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RESUMO

A doenga periodontal ¢ uma patologia que afeta mais da metade da populacdo
mundial. Sua prevencgado ¢ um grande desafio e diversos métodos ja foram desenvolvidos para
tratar essa doenga. Limonium brasiliense ¢ uma planta natural da regido sul do Brasil, tem
acdo bacteriostatica, anti-inflamatdria e antioxidante e ndo existem estudos in vivo avaliando
seu efeito sobre a evolucdo da doenca periodontal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo
do extrato de L. brasiliense, na forma farmacéutica gel, no desenvolvimento da doenga
periodontal em ratos. Foram utilizados ratos Wistar machos com 65 dias de idade. A doenca
periodontal foi induzida nos segundos molares superiores, por meio da colocagdo da ligadura
de algodao. Os animais foram divididos em sete grupos de acordo com o tratamento: controle
negativo, sem inducdo da doenca; doenga periodontal sem tratamento; doenca tratada com
clorexidina 0,12%; doenga tratada com gel veiculo; doenca tratada com gel de L. brasiliense
0,5%, 1% e 2%. As aplicacoes dos géis foram realizadas com microbrush durante 1 minuto,
2x/dia durante 11 dias. Apods este periodo os animais foram eutanasiados e as maxilas
coletadas, fixadas, processadas para inclusdo em parafina e coradas com Hematoxilina e
Eosina. A regido periodontal foi analisada quanto a presenca de inflamacao, integridade das
fibras transeptais e perda dssea alveolar. Os parametros de inflamacdo e perda dssea foram
avaliados nas regides mesial, distal e de furca. Foram atribuidos escores para cada parametro
analisado. Os resultados mostraram que o tratamento com gel de L. brasiliense 1% evitou o
desenvolvimento de inflamagdo intensa. A maior frequéncia de integridade das fibras
transeptais foi observada no periodonto dos animais tratados com L. brasiliense 0,5%, 1% e
naqueles animais sem qualquer tratamento. O osso alveolar apresentou menor destrui¢cdo
naqueles animais tratados com o gel de L. brasiliense a 1%. Conclui-se que o gel de L.
brasiliense 1% apresentou o melhor resultado na evolugdo da doenga periodontal, atenuando

os seus efeitos deletérios.

Palavras-chave: periodonto; fitofarmacos; indu¢ao de doenca periodontal; osso alveolar



ABSTRACT

Periodontal disease is the pathology that affects over half of the world's population,
and the prevention of this disease is a great challenge for the population's health. Limonium
brasiliense is a natural plant from southern Brazil, has bacteriostatic, anti-inflammatory and
antioxidant action and there are no in vivo studies evaluating its effect on the development of
periodontal disease. Therefore, the aim of this study was to evaluate the use of L. brasiliense
extract, in the pharmaceutical gel form, in the development of periodontal disease in rats.The
study was performed using 65 days old male Wistar rats. Periodontal disease was induced in
the upper second molars, through the ligature. The animals were divided into seven groups
according to treatment: negative control without periodontal disease, periodontal disease
without treatment, disease treated with 0.12% chlorhexidine; disease treated with base gel,
disease treated with L. brasiliense gel 0.5%, 1% and 2%. Gels were applied with microbrush
for 1 minute, 2x/day for 11 days. After this period, the animals were euthanized and the jaws
were collected, fixed, processed for inclusion in paraffin and stained with Hematoxylin and
Eosin. The periodontal region was analyzed for the presence of inflammation, integrity of the
transseptal fibers and alveolar bone loss. The parameters of inflammation and bone loss were
analyzed in the mesial, distal and furcation regions. Scores were attributed to each parameter
analyzed. The results showed that L. brasiliense at 1% prevented the development of intense
inflammation. The highest frequency of transseptal fiber integrity was observed in the
periodontium of animals treated with L. brasiliense 0.5%, 1% and in animals without any
treatment. The alveolar bone showed less destruction in those animals treated with L.
brasiliense gel at 1%. It is concluded that the L. brasiliense 1% gel presented the best result

in the development of periodontal disease, attenuating the deleterious effects of the disease.

Keywords: periodontium; phytopharmaceuticals; induction of periodontal disease; alveolar

bone.



CAPITULO1

1.DOENCA PERIODONTAL

A satde periodontal ¢ caracterizada pela auséncia histologica de inflamacdo e
nenhuma alteracdo anatdmica no periodonto, porém as doencas periodontais (DP) sdo
frequentemente encontradas (Lang, Bartold, 2018), com uma prevaléncia de 60% na
populacdo adulta (Demmer, Papapanou, 2010; Papapanou, Susin, 2017). Devido ao grande
predominio da doenga, a saide periodontal deve ser descrita como a auséncia total ou
reducgdo significativa de inflama¢do em um periodonto intacto ou reduzido (Lang, Bartold,
2018).

As DP sdo infecgdes que resultam na inflamacao dos tecidos de prote¢dao e suporte
dentario (Kinane et al., 2017), essa doenga gera uma destruicdo do tecido dsseo que pode
levar a perda dentéria (Kinane et al., 2017; Papapanou, Susin, 2017). O diagnéstico da DP ¢
feito por meio de exames clinico e radiogréfico e os sinais mais frequentes sdo o sangramento
a sondagem, vermelhiddo, inchaco, podendo também apresentar mobilidade dentaria (Lang,
Bartold, 2018). Como consequéncia, a doenca pode predispor a aterosclerose, diabetes,
aumento de inflamagdes sistémicas, e problemas psicossociais associados a halitose
(Papapanou, Susin, 2017).

A DP ¢ multifatorial, envolvendo a interacdo entre bactérias subgengivais, respostas
do hospedeiro e fatores predisponentes (Bartold, Van Dyke, 2013). Nesse contexto, alguns
elementos podem proporcionar condi¢des para o desenvolvimento da doenga, entre eles estdo
presentes a genética, estilo de vida, tabagismo, doencas sist€émicas, nutricdo e estresse
(Chapple et al., 2015; Lang, Bartold, 2018). No entanto, o fator de risco mais importante para
periodontite ¢ o acimulo de biofilme (Chapple et al., 2015). Este ¢ formado por uma matriz
organica de saliva, dieta do hospedeiro e bactérias, sendo as principais componentes do grupo
a Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella forsythia (Tf) e Treponema denticola (Td)
(Socransky et al., 1998; Schumuch et al., 2015; Harvey, 2017).

