seda em volta dos 2°

molares superiores. Quarenta e quatro dias depois foram, entdo, sacrificados, tendo antes sido
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pesados. Os resultados indicaram que o tratamento com dexametasona resultou na reducao do
peso corporeo dos animais. Investigaram, também, a acdo da dexametasona sobre a perda
Ossea alveolar, e seus resultados mostraram que os ratos tiveram significantemente menor
perda 6ssea periodontal. Este trabalho esta de acordo com os resultados obtidos por
Breivik et al, (2006) quanto a ag¢do da dexametasona na redugdo do peso corpdreo,

discrepando, no entanto, quanto a sua acao sobre a perda 6ssea alveolar.

A dor orofacial ¢ uma queixa comum de pacientes que procuram cuidados
médicos ou dentais. A dor orofacial ¢ freqiiente, com alta prevaléncia nas desordens dentais e
temporomandibulares, doencas malignas, e na mucosite asssociada a cirurgia,
quimioradioterapia e neurotoxicidade (BENOLIEL et al., 2007; EPSTEIN et al., 2007). Uma
ampla variedade de drogas ¢ indicada para o tratamento da dor orofacial, as quais incluem
AINEs, relaxantes musculares, opioides e antidepressivos mas, seus efeitos colaterais e
toxicidades sdo evidentes com a administragcdes prolongada (DIONNE, 2001). Nos tltimos
anos ha uma constante busca por drogas alternativas que possuam maior eficacia e seguranga
ao reduzir a dor inflamatéria e neuropatica, bloqueando a transicdo da dor aguda para
cronica. Um aumento de substanica P e CGRP foi observado na doenga periodontal e isto
sugere que esta associada mais com o processo inflamatério do que na nocicepgdo
(ABDEL-ALEEM; MORALES-AZA; DONALDSON, 2004). Os analgésicos mais
comumente prescritos em Odontologia, para o alivio da dor aguda, incluem drogas
antiinflamatérias nao esterdidais, acetaminofem e varias combinagdes contendo opidides. Os
AINEs e presumidamente acetominofem atuam por inibicdo da enzima cicloxigenase
responsavel pela formagao de prostaglandinas que promove dor e inflamagdo. Opidides, como
codeina, hidrocodone e oxicodone estimulam os receptores de opiddes enddgenos para
provocar efeitos analgésicos e outros (HUYNGH; YAGIELA, 2003). Estudos experimentais e
clinicos confirmam que AINEs, inibidores seletivos de cicloxigenase-2 (COX-2) e
dexametasona sdo efetivos para a prevencdo e controle da dor pds-operatoria em cirurgia
periodontal para a raspagem e aplainamento radicular (PILATTI et al., 2006; YEN et al.,
2008).

Considerando que a, f-amirina tem demonstrado propriedades antiinflamatorias,
antinocicepgao visceral e antidepressora em estudos em animais, foi avaliado, em um modelo

animal, seu potencial antinociceptivo na dor orofacial induzido por capsaicina e formalina.
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O presente estudo mostrou que a injecao subcutinea de capsaicina e formalina na

vibrissa da bochecha de ratos produziu um comportamento nociceptivo de esfregar a face.

A capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) ¢ a molécula ativa
responsavel pela ardéncia da pimenta-vermelha, do género Capsicum. Sua importancia no
estudo de neuropeptideos na pele decorre da sua capacidade de despolarizar fibras C ou A9,
ligando-se a um receptor denominado vanildide, que abre canais i0Onicos, ensejando um
influxo de célcio na fibra nervosa (JANCSO; JANCSO; SZOLCSANYI, 1967; CATERINA
etal., 1997).

A formalina (formaldeido, aldeido férmico ou formol) ¢ um germicida volatil,
potente, de amplo espectro, sendo efetivo contra bactérias vegetativas, fungos e muitos virus,
sendo usado na forma de vapor ou solugdo aquosa para a desinfeccdo do ambiente ou objetos,
como equipamentos hospitalares e para a conservacdo de pecas anatomicas. O vapor de
formol ¢ irritante aos olhos, nariz e ao trato respiratério. Pode causar tosse, disfagia,

espasmos, edema de laringe, bronquite e pneumonia (MARTINDALE, 1989).

