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Tenha sempre em mente que a pele enruga, o cabelo embranquece e
os dias convertem-se em anos...

Mas o que é importante ndo muda.

A sua forga e convicgdo ndo tem idade.

O seu espirito € como qualquer teia de aranha.

Atrds de cada linha de chegada hd sempre uma de partida.
Atrds de cada conquista, vem um novo desafio.

Enquanto estiver viva, sinta-se viva...

Se sentir saudades do que fazia volte a fazer.

Ndo viva de fotografias amarelecidas...

Continue quando todos esperam que desista.

Ndo deixe que enferruje o ferro que existe em vocé.

Faga com que em vez de pena tenham respeito por vocé.
Quando ndo conseguir correr através dos anos, caminhel!
Quando ndo conseguir caminhar use uma bengala...

Mas nunca se deixe deter...

Madre Teresa de Calcutd
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RESUMO

A inflamacdao é uma resposta de protecdo do organismo a uma agente
agressor, cujo objetivo é limitar ou destruir esse agente. O periodonto, como parte
integrante do organismo esta sujeito a sofrer alteracdes inflamatorias. Ele é a
unidade formada pela gengiva, osso alveolar, ligamento periodontal e cemento
radicular. A partir da susceptibilidade do individuo, seguindo-se de acumulo de placa
bacteriana, as alteracdes inflamatoérias se manifestam na forma inicial de gengivite,
podendo ou nao evoluir para uma periodontite. A doencga periodontal € de dificil
tratamento, por se tratar de varios microrganismos envolvidos, em sua etiologia.
Além dos diversos agentes quimioterapicos, estudos tém sido realizados para se
verificar a acdo de determinados produtos naturais. Uma das plantas que, de certa
forma, é muito recomendada e utilizada por individuos com problemas bucais, mas
de forma empirica, € a Malva sylvestris L. A partir dos resultados obtidos sobre a
acao antiinflamatéria da M. sylvestris, em doenca periodontal induzida por ligadura,
tornou-se de interesse para o trabalho avaliar também o processo de cicatrizacdo da
planta em lesdo palatina de ratos. Os resultados obtidos nos mostraram que a M.
sylvestris, na dose de 25 mg/dente reduziu a atividade das enzimas mieloperoxidase
(MPO) e NAG, também houve redugdo da reabsorgdo Ossea e aumento do
percentual 6sseo periodontal. A planta também se apresentou eficaz, in vitro, na
reducao da liberacao de éxido nitrico (NO) por fibroblastos gengivais estimulados por
lipopolissacarideo (LPS). Na dose de 50 mg/lesdo reduziu a atividade das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e NAG, e também o tempo de cicatrizagdo. A partir desses
resultados sugere-se que a M. sylvestris, pela acdo sinérgica de seus compostos,
possui agao antiinflamatéria e cicatrizante no tratamento da doenga periodontal
induzida por ligadura e na cicatrizagdo de lesdo palatina, necessitando ainda de

mais estudos.
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ABSTRACT

Inflammation is a protection response of organism, designed to eradicate
irritant agents. The periodontium, part of the masticatory system, as any part of the
body is subject to change inflammatory. It is defined as those tissues supporting and
investing the tooth, comprises root cementum, periodontal ligament, alveolar bone
and gingival. From the susceptibility of the individual, followed by the accumulation of
plaque, the periodontium can change inflammatory, which is manifested in the initial
form of gingivitis, which may or not evolves into a periodontitis. The periodontal
disease is difficult to treat, because it is different microorganisms involved in its
etiology. In addition to various chemotherapeutic agents such as antibiotics, non-
steroidal antiinflammatory drugs, anti-septic, metal ions and agents oxigenants,
studies have been conducted to verify the action of certain natural products. One of
the plants that, in a way, it is very recommended and used by individuals with dental
problems, but so empirical, is the Malva sylvestris L.. From the results obtained on
the action of M. sylvestris, in periodontal disease induced by ligature, it became of
interest to the work also evaluate the healing process of the plant in palate injury of
rats. The results showed that M. sylvestris, the dose of 25 mg/tooth reduced the
activity of enzymes myeloperoxidase (MPO) and NAG, there was also reduction of
bone and increasing the percentage periodontal bone. The plant also made effective
in vitro, in reducing the release of nitric oxide (NO) by gingival fibroblasts stimulated
by lipopolissacarideo (LPS). At the dose of 50 mg/injury reduced the activity of
enzymes myeloperoxidase (MPO) and NAG, and also the time for healing. From
these results suggest that the M. sylvestris, through the synergistic action of its
compounds, has anti-inflammatory action and healing in the treatment of periodontal
disease induced by ligature and the healing palate, requiring even more studies.