A doenga periodontal representa um grande problema de saiide publica mundial
(Petersen, Ogawa, 2012). De acordo com a Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS), a saude ¢
definida como um estado de completo de bem-estar fisico, mental e social e ndo apenas a

auséncia de doenga (OMS, 1946). A DP causa alteracdes como comprometimento da fungao
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e estética, impactando na qualidade de vida. O estabelecimento da DP esta relacionada as
condi¢des de vida, fatores ambientais, comportamentais e sistemas de saude bucal daquele
individuo (Petersen, Ogawa, 2012). Assim, o controle da DP estd intimamente ligado a

melhora do bem estar global do individuo.

1.1 ETIOPATOGENIA

O desenvolvimento da DP, de maneira geral, se dd por meio das bactérias, em fluidos
orais que chegam aos tecidos periodontais, promovendo a adesdo as células e a outras
bactérias do biofilme dental (Harvey, 2017). As principais bactérias da doenca sdo a Pg, Tfe
Td (Socransky et al., 1998; Schumuch et al., 2015; Harvey, 2017). A caracteristica mais
marcante dessas bactérias do complexo vermelho ¢ a atividade proteolitica extracelular
(Dashper et al., 2010).

A Pg esta intimamente relacionada a DP (Nakayama; Ohara, 2017) e apresenta como
fatores de viruléncia os lipossacarideos (LPS), polissacarideo capsular e fimbrias (Bostanci,
Belibasakis, 2012).

Dos componentes presentes para desencadear a doenca, o LPS estimula a resposta
inflamatoria do hospedeiro, a cadpsula permite a bactéria a resisténcia e as fimbrias possuem
um papel na adesdo as células epiteliais e a outras bactérias. Esse fator de adesdo ¢
extremamente importante para a manutengdo da bactéria e desenvolvimento da doenca
(Nakayama; Ohara, 2017).

A gingipaina é composta por proteases de cisteina, divididas em arginina e lisina. A
gingipaina rompe os mecanismos de defesa do hospedeiro, influenciando diretamente a
resposta imune pela atividade proteolitica. Com esses mecanismos, Pg ¢ uma das principais
contribuintes para o surgimento da doenga (Nakayama; Ohara, 2017).

Tf também estd relacionada a problemas periodontais (Sharma, 2010), porém
apresenta um maior potencial patogénico na inflama¢ao quando associada as outras bactérias
do complexo vermelho. Como caracteristica, ¢ Gram-negativa, ¢ estd presente nos niveis
mais altos das doencas (Sharma, 2010). Possui enzimas semelhantes a tripsina, uma camada
superficial (S), lipoproteinas e LPS.

A superficie dessa bactéria apresenta uma enzima que esta relacionada a degradagao

de peptideos, porém esse fator influencia de maneira pouco significativa na DP. Possui
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também a camada S, com glicoproteinas, essa camada permite prote¢ao, adesdo e invasao da
bactéria (Sharma, 2010). O potencial de internalizacdo desse microrganismo as células do
hospedeiro, ocorre através da endocitose mediada por receptores da bactéria, que aderem e
invadem as células, porém de maneira mais fraca que Pg. Tf também possui como viruléncia
a hemaglutinagdo e, de acordo com estudos, apresenta o potencial de formagao de abscessos,
em camundongos (Sabet et al., 2003).

Tf possui em sua membrana, lipoproteinas e LPS que desempenham a inducao de
respostas inflamatdria (Hasebe et al., 2004). Outro fator de viruléncia sdo as proteinas, sendo
as principais o BspA, DpplV dipeptidil peptidase IV. O BspA esta relacionado a enzimas que
geram a destrui¢do dos tecidos, e o DpplV € uma proteina de reparo de incompatibilidade de
DNA (Sharma, 2010). Assim, a bactéria apresenta varios fatores importantes que em
conjunto desencadeiam a doenga.

Finalizando as bactérias desse grupo, 7d ¢ encontrada na cavidade bucal de pacientes
saudaveis e necessitam de outras bactérias para desencadear a doenca. Como fatores de
viruléncia tém o sistema de toxina-antitoxina, formacao de acidos, flagelos e LPS.

A invasdao de T7d em células epiteliais e na formagdo de biofilme estd associada a
proteinas leucina de repeticao (Lir). 7d e Pg ndao competem pelas condigdes de crescimento,
possibilitando a manutencdo de ambas no ambiente. O sistema de toxina-antitoxina (TA),
apresentado pela bactéria, auxilia na sua resisténcia no ambiente (Dashper et al., 2011). A
bactéria também ¢ capaz de fazer fermentagcdo e esses produtos promovem a alteracdo no
biofilme e também interferem na resposta imunolégica do individuo, contribuindo para o
desenvolvimento da doenga (Dashper et al., 2011). Em um trabalho in vitro, a proteina da
bainha externa (Msp) desempenha inibicao das fungdes dependentes de actina por neutrofilos,
influenciando a resposta imune (Puthengady et al., 2006).

Como locomogao, a bactéria apresenta flagelos periplasmaticos e a quimiotaxia, que
estimulam a orientacao da bactéria através das proteinas quimiotéxicas, assim, os sinais sao
transmitidos pela proteina que direciona a rotagdo flagelar, isso aumenta os sitios de
contaminagdo (Daspher, 2011). Os LPS estimulam a osteoclagenese (Choi et al., 2003).
Dessa forma, os principais fatores de viruléncia desse organismo sdo a motilidade e
quimiotaxia que permite que propagacao da presenca da bactéria, capacidade de associagao
com outras bactérias e producao de toxinas que permite sua longevidade e comprometimento

imunolégico do hospedeiro (Dashper et al., 2011).
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1.2 Prevengdo e tratamento

Os problemas bucais sofrem influéncia de fatores sociais e do estilo de vida, assim a
prevencao da doenca estd relacionada a capacitacdo e participacdo do individuo no controle
dos determinantes que desencadeiam a doenga (Lde, 2000). Dessa forma, o direcionamento
correto sobre a escovagdo ¢ a motivacdo do paciente no interesse pelo cuidado bucal sdo
atividades educativas que permitem a preven¢do das doencas e uma mudanga dos hébitos
deletérios (Sgan-Cohen, 2005).