Os efeitos algicos da formalina e capsaicina em ambos os modelos ocorreram em
virtude da liberacdo de mediadores tais como neuropeptideos sensoriais e prostaglandinas
(HENRY et al., 1999; SANDOR et al., 2007). Na dor orofacial induzida pela formalina, a
primeira fase da resposta (0-5 min) corresponde a dor neurogénica aguda sensivel a drogas
que interagem com o sistema opidide , enquanto a segunda fase da resposta (10-20 min)
corresponde a dor inflamatoria que pode ser inibida por inibidores da ciclooxigenase. Drogas
que atuam primariamente como analgésicos centrais poderiam inibir ambas as fases, enquanto
drogas atuando perifericamente inibem apenas a segunda fase da analgesia (ROSELAND
et al., 1990). Em consisténcia com estes achados, comprovou-se que a administracdo
sist€émica do ketorolac ou diclofenaco (10 e 30 mg/kg, i.p.) atenuou o comportamento
nociceptivo induzido pela formalina na segunda fase (PADI; NAIDU; KULKARNI, 2006).
Estes resultados indicam que as prostaglandinas (PGs), particularmente as PGs periféricas,
estdo envolvidas no comportamento nociceptivo que se segue a uma inje¢do de formalina na

vibrissa da bochecha.

Os opiodides puderam produzir analgesia por meio de mecanismos periféricos no

teste com a formalina (STEIN et al., 2001), o que € consistente com as observacdes de
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Shannon e Lutz (2002) com loperamida subcutanea, um p-opidide agonista de atuacgdo
periférica. A analgesia opidde periférica ¢ indubitavelmente de relevancia clinica,
especificamente considerando-se que a terapia opidide sistémica € freqiientemente dificultada
pelos seus efeitos colaterais centrais. A o, B-amirina ndo demonstrou a¢ao analgésica nos teste
de tail-flick (calor radiante na cauda) e hot-plate (placa quente), sugerindo falta de analgesia
central (OTUKI et al., 2005), mas, interessantemente, mostra analgesia periférica por um
mecanismo naloxone sensitivo, sugerindo que poderia ter uma agdo direta no receptor

opidide, o qual necessita ser esclarecido em estudos futuros.

O efeito inibitério observado com a a, B-amirina sobre a capsaicina € na segunda
fase da resposta de esfregar a face induzida pela formalina pode ser um resultado de sua
possivel inibicdo na liberacao da substancia P ou em conseqiliencia de uma agao bloqueadora
direta no seu receptor Neurokinina-1(NK-1). Neste contexto, um estudo anterior forneceu
evidéncia para a ativagdo ionica dos receptores NK-1 durante a segunda fase do teste com a
formalina no rato, e, administrado sistemicamente, o NK-1 receptor antagonista SR 14033
bloqueia apenas a segunda fase do teste orofacial com a formalina (HENRY et al., 1999;
LUCCARINI et al., 2003). Em um estudo mais recente, foi mostrada uma imunoatividade
NK-1 diminuida em animais tratados com a a, f-amirina no modelo de nocicepcao visceral

induzida por ciclofosfamida (LIMA-JUNIOR et al., 2007).
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7 CONCLUSOES

Este estudo permite concluir que:

1. O triterpenoide pentaciclico o, B-amirina modula a inflamacdo periodontal na fase aguda
por reduzir a infiltracdo de neutrdfilo, o estresse oxidativo e a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias TNF-a e sugere que ele pode ser um agente util para o tratamento de

gengivite e possivelmente retardar a progressao da doenca periodontal;

2. O triterpenoide sob investigacdo demonstrou atividade antiinflamatéria na periodontite
tanto na fase aguda como na cronica, mas ndo teve capacidade para prevenir a perda dssea,
sendo semelhante ao inibidor da COX-2 lumiracoxibe e o corticoide dexametasona. A falha
ao produzir uma inibi¢do significante na reabsor¢ao ossea pelo lumiracoxibe ou o, B-amirina,
sugere que seus efeitos benéficos podem ser reduzidos por outros fatores, tais como o

aumento dos niveis de IL-1 beta séricos promovendo a atividade osteoclastica;

3. O triterpenoide natural o, B-amirina exerceu atividade antinociceptiva no modelo de
nocicepc¢do orofacial induzida por capsaicina e formalina, sugerindo o envolvimento de
opidides enddgenos. Ainda, sugere que esta agdo do o, B-amirina pode estar intimamente

ligada a sua agdo antiinflamatoria.
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Abstract. This study was aimed to evaluate the anti-inflamma-
tory potential of triterpene o, B-Amyrin in rats on acute phase
periodontitis. Periodontitis was induced by ligature placement
around the maxillary right second molar tooth. Rats (n = 8/
group) were pretreated with o, B-Amyrin (5 and 10mg/kg,
p.0.), two hours before the induction of periodontal inflamma-
tion. Sham-operated and positive controls (lumiracoxib and
dexamethasone) were included. Six hours later, plasma levels
of TNF-alpha were analysed. Rats were sacrificed at 24 h, and
the gingival tissue analysed for myeloperoxidase (MPO) and
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), as measures
of neutrophil influx and lipid-peroxidation, respectively o, -
Amyrin as well as dexamethasone significantly inhibited the
periodontitis-associated increases of TNF-alpha, and the gin-
gival MPO and TBARS. o, B-Amyrin effect was more promi-
nent at Smg/kg. Lumiracoxib manifested varied influence
on the studied parameters. These results provide evidence to
show that o, B-Amyrin retards acute inflammation in rat mod-
el of periodontitis and warrant further study on its efficacy to
prevent chronic periodontitis-associated bone loss.