Vii



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS

1. INTRODUCAO
1.1. Inflamacéao
1.2. Mediadores Inflamatérios
1.3. Periodonto
1.4. Componentes do Periodonto
1.4.1. Gengiva
A) Gengiva Livre

) Gengiva Inserida
.4.2. Epitélio Bucal
.4.3. Epitélio Juncional
4.4. Fluido Gengival
.5. Ligamento Periodontal
.6. Tecido Conjuntivo
.6.1. Células do Tecido Conjuntivo
.7. Matriz
.8. Cemento Radicular
.9. Osso Alveolar
.10. Suprimento Sanglineo
.11. Sistema Linfatico do Periodonto
.12. Inervacéo do Periodonto
.13. Doencas Periodontais
.13.1. Biofilme Dental
.13.2. Reacg6es ao Biofilme Dental

.14.1. Proteinases
.14.2. Metaloproteinases da Matriz (MMP)

.14.4. Citocinas

B
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1.14.6. Quimocinas

1.14.7. Prostaglandinas
1.14.8. Oxido Nitrico (NO)

’

A) Gengiva Normal

B) Inflamagao Gengival

1.16. Processos de Defesa do Hospedeiro
1.17. Cicatrizagdo em Regiao de Palato

viii

14. Mediadores do Processo Inflamatério Periodontal

.14.3. Leucécitos Polimorfonucleares (PMN)

.14.5. Citocinas Pro-inflamatoérias e Antiinflamatérias

15. Caracteristicas Clinicas e Histopatol6gicas da Doenca Periodontal

Xiii

15
15
16
17
18
18
19
19
20
21
22
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
27
28
31
31
31
32
32
33
33
34
34
35
35
37
43
44



1.18. O uso de Plantas no Desenvolvimento de Medicamentos
1.18.1. Malva sylvestris Linn

2. JUSTIFICATIVA

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Material Vegetal

4.1.2. Animais

4.2. Métodos

4.2.1. Inducao da Doenca Periodontal com Ligadura

4.2.2. Determinacgao da Atividade da Enzima Mieloperoxidase (MPO)
4.2.3. Determinacgao da Atividade da Enzima N-acetil-B-D- glucosaminidase
(NAG)

4.2.4. Verificacdo da Perda Ossea Periodontal — Exame Morfométrico
4.2.5. Analise do Percentual de Suporte Osseo Periodontal — Exame
Radiografico

4.2.6. Cultura de Fibroblastos Gengivais e Quantificacdo de NO
4.2.7. Verificagdo da Acao Cicatrizante da Malva sylvestris

4.3. Andlise Estatistica

5. RESULTADOS

5.1. Analise Enzimatica — MPO- na inducao da doenca periodontal
5.2. Analise Enzimatica — NAG - na indugéo da doenca periodontal
5.3. Andlise Morfométrica )

5.4. Analise do Percentual de Suporte Osseo (PSO)

5.5. Quantificagao in vitro de NO

5.6. Cicatrizacao do Palato

5.7. Cicatrizacao em Relacado ao Tempo

5.8. Aspecto Clinico da Cicatrizagao

5.9. Analise Enzimatica — MPO - na cicatrizacao

5.10. Analise Enzimatica — NAG - na cicatrizacdo

6. DISCUSSAO
7. CONCLUSAO

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

48
49

51

52
52
52

53
53
53
54
55
55
57

57
58

58
60
61
63

64
65
68
71
77
83
86
86
88
89
91

93

104

105



Figura 1
Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Desenho esquemaético do dente e seu periodonto

Desenho esquematico da gengiva marginal livre, inserida, jungdo muco

gengival e jungédo esmalte-cemento

Figura 3
Figura 4
Figura 5
(PSO)
Prancha 1
Prancha 2
Prancha 3

Malva sylvestris L.
Malva sylvestris L.