O desenvolvimento da doenca periodontal esta intimamente relacionado a higiene
bucal insuficiente (Petersen, Ogawa, 2012), associado aos microrganismos presentes no
biofilme (Socransky et al., 1998), porém ndo ¢ o Unico fator que deve ser abordado para a
obtencdo ¢ manutencao da saude periodontal (Lang, Bartold, 2018). Paises desenvolvidos
possuem habitos mais saudaveis incluindo uma higiene regular e a utilizagdo de dentifricio
fluoretado (Tseveenjav et al., 2011), habitos menos frequente em paises de renda inferior,
pela falta de informagao (Amin, Al-Abad, 2008).

Existem outros fatores com associacao direta ao favorecimento do desenvolvimento
da doenga periodontal, entre eles o tabagismo, uma vez que este altera os fatores de resposta
microbiana, resposta imune e as células, ja que seus componentes possuem um carater toxico
a elas (Johnson, Hill, 2004). Também a diabetes, que possui uma relagdo bidirecional com a
doencga periodontal, e pode possibilitar a alteragdo na produgdo de colageno e resposta do
hospedeiro (Taylor George, 2001).

Dessa forma, métodos educativos e preventivos de acordo com as caracteristicas de
cada paciente, permitem o controle dos meios que desencadeiam a doenca (Sgan-Cohen,
2005). Porém, quando a doenca ja estd instalada, o tratamento mecanico ¢ considerado
o tratamento padrdo, podendo ser realizado de maneira cirirgica ou ndo cirirgica. O objetivo
do tratamento periodontal € controlar a infeccdo da area, a terapia periodontal ndo cirargica,
raspagem ¢ alisamento radicular, associado ao controle de placa, altera o ambiente
subgengival microbiano e diminui o processo inflamatorio, deixando a raiz livre dos
depositos bacterianos (Wennstrom et al., 2005). Ja a terapia cirurgica ¢ utilizada para a

reducdo de profundidade de sondagem, em niveis mais avangados da doenga (Deas et al.,
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2016). Mas o tratamento da doenca nao deve estar centrado apenas na remog¢ao do biofilme e

sim em todos os fatores que auxiliam no desenvolvimento da doenca.

1.2.1 Tratamento adjunto

O tratamento adjunto ¢ requisitado em ocasides de maior comprometimento
periodontal, bolsas profundas, envolvimento de furca e dificuldade no autocuidado (Bonito et
al., 2005). Ele potencializa o efeito do tratamento convencional. Dessa forma, os
antimicrobianos, enxaguatdrios bucais e terapia fotodinamica sdo alguns métodos utilizados
associados ao tratamento tradicional.

Os compostos antimicrobianos visam alterar, reduzir ou eliminar a infecgdo,
influenciando diretamente na resposta do hospedeiro. O uso desse método deve ser prudente,
uma vez que possibilita o surgimento de bactérias resistentes, dificultando o tratamento (Slot,
Ting, 2002). Os enxaguatorios bucais tém agdo antiplaca e antimicrobiana. Nesse caso, o
enxaguatorio que apresenta grandes beneficios no tratamento adjunto € a clorexidina (James
etal., 2017).

A terapia fotodinamica também pode ser utilizada como adjunto no tratamento
periodontal, controlando as bactérias subgengivais, por inativagao de células, microrganismos
ou moléculas, induzida pela luz (Christodoulides et al., 2008).

A utilizagao de produtos naturais também tem apresentado caracteristicas e beneficios
frente as agressdes bucais. As substincias presentes apresentam potencial na producio de
formulagdes para modificarem a ocorréncia da doenga (Freires, Rosalen, 2016). Por fim,
podem ser métodos que auxiliam na manutengdo da saude, na eliminacao de fatores locais e
no tratamento periodontal de suporte. Desse modo, a utilizagdo desses mecanismos

complementam o controle mecanico.

1.2.1.1 Produtos naturais

O tratamento periodontal tem como fung¢ao proporcionar o restabelecimento da saude,
porém, se os mecanismos de prevencao da doenga ndo forem abordados e acompanhados,
podem permitir que a doencga se estabeleca novamente. Logo, os produtos naturais podem ser

uma maneira de controlar a recorréncia da doenga (Sgan-Cohen, 2005).
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Dentre as substancias que possuem propriedades para serem usadas na DP estd o
propolis (Gebara et al., 2002), o alho (Bakri, Douglas, 2005), 6leo de Leptospermum
scoparium J.R.Forst. & G.Forst. (manuka), o0leo de Melaleuca linariifolia var. alternifolia
Maiden & Betche (tea tree) (Takarada et al., 2004), Lippia sidoides Cham. conhecida como
alecrim pimenta e a Myracrodruon urundeuva Allemao (Aroeira do sertdo) (Botelho et al.,
2007). O propolis possui atividade antimicrobiana contra as bactérias Actinobacillus
actinomycetemcomitans,  Prevotella  intermedia,  Prevotella  melaninogenica, Pg,
Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Porém, a dificuldade da utilizacdo
desse componente estd na composi¢do quimica que pode variar de acordo com o local
produzido (Gebara et al., 2002). Allium sativum (alho), tem efeito sobre C. albicans e
algumas bactérias Gram-negativas como Pg e P. intermedia, ¢ menos em Gram-positiva. Ha
evidéncias iniciais de que a arginina ¢ a lisina de Pg sdo inibidas pelo alho (Bakri, Douglas,
2005).

O ¢6leo de L. scoparium (manuka) e o 6leo de M. alternifolia (tea tree), sao Oleos
essenciais, com fungdo antibacteriana, que impedem o crescimento ¢ adesdo bacteriana de
Pg e Streptococcus mutans (Takarada et al., 2004) L. sidoides (alecrim pimenta) e a M.
urundeuva (Aroeira do sertdo) foram testadas separadamente e juntas, comprovando que tém
efeito anti-inflamatdrio, antimicrobiano e que previnem a reabsor¢ao Ossea, porém segundo o
autor mais estudos devem ser realizados (Botelho et al., 2007). Assim, medicamentos
fitoterapicos t€m muitos beneficios que podem ser utilizados como coadjuvante no

tratamento e manutencdo da saude periodontal.