Key words: o, B-Amyrin: Triterpene; Acute phase periodon-
titis; TNF-alpha; MPO and TBARS: Anti-inflammatory activ-
ity

Introduction

Periodontitis is a destructive inflammatory disorder of peri-
odontium associated with accumulation of plaque that may
initiate a local inflammatory reaction and long-term plaque
persistence induces chronic inflammation of the periodontal

" Corresponding author

tissues leading to alveolar bone resorption and tooth loss
(Pihlstrom et al., 2005; Chambrone and Chambrone, 2006;
Haynes, 2006). Studies reveal that subjects with stress-re-
lated depression and exhaustion will have more plaque ac-
cumulation, gingival inflammation, and increased levels of
IL-6 and cortisol in gingival crevicular fluid compared to
normal controls, suggesting that depression might affect
immune function, which could lead to impaired periodon-
tal health (Johannsen et al., 2006). The periodontal dis-
eases are highly prevalent and can affect up to 90% of the
worldwide population. Prevention and treatment are aimed
at controlling the bacterial biofilm, inflammation and boné
loss. Periodontal disease-associated tooth loss may effec-
tively be arrested il proper controls are exercised on bac-
terial biofilm and transition of inflammation from acute to
chronic state. The initial inflammatory reaction invoelves the
edema formation. leukocyte infiltration. and release of in-
Hammatory mediators, setting up gingivitis and there upon
the inflammation extends from gingival tissue to adjacent
submerged bone and periodontal ligament. Thus progres-
sion may modify an initially highly favourable. reversible
acule inflammatory state to a less favourable, somewhat ir-
reversible chronic state that promotes tooth loss. COX-2 in-
hibitors appear promising for control of dental pain and for
supportive treatment of inflammatory periodontal diseases.
The superior analgesic and sustained efficacy, along with
the reduced side effects of COX-2 inhibitors (compared to
COX-1 inhibitors) have been revealed in numerous clinical
studies, in particular after oral surgery. Moreover, nonster-
oidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been used for
periodental therapy, and evidence from animal experiments
and clinical trials has documented that NSAIDs either sta-
bilize periodontal conditions by reducing the rate of alveo-
lar bone resorption (Holzhausen et al., 2002; Tschoppe and
Kielbassa, 2006) or do not make significant difference (Bis-
sada and Ng, 1998). In contrast, studies involving the use
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ol dexamethasone demonstrated an enhanced alveolar boné
loss in rat model of ligature-induced periodontitis (Cavagni
et al., 2005). Use of bisphosphonates to prevent bone loss
has been found to be associated with osteonecrosis of the
jaw (Krueger et al., 2007).

Several Plants have been utilized in popular practice
for upkeep of dental health (Noskov, 1966; Darout et al.,
2000; Satravaha et al., 2005) and use of herbal extracts as
mouth rinses is not uncommon (Pistorius et al., 2003; Bo-
telho et al., 2007). Protium heptaphyllum (Aubl.) March.,
commonly known as almécega, is a widely distributed
plant in Amazon and Northeast regions of Brazil. The resin
collected from its trunk wood is an effective wound heal-
ing agent endowed with anti-inflammatory and analgesic
properties (Siani et al., 1999). The major component of the
resin is the pentacyclic triterpene o, B-amyrin (an isomeric
mixture), and previous studies described its antimicrobial,
antidepressant, anti-inflammatory, antinociceptive, and gas-
troprotective activities (Keterere et al., 2003; Oliveira et al.,
2004; Oliveiraet al., 2005; Aragao et al., 2006; Lima-Junior
etal., 2006). By virtue of these properties, it is hoped that a.,
B-amyrin might be an ideal anti-inflammatory agent to halt
the progression of periodontitis to chronicity. The present
study was therefore aimed to verify its anti-inflammatory
potential on the acute phase periodontitis in rats induced by
ligature placement around the maxillary right second molar
tooth.

Materials and methods

Animals

Male Wistar rats weighing 160-200g, obtained from the Central Ani-
mal House of the Federal University of Ceara were maintained in tem-

perature-controlled rooms allowing food (Purina Chow) and water ad

libitum. Surgical procedures and animal treatments were conducted in
accordance with the guidelines of the National Institute of Health, Beth-
sida and the Institutional Animal Care and Use Committee of the Federal
University of Ceara approved the experimental protocols.