Demonstracao do célculo de percentual de suporte 6sseo periodontal

Procedimentos para realizacédo da ligadura
Procedimentos para realizacdo de lesdo no palato
Colocacao do veiculo e gel incorporado com a Malva sylvestris sobre a

lesdo palatina

Prancha 4

Acumulo de placa bacteriana ao redor da ligadura no primeiro molar

inferior em 07 e 15 dias de experimento

Figura 6
— 07 dias
Figura 7
— 15 dias
Figura 8
— 30 dias
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Prancha 5

Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na mieloperoxidase
Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na mieloperoxidase
Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na mieloperoxidase
Efeito do extrato hidroalcoodlico da Malva sylvestris na NAG — 07 dias
Efeito do extrato hidroalcoodlico da Malva sylvestris na NAG — 15 dias

Efeito do extrato hidroalcoodlico da Malva sylvestris na NAG — 30 dias

Fotos das mandibulas mostrando reabsorcédo éssea e a partir das quais

foi realizado 0 exame morfométrico — 07 dias

Prancha 6

Fotos das mandibulas mostrando reabsorcao éssea e a partir das quais

foi realizado o exame morfométrico — 15 dias



Prancha 7 Fotos das mandibulas mostrando reabsorcao dssea e a partir das quais
foi realizado o exame morfométrico — 30 dias

Figura 12 Reprodutibilidade intraexaminador - morfométrico

Figura 13 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na reabsorcao
Ossea periodontal — 07 dias

Figura 14 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na reabsorcao
Ossea periodontal — 15 dias

Figura 15 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na reabsorcao
Ossea periodontal — 30 dias

Prancha 8 Radiografias das mandibulas a partir das quais foi realizada a
avaliacao do suporte 6sseo periodontal — 07 dias

Prancha 9 Radiografias das mandibulas a partir das quais foi realizada a
avaliacao do suporte désseo periodontal — 15 dias

Prancha 10 Radiografias das mandibulas a partir das quais foi realizada a
avaliacao do percentual suporte 6sseo — 30 dias

Figura 16  Reprodutibilidade intraexaminador - PSO

Figura 17 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris no percentual de
suporte 6sseo — 07 dias

Figura 18 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris no percentual de
suporte 6sseo — 15 dias

Figura 19 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris no percentual de
suporte 6sseo — 30 dias

Figura20 Efeito do LPS em diferentes concentracées, 0,01, 0,1 e 1 ug/mL na
liberacao de nitrito, substrato do NO, em fibroblastos gengivais

Figura 21  Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris nas concentracoes
de 0,1, 1,0 e 10 ug/mL na liberacao de NO em fibroblastos gengivais

Figura 22 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris nas concentracoes

de 0,1, 1,0 e 10 ug/mL na viabilidade celular de fibroblastos gengivais

Xi



Figura 23 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na cicatrizacao de
leséo palatina de acordo com o tempo — 15 dias

Prancha 11 Aspecto clinico do palato — 07 dias

Prancha 12 Aspecto clinico do palato — 15 dias

Figura 24 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na mieloperoxidase
— cicatrizacao 07 dias

Figura 25 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na mieloperoxidase
— cicatrizacao 15 dias

Figura26 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na NAG em tecido
onde foi realizada a leséo palatina — cicatrizacdo 07 dias

Figura 27 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris na NAG em tecido

onde foi realizada a lesédo palatina — cicatrizacado 15 dias

Xii



LISTA DE ABREVIATURAS

AA — Acido araquiddnico

CD44 — Receptor presente na superficie do linfocito

Cb5a — Complemento

cNOS — Oxido nitrico sintase constitutiva

COX — Enzima ciclooxigenase

COX-1 - Enzima ciclooxigenase-1

COX-2 - Enzima ciclooxigenase-2

EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético

eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial

ECAM-1 Molécula 1 de adeséo do leucécito ao endotélio
Fc — Receptores para moléculas de anticorpos nos PMNs
FMLP — Proteina fMet-Leu-Phe

H.0, — Peréxido de hidrogénio

ICAM-1 - Molécula 1 de adesao intercelular

Ig — Imunoglobulina

IgE — Imunoglobulina E

IL — Interleucina

IL-8 — Interleucina 8

IL-1B — Interleucina 13

iINOS — Oxido nitrico sintase induzida

IFNy — Interferon

LPS — Lipopolissacarideo

LTA - Lipoteico

MMP - metaloproteinase

NADPH - Nicotidamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase
NO? - Nitrato