1.3 Limonium brasiliense.

Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Plumbaginaceae), popularmente conhecida
como Baicuru ou Guaicuru (Fenner et al., 2006), ¢ encontrada na regidao Sul do Brasil, na
Argentina e Uruguai (Caleare et al., 2017). L. brasiliense possui seus principios ativos nos
rizomas, que sdao empregados popularmente e também como atividade anti-inflamatdria
(Moura et al., 1985), antioxidante (Murray et al., 2004) e antimicrobiana (Blainski et al.,
2017). Mais recentemente, foi demonstrado, em estudo in vitro, sua a¢ao inibitéria sobre a

adesividade de Pg, com as células epiteliais humanas da linhagem KB. Tal acdo
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antimicrobiana foi atribuida aos acido galico, epigalocatequina-3-O-galato, Samarangeninas
A e B principais componentes presentes no extrato acetona:agua de L. brasiliense (Caleare et
al., 2017). Estes estudos mostram que as atividades bioldgicas até o momento atribuidas ao L.
brasiliense sao favoraveis para o desenvolvimento de produtos para o tratamento da doenga

periodontal.

1.4 Justificativa

Tendo em vista que os compostos do extrato da planta L. brasiliense apresentam
efeito bacteriostatico, anti-inflamatoria e antioxidante in vitro e, portanto, t€ém potencial para
interferir no desenvolvimento da DP, este estudo tem como meta a continuidade dos estudos
in vitro que relacionam o extrato da planta a uma agdo anti-inflamatéria e antibacteriana.
Considerando a alta incidéncia da doenga periodontal, e os efeitos adversos dos antibioticos
utilizados no tratamento da doenga, o extrato possibilitaria um melhor controle da DP com
menores efeitos colaterais, acarretando uma melhora significativa do quadro de satde bucal

publica.

1.5 Objetivos
1.5.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar agdo do extrato de L. brasiliense na inibicdo da

doenga periodontal.
1.5.2 Especifico

Avaliar histologicamente a a¢do do gel contendo extrato de L. brasiliense na

inflamacao dos tecidos periodontais;

Avaliar histologicamente a agao do gel contendo extrato L. brasiliense na destruigao

das fibras transeptais;

Avaliar histologicamente a acdo do gel contendo extrato L. brasiliense na perda 0ssea

periodontal.
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CAPITULO 11

Acao do gel de Limonium brasiliense no desenvolvimento da

doenca periodontal induzida em ratos.

INTRODUCAO

A doenga periodontal ¢ uma infec¢do que provoca inflamagao dos tecidos de protecado
e suporte dentario, sendo a principal causa de perda dentaria em adultos (Kinane et al., 2017;
Papapanou e Susin, 2017), impactando na qual idade de vida, por afetar a funcdo e a estética
do individuo (Papapanou et al., 2018; Reynolds, Duane, 2018). Estudos epidemioldégicos tém
demonstrado que a periodontite afeta at¢ 60% da populagdo mundial adulta (Demmer,
Papapanou 2010; Papapanou e Susin, 2017), representando assim um problema de satde
publica.

A doenga periodontal ¢ multifatorial e a predisposicao genética pode interferir no seu
inicio e progressao (Sippert et al., 2013; Sippert et al., 2015; Zacarias et al., 2015; Tsuneto et
al., 2019; Zacarias et al., 2019; de Alencar et al., 2020), entretanto, o biofilme dental ¢ o seu
principal fator etioldgico (Socransky et al., 1998; Schumuch et al., 2015; Harvey, 2017). Este
¢ formado por uma matriz organica de saliva, dieta do hospedeiro e bactérias. Os produtos
das bactérias desse biofilme provocam uma resposta imuno-inflamatdria que pode resultar em
destruicdo dos componentes do periodonto, estimulando a perda ossea e perda de inser¢ao,
caracterizando a doenca periodontal (Schumuch et al., 2015; Papapanou et al., 2018). Esta
condi¢do leva a sinais clinicos, que se desenvolvem como inchago, sangramento gengival e
mobilidade dentaria (Papapanou, Susin, 2017).

A prevengdo da doenca periodontal ¢ um desafio que ha décadas vem sendo
enfrentado, pelas consequéncias que essa doenga gera no individuo. O tratamento mecanico e
a utilizagdo de substincias quimicas adjuntas a raspagem sdao as metodologias mais
empregadas na prevencdo e tratamento da doenca periodontal (Chapple et al., 2015; Serrano

et al,, 2015). Entre as substancias utilizadas, os produtos naturais ja foram testados de
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diversas formas (Chen et al., 2014), devido aos seus componentes ¢ as suas propriedades com
potencial para modificar o desenvolvimento da doenga (Freires et al., 2016).

O Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze (Plumbaginaceae), popularmente conhecido
como Baicuru ou Guaicuru (Fenner et al., 2006), é encontrada na regido Sul do Brasil, na
Argentina e Uruguai (Caleare et al., 2017). Possui atividade anti-inflamatoria (Moura et al.,
1985), antioxidante (Murray et al., 2004) e, mais recentemente, foi demonstrado, em estudo
in vitro, sua a¢do inibitéria sobre a adesividade de Porphyromonas gingivalis, a principal
bactéria causadora da doenca periodontal, com as células epiteliais humanas da linhagem KB.
Tal acdo  antimicrobiana  foi  atribuida aos  polifendis  (acido  gélico,
epigalocatequina-3-O-galato, Samarangenina A e Samarangenina B) presentes no extrato
acetona:agua da L. brasiliense (Caleare et al., 2017). Estes estudos mostram que as atividades
biologicas até o momento atribuidas ao L. brasiliense sdo favoraveis para tratamento da
doenca periodontal. Entretanto, a literatura carece de estudos pré-clinicos, in vivo, para
comprovar sua eficacia na pratica. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar agdo do
gel a base de extrato acetato de etila de L. brasiliense na inibi¢do da doenga periodontal

induzida experimentalmente.

MATERIAIS E METODO

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA N° 8930141118) da Universidade Estadual de Maringd (UEM) e estao de
acordo com o artigo 8 da Lei Federal 11.794/2008.