Plant material and isolation of a, §-Amvrin

The resinous exudate from the trunk wood of Protium heptaphyllum
(March.) was collected from the municipal areas of Timon, Maranhdo
state of Brazil, after its identification by botanist, Prof. Roseli Farias
de Melo Barros. A voucher specimen (#18247) has been deposited at
the Herbarium Graziela Barroso of the Federal University of Piaui,
Teresina, Brazil. The extraction and isolation of o, B-amyrin (Fig. 1)

from the crude resin was carried out as described earlier (Viera-Junior

et al., 2005) and its structural identity was confirmed by 'H- and "™C-
NMR spectral analysis, based on the method developed by Gallegos
and Roque (1990) and in comparison with literature data (Mahato and
Sen. 1997,

Induction of Experimental Periodontitis and treatments

Rats were anaesthetized with sodium pentobarbital (50mg/kg) and a
sterile nylon 3-0 thread ligature was placed around the cervix of the
maxillary left second molar tooth of rats. The ligature was knotted on
the buccal side of the tooth, resulting in subgingival position palati-
nally and in supragingival position buccally. Animals in groups (n = 8)
were treated with ¢, B-amyrin (5 and 10mg/kg. p. 0.). dexamethasone

S.A. Holandaetal.  Inflammopharmacology
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Fig. 1. Chemical structure of c-amyrin (A) and §-amyrin (B).

(Img/kg, i.p.). lumiracoxib (20mg/kg, p.o.), or vehicle (3% Tween
80 in distilled water, 10ml/kg, p.o.). 2h before the induction of peri-
odontal inflammation. Dose selection for the test drugs was based on
our pilot studies. Sham operated animals. which did not receive any
medication served as control. Six hours later, blood samples were col-
lected for the analysis of TNFo. At 24h after ligature placement, the
animals were sacrificed and the gingival tissue collected to determine
the levels of myeloperoxidase activity and thiobarbiturate-reactive sub-
stances (TBARS), as measures of neutrophil influx and lipid peroxida-
tion, respectively.

Myeloperoxidase (MPO) activity

The myeloperoxidase (MPO) activity, an indicator of polymorpho-
nuclear leukocyte in the gingival tissue of rats that received different
treatments was determined according to a previously described method
(Krawisz et al., 1984). The buccal gingiva surrounding the upper left
molars were removed and stored at =70 °C. Gingival tissue (50 mg) was
pulverized and homogenized in 50mM of phosphate buffer (pH 6),
containing 0.5 % hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB). The
samples were freeze-thawed thrice with sonication between cycles and
then the samples were centrifuged at 5,000 rpm for 15 min. Aliquots of
supernatant (0.1 ml) were added to 2.9 ml of reaction mixture containing
0.167mg/ml of o-dianisidine, and 0.0005 % H,0, solution, which were
prepared in 50 mM of phosphate buffer. The resulting change in absorb-
ance at 460 nm was measured spectrophotmetrically, for 5min. One unit
of MPO activity was defined as that degrading

1 umol of peroxide per min at 25°C. The activity was expressed in
units per mg of tissue (U/mg tissue).

Measurement of TRARS

The thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) were measured
as a marker of lipidperoxidation by a previously described method
(Ohkawa et al., 1979). In brief, 0.25ml of 5% gingival tissue homoge-
nate prepared in 0.9% NaCl was added to 0.4ml of 35% perchloric
acid and centrifuged at 1.400g for 10min. To the supernatant solution,
200uL of 1.2% thiobarbituric acid solution was added and the mixture
was then placed in a water bath and heated for 30min at 95-100°C.
After cooling, the absorbance was measured with a microplate reader at
a wavelength of 535 nm.

TNF alpha assavy
TNF-t levels in plasma was determined by ELISA using commercial

kit (Amersham, UK) and the results were expressed in pg/ml. Detection
limits for TNF-o were 10 pg/ml.
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Statistical analvsis

The results were presented as the mean +SEM, and were evaluated us-
ing onc-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls
post-hoc test for comparisons between individual groups. A probability
value of less than 0.05 (p < 0.05) was considered significant.

Results and discussion

This study sought to verify the anti-inflammatory potential
of a naturally occurring triterpene o, B-amyrin in the rat
model of ligature-induced periodontitis on its acute stage. Its
efficacy was analysed on myeloperoxidase activity (MPO),
an index of neutrophil influx and TBARS formation, the
product of lipidperoxidation in ligature affected gingival tis-
sue, as well as on 6-hour increase in plasma levels of TNE-
o, the key proinflammatory cytokine. At 24 h after ligature
placement, MPO activity in gingival tissue was significantly
enhanced when compared to Sham operated controls (Fig.
2) obviously due to increased influx of inflammatory neu-
trophils. In animal groups pretreated with 5 and 10mg/kg o,
B-amyrin or  mg/kg dexamethasone, the measured levels of
MPO activity were significantly low when compared o ve-
hicle-treated controls, but however, were not different from
the values obtained in Sham operated controls. Significant
inhibition of MPO by a, B-amyrin may be beneficial in ar-
resting the periodontitis progression. Although lumiracoxib,
the COX-2 inhibitor showed a tendency to inhibit MPO ac-
tivity, its effect was statistically non-significant. COX-2 is
induced after cellular activation by inflammatory cytokines
and its inhibition may be useful in helping to control gingival