Xiii



NO? - Nitrito

nNOS - Oxido nitrico sintase neuronal
NO — Oxido nitrico

OH — Radical hidroxila

OMS - Organizacdo Mundial da Saude
ONOO ™ Perdxidonitrito

O, Radical superoxido

PAF — Fator de agregacéao plaquetaria
PG — Prostaglandina

PGE; — Prostaglandina E»

PMNSs — Leucécitos Polimorfonucleares
RNS — Espécies reativas de nitrogénio
ROS — Espécies reativas de oxigénio
SNC - Sistema Nervoso Central

TX — Tromboxano

TA, — Tromboxano Az

TNF-a- — Fator de Necrose Tumoral a
TNF-B- — Fator de Necrose Tumoral
TPA — 12 — O- tetradecanoilforbol acetato
UV — Ultra-violeta

Xiv



INTRODUCAO

1.1. Inflamacao

Inflamag&o € uma complexa mobilizacdo dos sistemas de defesas celular e
humoral do organismo, com participagdo vascular, neural e hormonal,
desencadeada por qualquer estimulo fisico, quimico ou biolégico. Quando nao
reprimida pode causar severa descompensacao fisiolégica, disfuncao orgéanica e
até a morte. E dividida em duas categorias, aguda e cronica, baseando-se no
tempo do decurso inflamatério e aspectos fisioldgicos. Alguns sinais classicos da
inflamacédo sao vasodilatacdo e edema, com presenca de area eritematosa, calor
no local do dano tecidual, dor e possivel perda de funcdao do local afetado
(SHERWOOQOD et al., 2004; KANTARCI et al., 2005).

As respostas de defesa do hospedeiro sdo controladas ou moduladas por
uma variedade de mediadores quimicos. Os sistemas imune inato e adaptativo
possuem um papel critico no desencadear da inflamacéo. Esses sistemas oferecem
reacdes protetoras, mas se forem desenvolvidos inapropriadamente tornam-se
prejudiciais. O resultado final de uma inflamacao pode ser a resolucao, com ou sem
cicatrizagcdo ou a evolugao para o estado crénico. se o estimulo ou o patégeno
persistirem (RANG et al., 2007).

A boca, parte integrante do sistema estomatognatico, também esta sujeita a
apresentar situacdes que a levem a desenvolver processos inflamatérios. A
inflamacao e destruicdo dos tecidos periodontais, por exemplo, estdo amplamente
ligadas ao resultado da resposta de um hospedeiro susceptivel ao biofilme
microbiano contendo patégenos bacterianos (SCHENKEIN, 2006).

Além dos diversos agentes como antibidticos, antiinflamatérios néao
esteroidais, anti-sépticos, ions metalicos e agentes oxigenantes, utilizados no
tratamento da doenca periodontal, estudos tém sido realizados para se verificar a
acao de determinados produtos naturais (MANSON et al., 1999). Os fitoterapicos
destinados para uso na odontologia possuem acdes anti-sépticas, antiinflamatorias,
adstringentes e cicatrizantes; acdes essas que podem ser encontradas em plantas
consideradas medicinais como sanguinaria (Sanguinaria canadensis), caléndula

(Calendula officinalis), mirra (Comiphora molmol), sélvia (Salvia officinalis), propolis,
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hamamelis (Hamamelis virginiana), alecrim (Rosmarinus officinalis) e echinacea
(Echinacea purpurea) (RACINE, 1988).

A partir desses estudos com produtos naturais e, visando encontrar novos
tratamentos para alteragdes bucais, escolhemos para estudar uma planta que é
muito recomendada em consultérios odontolégicos, a Malva sylvestris L. Sendo
nosso trabalho direcionado para tentar verificar se, a planta em questao, possui acao

antiinflamatéria em doenca periodontal e também acéo cicatrizante.

1.2. Mediadores Inflamatorios

Dentre as células envolvidas na inflamacdo, algumas estdo presentes nos
tecidos como as células endoteliais vasculares, mastécitos e macréfagos, enquanto
outras como plaquetas e leucocitos tém acesso a area a partir do sangue (RANG et
al., 2007).