Droga vegetal
Os rizomas de Limonium brasiliense foram adquiridos na Ilha dos Marinheiros (31°59°33”S,
52°10°43”W) na cidade Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, em maio de 2010. Exsicata
foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Maringa sob nimero HUEM 21151 e
identificada pela Profa. Dra. Lilian Auler Mentz, UFGR. O material vegetal foi coletado com
permissdao do IBAMA-SISBIO e registrado sob niimero 11995-3 em 2 de novembro de 2010,
cddigo de autenticagdo 46367613, sob responsabilidade de J. C. P. Mello. O acesso ao
material botanico foi autorizado e licenciado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), registrado pelo nimero 010252/2015-0. A droga vegetal

foi seca em estufa de circulacdo de ar em temperatura de 37 + 2 °C, em seguida moida em
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moinho de martelos (Tigre ASN-6). O preparo do extrato bruto e das fragdes acetato de etila
(FAE) e aquosa (FAQ) foram realizados de acordo com Blainski et al. (2013).

Preparacao do gel de Limonium brasiliense

Na preparagdo do gel base foi utilizado Carbopol 974P 0,5%, Trietanolamina (1%) e
agua destilada (q.s.p.). A clorexidina 0,12% ou a fra¢do acetato de etila de L. brasiliense a
0,5% ou 1% ou 2% foram incorporados no gel base, de acordo com a formulagdo desejada. O

gel base foi utilizado como controle negativo.

Experimentacdo animal

Foram utilizados ratos Wistar machos jovens adultos (Rattus norvegicus, variedade
albinus), com cerca de 65 dias de idade, provenientes do biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa. Os animais permaneceram em gaiolas em condi¢gdes controladas de
temperatura, com ciclos claro/escuro de 12h, ragao balanceada Nuvital (Nuvilab, Curitiba;
Brasil) e agua ad libitum.

Para induzir a doenca periodontal, os animais foram anestesiados, via intramuscular,
com uma associacdo 1:1 de cloridrato de xilazina 2% (20 mg/kg de peso do animal)
(Rompun, Bayer, Sao Paulo, Brasil) e cetamina 10% (100 mg/ kg de peso do animal)
(Agener, Sao Paulo, Brasil).

A doenca foi induzida por meio da colocagdo de ligadura de algoddao n° 10 (Coats
Corrente. Sao Paulo, Brasil) no sulco gengival nos segundos molares (Holzhausen et al.,
2004) superiores, de cada rato (Figura 1). A ligadura foi instalada com o auxilio de um
espacador endodontico (Dentsply Maillefer, Tulsa, OK), para a separacdo dos dentes, e de
uma espatula simples 24F (S.S.White / Duflex, Rio de Janeiro, Brasil) para o correto
posicionamento do fio no sulco gengival. A ligadura permaneceu em intimo contato com os
tecidos gengivais, ficando com o n6 voltado para a face palatina e sendo mantido durante
todo o periodo experimental. Esse método permite o acimulo de biofilme e desenvolvimento

da periodontite (Cintra et al., 2014).

23



Figura 1: Fotografias ilustrando o procedimento de inducdo da doenga periodontal, por meio da
colocacdo de ligadura de algoddo, no segundo molar superior de ratos Wistar. Em (A), mesa de
procedimentos, para posicionar o animal ¢ manter a cavidade oral aberta. (B) Visdo palatina dos
molares superiores. A seta indica o segundo molar. (C) Insercdo do espagador endoddntico (cabega de
seta) entre o primeiro e segundo molar para separagdo e posterior passagem da ligadura de algodao.
(D) Passagem da ligadura (1) entre o primeiro e segundo molar (mesial). Em (E) observar a passagem
da ligadura entre o segundo e terceiro molar (distal) e seu posicionamento no sulco gengival. (F)
Fixag¢do da ligadura por meio de nd, voltado para a face palatina. e= espatula utilizada para
afastamentos dos tecidos e auxilio na colocagdo do fio.
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O tratamento foi iniciado imediatamente ap6s a colocagdo da ligadura. Para a
aplicacdo do gel, foi utilizado um aplicador tipo microbrush durante um minuto, duas vezes
ao dia, até¢ o dia da eutandsia, que ocorreu no décimo primeiro dia (Botelho et al., 2007;
Botelho et al., 2009). As ligaduras foram verificadas diariamente e refeitas quando
necessario. Durante o tratamento os animais foram mantidos sedados por inalacdo de
1soflurano, em camara anestésica.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos.

- Grupo 1 (Controle negativo - n=2): sem indu¢ao da doenga,

- Grupo 2 (Sem tratamento - n=4): ligadura, sem aplicacdo de nenhuma
substancia;

- Grupo 3 (Controle positivo - n=4): ligadura e tratamento com gel de
clorexidina 0,12%;

- Grupo 4 (Veiculo - n=2): ligadura e aplicacao de gel base;

- Grupo 5 (Limonium 0,5% - n=4): ligadura e tratamento com gel de L.
brasiliense 0,5%;

- Grupo 6 (Limonium 1% - n=4): ligadura e tratamento com gel de L.
brasiliense 1%;

- Grupo 7 (Limonium 2% - n=4): ligadura e tratamento com gel de L.
brasiliense 2%

Foram utilizados 22 ratos e 24 dentes. Para os grupos 2 e 4 foram utilizados os
mesmos animais. No primeiro caso, com 4 molares, e no segundo, apenas dois molares.

No dia da eutanasia, os animais foram anestesiados com uma associa¢ao de cloridrato
de xilazina 2% (20 mg/kg de peso do animal) (Rompun, Bayer, Sdo Paulo, Brasil) e
cetamina 10% (100 mg/ kg de peso do animal) (Agener, Sao Paulo, Brasil), para a remocao
da ligadura, com o animal ainda vivo, seguido da administragdo da sobredose de anestésico

para eutanasia e coleta das amostras contendo os molares.

Estudo histoldgico

Para o estudo histoldgico, as maxilas foram removidas, fixadas em paraformaldeido
4% por 48h, descalcificadas em solugdo de Morse (acido formico 50% e citrato de sédio

20%) entre 4 e 11 dias e a seguir processadas para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes
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seriados de 7um de espessura e corados com hematoxilina e eosina. Para a andlise
microscopica, os cortes foram observados em microscopio Nikon Eclipse (Téquio, Japao)
acoplado com camera Nikon (Ds-Filc, Shimjuku, Japao).