fibroblast production, which is greatly influenced by bone
resorbing cytokine IL-6 (Tipton et al.. 2003). Several data in
literature provide evidence that systemic therapy with COX-
2 inibitors such as meloxicam and eterocoxib can retard the
progression of experimentally induced periodontitis in rats
during the initial experimental period and also retard bone
resorption at a later stage (Holzhausen et al., 2005; Nassar et
al., 2005). It remains to be seen in a future study whether or
not o, B-amyrin blocks bone resorption in the chronic phase
of pericdontitis.

The thiobarbituric acid- reactive substances (TBARS)
assay is a commonly applied test to measure free radical ac-
tivity (Tuter et al.. 2001). In this assay. thicbarbituric acid
reacts with aldehydes such as malondialdehyde yielding
TBARS., and the measurement of TBARS is a useful indice
of oxidative deterioration. An increased level of lipid per-
oxidation may play a role in the inflammation and destruc-
tion of the periodontium in periodontitis. The periodontitis
sufferers show a significantly higher TBARS level than the
healthy subjects (Panjamurthy et al., 2005) and suggest that
gingival tissue TBARS are closely associated with periodon-
tal status and their measurement may be a valuable guide in
treating and monitoring periocdontal disease progression. In
the present study. both o, B-amyrin and dexamethasone were
able to significantly decreases the periodontitis associated
increase in TBARS formation (Fig. 3). Thus «, B-amyrin
may have a potential applicability in treating and monitoring
periodontal disease progression.

To study the possible role of TNF-o: in the development
of ligature-induced periodontitis, ELISA was performed to
register plasma levels of TNF-o.. The results show a signifi-
cant elevation in plasma TNF-o in vehicle-treated control
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Fig. 2. Effects of ¢. F-amyrin. dexamethasone and lumiracoxib on gin-
gival myeloperoxidase activity in rats on ligature-induced acute phase
periodontitis. Vehicle (EP-experimental periodontitis; 3% Tween 80,
10ml/kg), o, B-Amyrin (5, and 10mg/kg. p.o.). dexamethasone (Dex.
I mg/kg. 1. p.) or lumiracoxib (Lumir, 20mg/kg. p. 0.) were administered
2h before the induction of periodontitis. Sham control (Sham) was un-
treated. Gingival tissue was collected at 24 h following the ligature place-
ment and analysed for myeloperoxidase. Bars represent mean +5.E.M.
*p < 0.03 vs. Sham: was considered significantly different compared to
naive group. *p < 0.05 vs. EP (ANOVA followed by Newman-Keuls
test).

Fig. 3. Effects of ¢ 3-amyrin. dexamethasone and lumiracoxib on gingi-
val TBARS in rats on ligature-induced acute phase periodontitis. Vehicle
(EP- experimental periodontitis, 3 % Tween 80, 10 ml/kg). ct.3-Amyrin
(5. and 10 mg/kg, p.o.), dexamethasone (Dex, 1 mg'kg, i p.) or lumira-
coxib (Lumir. 20mg/kg, p.o.) were administered 2h before the induc-
tion of periodontitis. Sham control (Sham) was untreated. Gingival tis-
sue was collected at 24 h following the ligature placement and analysed
for thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS). Bars represent
mean =S.E.M. *p < 0.05 vs. Sham: was considered significantly differ-
ent compared to naive group. *p < 0.05 vs. EP (ANOVA followed by
Newman-Keuls test).
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rats, when compared to Sham control (Fig. 4). Amongst the
drug treatments, groups treated with o, B-amyrin (Smg/ke)
and dexamethasone but not the COX-2 inhibitor, lumiracox-
ih showed significant reductions in plasma levels of TNF-c.
These observations were in agreement with the recent find-
ing on ctanercept, a tumour necrosis factor antagonist with
anti-inflammatory effects that showed a reduced degree of
periodontitis-associated tissue injury (Di Paola et al. 2007).
This suggests that o.f-amyrin might be acting as an anti-
inflammatory agent via suppression of TNF-o release or its
proinflammatory action. However, in these studies etener-
cept was post-treated (i.e. after ligature placement) to show
a therapeutic response whereas in our study, the test drugs
were given as pretreatments, i.e. administered to animals
before the ligature placement, with an objective to verily
whether or not o. p-amyrin would modify the acute phase
inflammation in experimental periodontitis.