A) Leucocitos: células méveis, divididas em polimorfonucleares e mononucleares.

- Polimorfonucleares: primeiros leucécitos sanglineos a alcancarem a area da
reacao inflamatéria. Migram do vaso para o local afetado através de uma interacao
entre as moléculas de adesdo situadas internamente na célula endotelial
(SHERWOOQOD et al., 2004). Sao subdivididos em neutrofilos, eosindfilos e basofilos,
todos granuldcitos. Os neutréfilos englobam, matam e digerem microrganismos. Se
os neutréfilos forem indevidamente ativados, os produtos toxicos de oxigénio e as
enzimas proteoliticas podem danificar os préprios tecidos do hospedeiro (RANG et
al., 2007; SHERWOOD et al., 2004).

- Mononucleares: os mondcitos chegam a area afetada varias horas apds os
neutréfilos polimorfonucleares. Nos tecidos, os mondcitos sdo transformados em
macréfagos. Nas areas teciduais os macréfagos ingerem restos teciduais e células
mortas, bem como microrganismos, e sado capazes de destruir muitos desses
microrganismos, mas nao todos (RANG et al,, 2007). Os linfécitos também fazem
parte desse grupo.

B) Mastocitos: a membrana dos mastécitos possui receptores para uma classe
especial de anticorpos, a imunoglobulina E (IgE). Eles liberam histamina, heparina,
leucotrienos, fator de crescimento neural, algumas interleucinas, entre outros
mediadores (SCHENKEIN, 2006).
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C) Células endoteliais vasculares: secretando 6xido nitrico (NO) que provoca o
relaxamento do musculo liso subjacente, desempenham papel na vasodilatacao e na
distribuicao de plasma e de células sanglineas para a area de inflamacéao (RANG et
al., 2007; SHERWOOD et al., 2004).

D) Plaquetas: podem desempenhar papel ativo na inflamacgéo. Possuem receptores
de baixa afinidade para IgE. Além de produzir tromboxano A, e fator de agregacéao
plaquetaria (PAF), podem produzir radicais livres e proteinas catidnicas pro-
inflamatérias (RANG et al., 2007).

E) Neurénios: Alguns neurdnios sensoriais, além de transmitirem impulsos para o
sistema nervoso central (SNC), liberam neuropeptideos inflamatérios quando
estimulados (SHERWOOD et al., 2004).

1.3. Periodonto

O periodonto é considerado como um sistema organico composto por
gengiva, ligamento periodontal, osso e cemento (BARTOLD et al., 2006). O osso
alveolar, que é formado pelo osso alveolar propriamente dito, & continuo ao
processo alveolar, formando a lamina 6ssea que esta localizada lateralmente ao
ligamento periodontal (Fig. 1).

A principal funcdo do periodonto € inserir o dente no tecido 6sseo dos
maxilares e manter a integridade da superficie da mucosa mastigatéria da cavidade
bucal. O periodonto forma também uma unidade de desenvolvimento, biolégica e
funcional, que sofre determinadas alteracbes com a idade e, além disso, essa
unidade esta sujeita a alteracées morfolégicas, assim como, alteragcdes relacionadas
com modificagbes no meio bucal. Cada componente tem uma estrutura
especializada e estas estruturas definem sua fungédo (NANCI et al., 2006).

O desenvolvimento dos tecidos periodontais ocorre durante o crescimento e a
formacao dos dentes (CARRANZA et al., 1999; LINDHE, 1999).
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OAP

CR

PA

Adaptado de Lindhe, 1999

Fig. 1: Desenho esquematico do dente com seu periodonto: a gengiva (G), o
ligamento periodontal (LP), o cemento radicular (CR) e osso alveolar (0 0sso
alveolar propriamente dito (OAP) e o processo alveolar (PA)).

1.4. Componentes do Periodonto

1.4.1. Gengiva

A mucosa bucal é continua com a pele dos labios e com a mucosa do palato
mole e faringe. A mucosa bucal compreende:

- Mucosa mastigatéria: gengiva e o revestimento do palato duro;
- Mucosa especializada: que recobre o dorso da lingua;
- Mucosa de revestimento: parte restante (SQUIER et al., 2001).