O estudo morfolégico foi realizado com a finalidade de descrever as principais
caracteristicas histopatoldgicas na regido periodontal, resultantes da indugdo da doenga.

Uma avaliagdo semi-quantitativa, empregando escores, foi realizada para avaliar o
processo inflamatoério gengival, a reabsor¢cdo das fibras transeptais e do osso alveolar. Um
total de 120 cortes foram analisados, sendo 5 cortes por animal. As andlises foram feitas nos
cortes que apresentaram as raizes mesial e distal integras e com a regido apical presente.

Para avaliar a presenga ou auséncia de inflamagao, foram analisadas as regides mesial,
de furca e distal. Para qualificar a inflamacao foram atribuidos escores de 0 a 3, de acordo

com a Quadro 1 abaixo.

Quadro 1: Escores empregados para avaliacao da inflamagao gengival

Escore Qualificagdo

0 sem inflamacao: auséncia de infiltrado inflamatoério

inflamacio leve: presenca células inflamatorias, especialmente neutréfilos,

1 TR

com distribui¢do esparsa

inflamacao moderada: maior concentracao de neutrofilos (comparado ao
2 ) L

escore 1), discreto aumento da vascularizagdo

inflamacao intensa: grande concentracdo de neutrofilos (maior basofilia
3 em comparagdo com escore 2), presenca de macrofagos, vasos hiperémicos

e edema

A destrui¢do da fibra transeptal foi avaliada nas regides mesial e distal, acima da

crista Ossea, de acordo com os seguintes critérios (Quadro 2).

26



Quadro 2: Escores empregados para avaliacdo da destruicdo das fibras transeptais

Escore Qualificagdo

fibras transeptais integras cruzando completamente o espaco entre o

1 ..

cemento supra alveolar de dentes vizinhos
2 fibras transeptais cruzando parcialmente o espaco entre os dentes
3 auséncia completa das fibras transeptais

A destrui¢ao da crista 0ssea alveolar foi classificada nas regides mesial e distal, de
acordo com os seguintes critérios (Quadro 3).

Quadro 3: Escores empregados para avaliacdo da destruicao da crista 6ssea alveolar

Escore Qualificagao
auséncia de destruicdo, cristas Osseas integras até a altura do terco
1 . .
cervical da raiz
o) presenca de destrui¢cdo da crista dssea até a altura do terco médio da raiz
3 presenca de destruicao da crista 0ssea até a altura do tergo apical da raiz
4 destruicido completa das crista 0ssea alveolar

Na regido de furca o osso alveolar foi classificado em escores de acordo com os
seguintes critérios apontados no Quadro 4.

Quadro 4: Escores empregados para avaliagdao da destrui¢do do osso alveolar

Escore Qualificagdo
1 auséncia de destruicao, altura ossea integra até o tergo cervical da raiz
) presenga de destrui¢do Ossea até a altura do terco médio da raiz
3 presenca de destruigdo 6ssea até a altura do terco apical da raiz
4 destruicido completa do 6sseo alveolar na regiao
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RESULTADOS

As analises microscopicas mostraram que a colocacao da ligadura promoveu em todos
os grupos estudados, o desenvolvimento de doenga periodontal, caracterizada por inflamagao
e comprometimento do periodonto de inser¢do. Todos os dentes que receberam algum tipo de
tratamento apresentaram alteragdes estruturais, caracteristicas da doenga, em seu periodonto
de inser¢do. Por esta razdo, as observacdes histologicas serdo descritas em conjunto (Figura
2). As andlises microscopicas mostraram que apds o periodo de 11 dias da colocacdo da
ligadura ao redor do segundo molar superior houve o desenvolvimento de reacdo inflamatoria
subepitelial com desenvolvimento de edema. A gengiva ndo estava aderida ao dente, e em
muitas areas foi observado um espago de varidvel profundidade entre o dente e a gengiva,
tipico de bolsa periodontal.

O padrao de resposta inflamatéria foi predominantemente polimorfonuclear e com a
presenga de macrofagos. A intensa resposta inflamatdria esteve frequentemente associada a
ulceracdo papilar e desaparecimento das fibras transeptais. A perda da inser¢do, resultante do
desaparecimento das fibras periodontais, ocorreu paralelamente as variagcdes na quantidade de
osso alveolar, cuja destruicdo evoluiu desde a redugdo parcial na altura das cristas até o
desaparecimento completo. Um aumento na atividade osteocléstica também foi observado.

Foram observados defeitos do tipo cratera nas raizes mesial e distal e as lesdes eram

preenchidas por células inflamatorias.

28



Figura 2. Fotomicrografia da maxila de ratos Wistar. Em (A e B), o controle negativo, sem ligadura e
(C, D, E e F) apos colocacao de ligadura de algoddo no segundo molar superior, para inducao de
doenga periodontal. Em (A) observar na regido do segundo molar a integridade das cristas alveolares
(ab) adjacentes as raizes mesial (mr) e distal (dr). Em (B), no detalhe da papila interdental (p), notar a
integridade do epitélio oral (seta) e das fibras transeptais (tf). Em (C), no grupo sem tratamento,
observar a ulceracdo na papila interdental (seta), desenvolvimento de bolsa periodontal (pp) e
reabsorcdo da crista alveolar na distal (*). Em (D), regido da papila interdental na mesial apos
tratamento com gel de L. brasiliense 1%, observar auséncia de epitélio (seta) e infiltrado inflamatorio
em area ulcerada. Em (E), o segundo molar, apos tratamento com gel de L. brasiliense 0,5%, observar
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o desaparecimento do periodonto de inser¢do, com intensa reabsor¢do do osso alveolar (*). Em (F),
um detalhe do osso alveolar durante a reabsor¢do, com grande quantidade de osteoclastos (cabeca de
seta). Coloragao: hematoxilina e eosina.

Para que os resultados fossem os mais fiéis possiveis, quanto a intensidade da resposta
inflamatéria e da destruicdo Ossea, as andlises da regido de furca foram apresentadas
separadamente, porque a furca foi menos afetada pela doenga periodontal induzida.