The natural triterpene o, B-amyrin used for the study is
an isomeric mixture resembling chemical structures of ur-
solic and oleanolic acids in the proportion of 67:33 (Vieira-
Junior et al., 2005). It has recently been shown that ursolic
acid and oleonolic acids inhibit Inhibitory-KappaPBalpha

kinase and p65 phosphorylation. leading to suppression of

NF-kappa activation (Shishodia et al., 2003). Possibly by
structural identity, o, B-amyrin is likely to possess these
properties and able to modulate the NF-Kappa-activation
involved increase in proinflammatory cytokines such as
TNF-o. Like ursolic and oleanolic acids, o, B-amyrin dem-
onstrated, gastroprotective, hepatoprotective, anti-inflam-
matory, and antinociceptive effects (Oliveira et al., 2004
Oliveira et al., 2005).

It has been constantly observed that topical treatment re-
duces gingivitis while systemic treatment prevents alveolar

150+

Fig. 4. Effects of o,3-amyrin, dexamethasone and lumiracoxib on plas-
ma TNF-o levels in rats on ligature-induced acute phase periodontitis.
Vehicle (Oper-experimental periodontitis; 3 % Tween 80, 10ml’kg). o
B-Amyrin (5, and 10mg/kg, p.o.), dexamethasone (Dex, 1 mg/kg, i.p.)
or lumiracoxib (Lumir, 20 mg/kg, p.o.) were administered 2 h before the
induction of periodontitis. Sham control (Sham) was untreated. Blood
samples were collected at 6h following the ligature placement and ana-
lysed for plasma TNF-ct. Bars represent mean +S.E.M. *p < 0.05 vs.
Sham: was considered significantly different compared to naive group.
#*p < 0.05 vs. EP (ANOVA followed by Newman-Keuls test).

S.A.Holandaetal.  Inflammopharmacology

bone loss (Xu and Wei, 2006). The development of topical
formulations (e. g. gels, toothpastes, rinses) with a daily ap-
plication may be of particular interest as this may help to
reduce if any adverse systemic effects in the long-term use.
Future studies should address the potential benefits of us-
ing o, f-amyrin as a topical anti-inflammatory agent in peri-
odontitis-related disorders.

In conclusion, our findings demonstrate for the first time
that ¢, B-amyrin modulates acute periodontal inflammation
by reducing neutrophil infilteration, oxidative stress and the
production of proinflammatory cytokine TNF-c. and suggest
thatit might be useful as a therapeutic agent for the treatment
of gingivitis and to retard the periodontitis desease progres-
sion.
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Antinoceptive effect of triterpenoid «,f-amyrin in rats on orofacial pain
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Abstract

The effects of o, f-amyrin, a pentacyclic triterpene isolated from Protium heptaphylum was investigated on rat model
of orofacial pain induced by formalin or capsaicin. Rats were pretreated with «,ff-amyrin (10, 30, and 100mg/kg, 1.p.),
morphine (5mg/kg, s.c.) or vehicle (3% Tween 80), before formalin (20 pl, 1.5%) or capsaicin (20 pl, 1.5ug) injection
into the right vibrissa. In vehicle-treated controls, formalin induced a biphasic nociceptive face-rubbing behavioral
response with an early first phase (0-5min) and a late second phase (10-20min) appearance, whereas capsaicin
produced an immediate face-rubbing (grooming) behavior that was maximal at 10-20 min. Treatment with «, f-amyrin
or morphine significantly inhibited the face-rubbing response in both test models. While morphine produced significant
antinociception m bhoth phases of formalin test, z,f-amyrin inhibited only the second phase response, more
prominently at 30mg/kg, in a naloxone-sensitive manner. In contrast, o« f-amyrin produced much greater
antinociceptive effect at 100mg/kg in the capsaicin test. which was also naloxone-sensitive. These results provide
first time evidence to show that z, f-amyrin attenuates orofacial pain atleast, in part, through a peripheral opioid
mechanism but warrants further detailed study for its utility in painful orofacial pathologies.

) 2007 Published by Elsevier GmbH.

Keywords: Protium heptaphylfum; o, f-Amyrin; Antinociception; Orofacial pain; Formalin; Capsaicin

Introduction variety of drugs are indicated for treating orofacial pain,
which include NSAIDs, muscle relaxants, opioids and

Orofacial pain is a common complaint patients seck antidepressants but side effects and toxicity are apparent
medical or dental care. Orofacial pain 1s frequent with a with long-term administration (Dionne, 2001). In recent
high prevalence in temporomandibular and dental vears, there has been a constant search for alternative
disorders, malignant diseases, and in chemo-radiother- drugs that possess greater efficacy and safety in reducing
apy-surgery-associated mucositis and neurotoxicity the inflammatory and neuropathic pain and with a
(Benoliel et al., 2007; Epstein et al., 2007). A wide strategy to halt the transition from acute to pain

chronicity.