A gengiva é parte da mucosa mastigatéria que cobre o processo alveolar e
circunda a porcao cervical dos dentes. A gengiva assume sua forma e textura
definitiva em associacao com a erup¢ao dos dentes. Em dire¢do a coroa, a gengiva
de cor résea, termina na margem gengival livre, que possui um contorno
arredondado. Em sentido apical, a gengiva é continua com a mucosa alveolar

(mucosa de revestimento), que € frouxa e de cor vermelha mais escura, da qual
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geralmente é separada por uma linha limitante chamada de jungdo mucogengival
(LASCALA et al., 1999; LINDHE, 1999). A gengiva é composta principalmente por
colageno, (tipo I, lll, IV e VI), proteoglicanas, fibronectinas, osteonectinas, tenascinas
e elastina (CHAVRIER et al., 1984; BARTOLD et al., 2006).

As duas partes da gengiva podem ser diferenciadas em:

A) Gengiva Livre (Fig. 2):

A gengiva livre tem cor rosea, superficie opaca e consisténcia firme,
compreendendo o tecido gengival das partes vestibular, lingual ou palatina dos
dentes, além da gengiva interdental ou papilas interdentais. Pelos lados vestibular e
lingual dos dentes, a gengiva livre se estende a partir da margem gengival livre em
direcdo apical até a ranhura gengival livre, que se acha posicionada em um nivel
correspondente a juncdo esmalte-cemento. A margem gengival livre forma uma
pequena invaginacdo ou sulco entre o dente e a gengiva. Quando uma sonda
periodontal é inserida nesta invaginacao e forcada apicalmente na direcao da juncao
esmalte-cemento, o tecido gengival é separado do dente e uma “bolsa gengival” ou
“sulco gengival’, é aberto artificialmente. Na gengiva normal ou clinicamente sadia
nao ha, em verdade, “bolsa gengival’ ou “sulco gengival” presente, pois a gengiva
estda em intimo contato com o dente. Apds a erupcao dentaria ter sido completada, a
margem gengival livre fica localizada na superficie do esmalte cerca de 0,5-2 mm
coronariamente a juncao cemento-esmalte (LINDHE, 1999; MULLER et al., 2002).

B) Gengiva Inserida (Fig. 2):

A gengiva inserida é, na direcdo da coroa, limitada pela ranhura gengival livre
ou, quando a ranhura esta ausente, por um plano horizontal que passa pelo nivel da
juncdo esmalte-cemento. A gengiva inserida estende-se em direcdo apical até a
juncdo mucogengival, onde se torna continua com a mucosa alveolar. A gengiva
inserida tem textura firme é queratinizada, possui cor rdésea e, com freqiéncia,
mostra uma superficie que apresenta uns pontilhados delicados, os quais lhe
conferem um aspecto semelhante ao da casca de laranja. Esse tipo de mucosa esta

firmemente inserido no osso alveolar e cemento radicular subjacentes, por meio de
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fibras do tecido conjuntivo gengival, portanto, € comparativamente imével em relacao
a mucosa alveolar. A mucosa alveolar, ndo € queratinizada, tem a cor vermelha
escura, esta localizada apicalmente a jungdo mucogengival e, por outro lado, tem
uma ligacao frouxa com o osso (MANSON et al., 1999, MULLER et al., 2002).

Adaptado de Lindhe, 1999

Fig. 2: Desenho esquematico das gengiva marginal livre (GL), da gengiva
inserida (Gl), da juncdo muco gengival (JMG) e juncdo esmalte-cemento (JEC).

1.4.2. Epitélio Bucal

O epitélio que cobre a gengiva livre e que fica voltado para a cavidade bucal
pode ser definido como epitélio bucal. O epitélio que fica voltado para o dente, sem
estar aderido a superficie dental, € chamado de epitélio do sulco. O epitélio juncional
€ o epitélio que promove a unido da gengiva com o dente.