Os resultados das andlises da inflamagdo nas regides mesial/distal e da furca estdo
ilustrados nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Nas regioes mesial e distal (Figura 3), a
inflamacdo esteve presente em todos os grupos com ligadura, em intensidades variadas e
houve o predominio do escore moderado. O grupo do gel de L. brasiliense 1% foi o unico
que ndo desenvolveu resposta inflamatéria intensa, e também apresentou 12,5% de auséncia
de inflamac¢do, sendo maior que todos os outros grupos. A regido de furca apresentou uma
resposta inflamatoria menos intensa, em comparacdo com as regioes mesial e distal (Figura
4). Nesse local, os grupos L. brasiliense 0,5% e 2% apresentaram inflamac¢do moderada
enquanto nos demais grupos a inflamagao foi classificada como leve. O gel de L. brasiliense
a 1% foi o tratamento que proporcionou a maior frequéncia de inflamacao leve e nenhum

caso de inflamagao intensa.

Inflamagio
Dintensa
Omoderada
Oleve
Mausente
— -
controle com doenca gel gel base  gel Limonium gel Limonium gel Limonium
negativo sem Clorexidina 0,5% 1.0% 2.0%
tratamento 0.12%

Figura 3. Distribuigdo de frequéncia da intensidade de inflamacao nos tecidos periodontais na regido
mesial e distal do segundo molar superior, 11 dias apds a colocagdo de ligadura de algoddo para
inducdo de doencga periodontal em ratos Wistar. Controle negativo: sem ligadura e sem tratamento. Os
demais grupos, representando as formas de tratamento, estdo explicitos no eixo X da Figura.
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controle com doenca gel gelbase gel Limonium gel Limonium gel Limonium
negativo sem Clorexidina 0.5% 1.0% 2.0%
tratamento 0.12%

Figura 4. Distribui¢do de frequéncia da intensidade de inflamacao nos tecidos periodontais na regido
de furca do segundo molar superior, 11 dias apos a colocagdo da ligadura de algoddo para inducdo de
doenga periodontal em ratos Wistar. Controle negativo: sem ligadura e sem tratamento. Os demais
grupos, representando as formas de tratamento, estdo explicitos no eixo X da Figura.

Em relagdo as fibras transeptais, com exce¢do do controle negativo, todos os grupos
apresentaram maior frequéncia de auséncia total das fibras, porém o grupo com gel de L.
brasiliense a 1% foi o que apresentou maior propor¢ao de casos com integridade total das
fibras (Figura 5).

As Figuras 6 e 7 ilustram os resultados obtidos a partir da avaliacdo da reabsor¢do
Ossea nas regioes mesial/distal e de furca, respectivamente. Nas regides mesial e distal houve
predominio de reabsorcdo total da crista dssea e na regido de furca de reabsor¢ao completa e
no ter¢o apical. Porém, em ambos os casos o grupo com gel de L. brasiliense a 1% foi o que
apresentou menor propor¢ao de casos com reabsor¢do completa e maior proporgdo de casos

com reabsor¢des menores (até o tergo médio).
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Controle com doenca gel Clorexidina  gel base gel Limonium gel Limonium gel Limonium
negativo  sem tratamento 0.12% 0,5% 1.0% 2.0%

Figura 5. Distribuicdo de frequéncia de integridade das fibras transeptais localizadas acima da crista
Ossea na regido do segundo molar superior, 11 dias ap6és a colocacdo de ligadura de algoddo para
indu¢do de doenga periodontal em ratos Wistar. Controle negativo: sem ligadura e sem tratamento. Os
demais grupos, representando as formas de tratamento, estdo explicitos no eixo X da Figura.

100% -

90% -
80% -
70% -

60% -

50% - Ocompleta

Mterco apical daraiz
40% -

Oterco medio da raiz
30% - E ausente

l I
l =
5 =

controle com doenca gel Clorexidina gel base gel Limonium  gel Limonium  gel Limonium
negativo sem tratamento 0.12% 0.5% 1.0% 2.0%

Figura 6. Distribuigdo de frequéncia de reabsor¢do das cristas alveolares nas regides mesial e distal do
segundo molar superior, 11 dias apds a colocacdo de ligadura de algoddo para indugdo de doenca
periodontal em ratos Wistar. Controle negativo: sem ligadura e sem tratamento. Os demais grupos,
representando as formas de tratamento, estdo explicitos no eixo X da Figura.
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controle com doenca gel Clorexidina gel base gel Limonium  gel Limonium gel Limonium
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Figura 7. Distribuicdo de frequéncia de reabsor¢do das cristas alveolares nas regido de furca do
segundo molar superior, 11 dias ap6s a colocacdo de ligadura de algoddo para inducdo de doenga
periodontal em ratos Wistar. Controle negativo: sem ligadura e sem tratamento. Os demais grupos,
representando as formas de tratamento, estdo explicitos no eixo X da Figura.

Discussao

A alta incidéncia de periodontite e as diferentes modalidades terapéuticas para
recuperar a perda dos tecidos periodontais gera significante interesse no aspecto histoldgico
destes tecidos (Donos et al., 2000).

Neste estudo, foi avaliada a histologia de tecidos que compdem o periodonto de
insercdo e prote¢ao apods a indugao da doenca periodontal e tratamento, por meio de aplicagao
topica, com um gel a base de L. brasiliense, em diferentes concentragoes.

Os roedores, incluindo os ratos (Rattus norvegicus), t€m sido usados como modelos
para estudos na regido oral, por apresentarem algumas similaridades com os humanos
(Listgarten, 1975).

O modelo de indu¢do de doenga periodontal, por meio da colocacdo de ligadura no
sulco gengival, tem o objetivo de provocar o acumulo crescente de biofilme ao redor da

ligadura. O inicio da periodontite ¢ caracterizado pelo acumulo de biofilme e ulceracao do
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epitélio juncional, levando a exposi¢do da raiz ao ambiente oral (Donos et al., 2018). Este
método apresentou a vantagem de promover a perda de osso alveolar em curto periodo de
tempo, induzindo resposta inflamatoria (Molon et al., 2014).