B — . ccoc Protium  heptaphyllum  (Aubl.) March., commonly
Corresponding author. Tel.: + 558533668341 ’ -

fax: + 55853366 8333 known as almécega, is a widely distributed plant in the
E-mail addresses: vietrao@ufe.br, viet_rao@yahoo.com.br Amazon and in Northeast of Brazil. The resin collected
(V.S. Rao). from its trunk wood 1s an effective healing agent of

0944-7113/8 - see front matter © 2007 Published by Elsevier GmbH.
doi:10.1016/j. phymed.2007.11.016
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o-amyrin: R=CHj;, Ry=H
B-amyrin: R=H, R+=CHs;

Fig. 1. Chemical structure of «.ff-amyrin.

wounds with anti-inflammatory and analgesic properties
(Siani et al., 1999). The major component of the resin
is the pentacyclic triterpene o, f-amyrin (an isomeric
mixture) (Fig. 1), and previous studies described its
antimicrobial, anti-inflammatory, gastroprotective
and antinociceptive properties (Katerere et al.,, 2003;
Oliveira et al., 2005; Lima-Janior et al., 2007). By virtue
of these properties, 1t 1s hoped that =, f-amyrin might be
an ideal agent to combat orofacial pain and to prove il,
the present study investigated its antinociceptive poten-
tial in the test models of orofacial pain induced by
formalin and capsaicin in rats.

Materials and methods
Animals

Experiments  were  performed on  male Wistar
rats (160-200g). housed in standard conditions (12-h
light/dark cycle and 22+2°C) and had free access to
food and water except during the test period. All
behavioral tests were carried out between [1:00 and
16:00h. Animal experiments were conducted in accor-
dance with the guidelines of International Association
for the study of pain and the Institutional Animal Care
and Use Committee of the Federal University of Ceara
approved the experimental protocols.

Plant material and isolation of «,f-Amyrin

The resinous exudate from the trunk wood of Protium
heptaphyllinm (March.) was collected from the municipal
areas of Timon, Maranhao state of Brazil, after its
identification by botanist Prof. Roseli Farias de Melo
Barros. A voucher sample (##18247) has been deposited
at the Herbarium Graziela Barroso of the Federal
University of Piaui, Teresina, Brazil. The extraction
and isolation of z,fi-amyrin (1) from the crude resin

was carried out as described earlier (Vieira-Junior
et al., 2005) and its structural identity was confirmed
by 'H- and BC-NMR spectral analysis, based on
the method developed by Gallegos and Rogque (1990)
and in comparison with literature data (Mahato and
Sen, 1997).

Formalin test

Orofacial nociception was induced in rats by s.c.
injection of 20 pl of 1.5% formalin into the right vibrissa
pad, using a 27-gauze needle (Clavelou et al., 1995). This
volume and percentage concentration of formalin was
selected from our pilot studies that showed a pain-
related biphasic behavioral response (face-rubbing) of
greater intensity at the periods of 0-5min (first phase)
and 10-15min (second phase), following its injection
into vibrissa pad. Pain was quantified at these time
periods by measuring the time (s) that the animals spent
face-rubbing in the injected area with its fore- or

hindpaws. To assess the effects of test drugs, rats
in groups (n = 8) were pretreated systemically with
vehicle (3% Tween 80 in distilled water, the solvent for
o, ff-amyrin), z ff-amyrin (10, 30, and 100mg/kg, 1.p.),
2h before the local injection of formalin. Morphine
(5mg/kg, s.c.), administered 30min before the algogen
was included as positive control. In separate experi-
ments, the possible involvement of opioid mechanism
was assessed in the antinociception produced by
o, f-amyrin or morphine with naloxone (2mg/kg, i.p.),
an opioid antagonist, injected simultaneously.

Capsaicin test

The orofacial pain was induced by capsaicin in rats as
described carlier (Pellisier et al., 2002). Rats (17 = 8) were
injected with capsaicin (20 pl, 1.5 pg) subcutaneously
into the right vibrissa pad, using a 27 gauze needle.
Capsaicin was dissolved in ethanol, dimethyl sulfoxide
and distilled water (1:1:8). In pilot studies, rats
manifested pain-related face-rubbing/grooming beha-
vior immediately following the injection of capsaicin
with a higher intensity at 10-20min period. Therefore,
pain quanltification was performed at this time period by
measuring the time (s) that the animals spent face-
rubbing/grooming the injected area with the fore- or
hindpaws. The . f-amyrin or vehicle were given to
animals as described for formalin test, 2h before the
local injection of capsaicin. Morphine (Smg/kg, s.c),
administered 30 min before the algogen was included
as a positive control. To test the possible involvement
of optoid mechanism 1 the antinociception produced
by o« fi-amyrin or morphine, animals were simulta-
neously pretreated with the opioid antagonist, naloxone
2mg/kg, 1.p.).



632 S.A. Holanda Pinto et al. | Phytomedicine 15 (2008) 630-634

Statistical analysis

The results were presented as the mean+SEM, and
were analyzed using one-way analysis of variance

(ANOVA) followed by Student Newman-Keuls posi-hoc

test for multiple comparisons between individual groups.
Differences were considered significant at p<0.05.