O limite entre o epitélio bucal e o tecido conjuntivo subjacente segue um curso
ondulado. As partes do tecido conjuntivo que se projetam no epitélio sdo chamadas
de papilas do tecido conjuntivo e sdo separadas entre si pelas cristas epiteliais. A
presenca de cristas epiteliais € um aspecto morfolégico caracteristico do epitélio
bucal e do epitélio do sulco. Na gengiva normal, ndo inflamada, as cristas epiteliais e
as papilas do tecido conjuntivo estdo ausentes no limite entre o epitélio juncional e o
tecido conjuntivo subjacente. (SQUIER et al., 2001; MULLER et al., 2002).
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O epitélio bucal é um epitélio pavimentoso, estratificado, queratinizado que,
tomando-se por base o grau de diferenciagdo das células produtoras de queratina,
pode ser dividido nas seguintes camadas celulares:

- camada basal

- camada espinhosa

- camada granulosa

- camada queratinizada

Além das células produtoras de queratina que compreendem cerca de 90% da
populacao celular total, observa-se que o epitélio bucal contém também melandcitos,
células de Langerhans e células inespecificas (as quais ndo apresentam as mesmas
caracteristicas ultra-estruturais dos outros dois tipos de células). Todos os trés tipos
de células sdo estrelados e tém prolongamentos citoplasmaticos de tamanho e
aspecto variados. Os melandcitos sao células que contém pigmento, enquanto as
células de Langerhans desempenham um papel no mecanismo de defesa da
mucosa bucal como apresentadoras de antigenos e servem também como conexao
entre o epitélio e o sistema imune adquirido (BANCHEREAU et al., 1998; SQUIER et
al., 2001; MULLER et al., 2002, POLLANEN et al., 2003).

1.4.3. Epitélio Juncional

Os componentes teciduais da regido dentogengival atingem suas
caracteristicas estruturais definitivas em associagdo com a erupgao dos dentes.
Quando o esmalte dentario alcanga seu desenvolvimento completo, as células
produtoras do esmalte (ameloblastos) sofrem uma redugédo em sua altura, produzem
uma lamina basal e formam, juntamente com as demais células do epitélio externo
do 6rgao do esmalte, o chamado epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte. A lamina
basal (lamina epitelial de insercao) fica em contato direto com o esmalte; o contato
entre esta lamina e as células epiteliais € mantido por hemidesmossomos. O epitélio
reduzido do 6rgao do esmalte envolve a coroa do dente do momento em que o
esmalte se torna mineralizado adequadamente até que comece a erupcao dentaria.

Durante as fases terminais da erupg¢édo dentaria, todas as células do epitélio
reduzido do 6rgdo do esmalte sdo transformadas no epitélio juncional. Este epitélio

transformado é continuo com o epitélio bucal e participa da inser¢cdo da gengiva ao

21



dente (SCHROEDER et al., 1988; BARTOLD et al., 2006). Em dentes saudaveis o
epitélio juncional termina na juncéo esmalte-cemento (BARTOLD et al., 2006).

O epitélio juncional é um epitélio escamoso estratificado, ndo diferenciado,
apresentando constante renovacado em suas células, o que contribui para o equilibrio
entre hospedeiro e parasita e rapido reparo no tecido afetado. Esse epitélio €
formado por células achatadas derivadas da camada cilindrica basal, orientadas de
forma paralela a superficie dos dentes. A camada de células ligadas a superficie do
dente propicia o complexo estrutural que liga a gengiva ao dente, a insercéao
epitelial. A ligagdo do epitélio juncional ao dente € mediada através de mecanismos
ultramicroscépicos, consistindo em hemidesmossomas da membrana plasmatica das
células diretamente ligados a superficie do dente (NANCI et al., 2006).

As células do epitélio juncional se diferem das células do epitélio gengival.
Elas contém mais citoplasma, reticulo endoplasmatico rugoso e mais complexos de
Golgi. Elas exibem poucos tonofilamentos e desmossomos com espagos
intracelulares extensos (POLLANEN et al., 2003).

1.4.4. Fluido Gengival

O fluido gengival € um exsudato de composi¢ao variada encontrado no sulco
ou bolsa periodontal, entre o0 dente e a gengiva marginal. O fluido gengival contém
componentes do soro, células inflamatérias, tecido conjuntivo, epitélio e bactérias
que habitam a margem gengival do sulco ou bolsa. Em sulcos saudaveis a
quantidade de fluido gengival é pequena e seus constituintes participam da
manuten¢ao normal da fungéo do epitélio juncional.(EMBERY et al., 1994)

Na ocorréncia de inflamacdo a quantidade de fluido aumenta e sua
composigao se assemelha a um exsudato inflamatério. O aumento do fluido gengival
contribui para a defesa do hospedeiro pela remocao de colbnias de bactérias e seus
metabolitos para fora do sulco, restringindo sua penetracéo no tecido (POLLANEN et
al., 2003).