Neste estudo, a comparagdo histologica entre o controle negativo com os demais
grupos estudados evidencia o sucesso no estabelecimento do modelo experimental. A
auséncia de inflamacdo e integridade das fibras transeptais sugerem auséncia de doenca
periodontal. Um percentual de reabsorcao da crista alveolar no controle negativo certamente
estd associado com o fendomeno fisiolégico de erup¢do constante dos dentes nos ratos
(Hoffman e Schour, 1940), que pode levar a um aumento na distdncia entre a jungdo
cemento-esmalte € ndo ser claramente distinguido da destrui¢ao periodontal.

Os tratamentos empregados incluiram o uso de gel de clorexidina 0,12%,
normalmente utilizado como padrao ouro no tratamento da doenga periodontal em humanos,
um gel base, sem substancias ativas, ¢ os géis a base de extrato de L. brasiliense nas
concentracgoes de 0,5, 1,0 e 2,0%.

O gel de clorexidina 0,12% ndo apresentou resultados satisfatorios em relacdo a
prevengao da destruicao das fibras transeptais e da crista ¢ssea alveolar nas faces proximais,
entretanto apresentou um escore predominantemente moderado, na resposta inflamatéria, nas
regides proximais. Um estudo em ratos empregou também o modelo de ligadura no segundo
molar superior e fez uso topico de solugdes aquosas de clorexidina a 0,2%, 0,8%, 1,4% e com
agua pura, por quatro semanas, duas vezes ao dia. Os resultados demonstraram que o
tratamento com a clorexidina 0,8% e 1,4% foi efetivo em reduzir significativamente a perda
da crista dssea alveolar nas proximais e reduzir a formagao de bolsa periodontal (Kenworthy
e Baverel, 1981). Ferreira-Fernandes et al. (2019) demonstraram, também em ratos, que o uso
topico da clorexidina 2,0%, por duas semanas, promoveu uma diminui¢do da inflamacao no
periodonto. Estes dados sugerem que a eficicia da clorexidina pode estar relacionada a sua
concentracdo e tempo de tratamento. Na clinica odontoldgica, a clorexidina ¢ usada na
concentracao de 0,12%, razao pela qual esta concentracao foi adotada neste estudo.

O grupo veiculo desenvolveu maior inflamagao e reabsor¢do quando comparado aos
outros grupos, o que pode ser atribuido, a0 menos em parte, a metodologia de aplicacdo do
gel que, no presente estudo, foi feito por meio de microbrush, enquanto outros trabalhos
utilizaram swabs (Leonard e Mandel, 1979; Ferreira-Fernandes et al., 2019). A friccao

mecanica de aplicadores com ponta de algodao pode ajudar na redu¢do mecanica do biofilme
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bacteriano da ligadura (Leonard e Mandel, 1979), influenciando no desenvolvimento da
doenga. Porém, o microbrush possui o centro firme e micro cerdas sintéticas ao redor, que
pode ter apresentado efeitos semelhantes ao de uma escovagao traumatica em humanos,
lesionando mecanicamente os tecidos periodontais da regido (Fan e Caton, 2017; Sanz et al.,
2015) e, como consequéncia, aumentando a resposta inflamatoria. Dessa forma, ndo apenas o
grupo veiculo, mas também todos os outros grupos do L. brasiliense e da clorexidina podem
ter sofrido influéncia da utilizacao do microbrush.

Nao ha estudos avaliando o efeito do extrato de L. brasiliense associado a doenga
periodontal, portanto este ¢ um estudo pioneiro. O L. brasiliense possui como farmacogeno,
os rizomas, que sao empregadas popularmente na forma de infuso e decocto, como
antiséptico, adstringente, diurético e anti-inflamatoério. Também ¢é empregado na
normaliza¢ao da menstruacao (Moura et al.,1985). Sua agao antimicrobiana foi atribuida aos
rizomas (Blainski et al.,, 2017). Recente estudo in vitro demonstrou a atividade
concentragdo-dependente de um extrato dgua:acetona de L. brasiliense contra o potencial
antiadesivo de P. gingivalis em células humanas KB e para a inibicdo da atividade
proteolitica das gingipainas, o principal fator de viruléncia de P. gingivalis (Caleare et al.,
2017), uma das principais bactérias relacionadas com a doenga periodontal. Entretanto, a
doenga periodontal possui multiplos microrganismos (Socransky et al., 1998; Schumuch et
al., 2015; Harvey, 2017). Neste estudo, uma avaliacio microbiologica das ligaduras de
algodao (dados ndao mostrados) detectou apenas a presenca de cocos e/ou cocobacilos Gram
negativos.

A concentracdo na qual se obteve o melhor resultado sobre os parametros analisados
neste estudo foi aquela com 1% do extrato. Na concentracdo de 2% foram encontrados os
resultados menos satisfatorios, sugerindo que a concentracao foi um fator determinante na
resposta biologica. O gel de Limonium 0,5% parece ter um efeito menor do que o desejavel
na doenca e, provavelmente, a concentragdo de 2% parece ultrapassar a acdo benéfica e
apresentar um efeito negativo. A atividade da planta de modo concentragao-dependente e seu
potencial anti-inflamatorio (Moura et al., 1985) podem justificar o melhor resultado
encontrado neste trabalho, com o extrato de L. brasiliense a 1%. A redugdo da inflamacao na
mesial, distal e furca comparado as outras concentracdes do extrato, reflete uma redugao na

sinalizacdo para a diferenciagdo dos monocitos circulantes, em osteoclastos (Menezes et al.,
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2005), contribuindo desta forma, para uma menor destruigdo do osso alveolar, como
observado neste estudo.

Mesmo nao inibindo satisfatoriamente o desenvolvimento da doenga periodontal, os
resultados sdo promissores ao demonstrarem um efeito positivo do gel de L. brasiliense 1%
no desenvolvimento da doenga, diminuindo a inflamagdo ¢ a destruicdo do osso alveolar.
Novos estudos, empregando outras formas de inducdo da doenca e de aplicagcdo do extrato
sd0 necessarios para reafirmar os resultados observados no presente estudo.

Este estudo mostrou que o gel de L. brasiliense 1% apresentou melhor resultado
quanto a reducdo da intensidade da inflamacdo e destruicdo do osso alveolar, na doenga
periodontal induzida por ligadura. A clorexidina 0,12% ndo foi efetiva na prevencao.
Conclui-se que o gel de L. brasiliense 1% apresentou o melhor resultado na evolugdo da

doenga periodontal, atenuando os seus efeitos deletérios.
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