Results and discussion

The results show that pretreatment with . ff-amyrin
produces pronounced antinociception as evidenced by
decreased face rubbing behavior in capsaicin test and in
the second phase of formalin test (Figs. 2 and 3). Algesic

effects in both models are said to be due to liberation of

mediator substances like sensory neuropeptides and
prostaglandins (Henry et al., 1999; Sandor et al., 2007).
In formalin-induced orofacial pain, the first phase response
(0-5min) corresponds to acute neurogenic pain sensitive to
drugs that interact with opioid system and the second
phase response (10-20 min) corresponds to mflammatory
pain that can be inhibited by cyclooxygenase inhibitors.
Drugs that act primarily as central analgesics could inhibit
both phases while peripherally acting drugs inhibit only
the second phase algesia (Roseland et al., 1990).

It was observed that z,f-amyrin was unable to
suppress the first phase nociceptive behavior in formalin
test (Fig. 2A), while the second phase was mhibited
possibly acting via suppression of arachidonate cascade.
Consistent with this finding was the observation that
systemic administration of Kketorolac or diclofenac
(10 and 30mg/kg. 1.p.) significantly attenuates forma-
lin-induced nociceptive behaviour in the second phase
only (Padi et al., 2006). These results indicate that
Prostaglandins (PGs), particularly peripheral PGs are
involved in nociceptive behaviour following formalin
injection into the vibrissa pad.

The opioids can produce analgesia through peripheral
mechanisms in formalin test (Stein et al.. 2001).
consistent with the observations of Shannon and Lutz
(2002) with subcutancous loperamide, a peripherally
acting p-opioid agonist. Peripheral opioid analgesia is
undoubtedly of clinical relevance, especially considering
that systemic opioid therapy often is hampered by
central side effects. z, f-amyrin lacks analgesic action in
tests of tail-flick and hot-plate suggesting no central
analgesia (Otuki et al., 2005), but mterestingly, it
displays peripheral analgesia by a naloxone-sensitive
mechanism (Fig. 2B) suggesting that it might even have
a direct action on the opioid receptor, which needs to be
clarified in a future study.

o, f-amyrin inhibits the neurogenic inflammatory pain
induced by capsaicin injection into the vibrissa pad, as
evidenced by naloxone-reversible suppression of facial
grooming (Fig. 3). The nhibitory effect observed with
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Fig. 2. (A) Effect of «.ff-amyrin on formalin-induced orofacial
pain—related face-rubbing response in rats. Vehicle or /-
amyrin was administered 2 h before formalin injection into the
vibrissa pad. (B) The effect of morphine and or naloxone
pretreatments on the antinociceptive effects of «,f-amyrin.
Morphin or naloxone was injected 30 min before formalin.
Each wvalue represents the mean+sem of 8§ animals.
**p<0.001 compared to control. #p<0.01 compared to
morphine alone and *p< 0.01 compared with «.f-amyrin
(ANOVA followed by Student Newman-Keuls test).

g, f-amyrin on capsaicin- and in the second phase of
formalin-induced facial grooming may be a result of
its possible inhibition on Substance P release or due to
a direct blocking action on its receptor neurokinin-1
(NK-1). In this context, a previous study provided
evidence for tonic activation of NK-1 receptors during
the second phase of the formalin test in the rat and
systemically administered NK-1 receptor antagonist
SR 14033 blocks only the second phase of the orofacial
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Fig. 3. Effect of a.ff-amyrin on capsaicin-induced orofacial
pain-related face-rubbing response in rats. Vehicle or o«.f-
amyrin was administered 2 h before capsaicin injection into the
vibrissa pad whereas morphine and or naloxone were injected
30min before the capsaicin. Each wvalue represents the
mean-+s.e.m of § animals. ™"p <0.001 compared to control.
#p<0.01 compared with morphine alone and ‘p< 0.01
compared with o f-amyrin (ANOVA followed by Student
Newman-Keuls test).

formalin test (Henry et al., 1999; Luccarini et al., 2003).
In a more recent study, we have shown the decreased
NK-1 immunoreactivity in animals treated with
g f-amyrin in the rat model of visceral nociception
induced by cyclophosphamide (Lima-Junior et al.,
2007). At the doses tested, o fi-amyrin lacks overt
toxicity and no sedative or motor impairment effects
in rodent species (Lima-Junior et al., 2007).

In conclusion, this study demonstrates that «,f-amyrin
modulates neuropathic and inflammatory pain in the
test models of orofacial pain induced by capsaicin
and formalin through a naloxone-senitive mechanism.
The results also support the clinical use of peripheral
opioids to combat orofacial pain and further suggest
that o, ff-amyrin has a therapeutic potential for painful
facial and dental disorders.
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