O fluido gengival do sulco também contém leucécitos polimorfonucleares, que
passam para o sulco, vindos do tecido conjuntivo subepitelial, passando através do
epitélio juncional. As células polimorfonucleares, junto com peptideos
antimicrobianos secretados, originariamente, do epitélio juncional, sangue e fluido do
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tecido, representam a primeira linha de defesa no controle da microbiota local
(DALE, 2002). Entre as moléculas presentes estao interleucina (IL)-8, IL-1a e IL-18,
fator de necrose tumoral e linfocitos (NANCI et al., 2006). Estes peptideos séo parte
do sistema imune inato, um conjunto complexo de respostas que mantém as
bactérias invasoras sob sua agdo, mantendo também a microbiologia local normal e
a saude gengival local (WEINBERG et al., 1998).

1.5. Ligamento Periodontal

O desenvolvimento do ligamento periodontal comeca com a formacgao da raiz,
antes da erupcao dental (CHO et al., 2000). O ligamento periodontal € um tecido
conjuntivo frouxo, com muitas células e ricamente vascularizado; que circunda as
raizes dos dentes e une o cemento radicular a ldmina dura ou ao osso alveolar
propriamente dito (CARRANZA et al., 1999; LINDHE, 1999, MANSON et al., 1999).

Os fibroblastos sao as células presentes em maior quantidade no ligamento
periodontal, sendo responsaveis pelo metabolismo dos componentes da matriz
extracelular. A populagdo de fibroblastos no ligamento periodontal é heterogénea.
(CHO et al.,, 1992; LIU et al., 1997). Eles podem ter a capacidade de aumentar
células ésseas e cementoblastos. Podem também ser responsaveis pela producao
de fibras extrinsecas no cemento acelular no ligamento periodontal maduro
(GROENEVELD et al., 1995). Fibroblastos dessa regiao periodontal sdo necessarios
para manter a espessura normal do ligamento, prevenindo a invasdao de 0sso e
cemento (MELCHER, 1970).

1.6. Tecido Conjuntivo

O tecido conjuntivo é o componente predominante da gengiva e do ligamento
periodontal. Os principais constituintes do tecido conjuntivo sédo as fibras colagenas
(60% do volume do tecido), fibroblastos (5%), vasos, nervos e matriz (35%)
(BARTOLD et al., 2006).

O tecido conjuntivo epitelial adjacente ao epitélo juncional contém um plexo
vascular extenso. Células inflamatérias como leucécitos polimorfonucleares e

linfécitos T extravasam continuamente desta densa rede capilar e vénulas pos-
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capilares migrando através do epitélio juncional para o sulco e fluido gengival
(NANCI et al., 2006).

1.6.1. Células do Tecido Conjuntivo

a) Fibroblastos: célula predominante do tecido conjuntivo (cerca de 65%
da populacao total). Esta relacionado com a produgao dos varios tipos de fibras
encontrados no tecido conjuntivo e participa também na sintese e degradacao da
matriz no tecido conjuntivo. E uma célula fusiforme ou estrelada, com nucleo oval.
(LINDHE, 1999). Quando tratados com lipopolissacarideos (LPS), componentes
externos da parede de bactérias Gram negativas, produzem citocinas, IL-1, IL-6, IL1-
B e fator de necrose tumoral (TNF), eles também sintetizam a forma induzida da
enzima NO sintase e podem liberar prostaglandinas (SUSILOWATI et al., 2002;
VENEGAS et al., 2004).

b) Mastécito: responsavel pela producao de determinados componentes
da matriz, como substancias vasoativas que podem afetar a funcdo do sistema
microvascular e controlar o fluxo do sangue através do tecido. No citoplasma
encontra-se grande numero de vesiculas contendo substancias biologicamente
ativas, tais como enzimas proteoliticas, histamina e heparina.

C) Macréfago: desempenha varias funcbes de fagocitose e sintese no
tecido. Sao particularmente numerosos no tecido inflamado.

d) Leucdcitos polimorfonucleares: possuem nucleo lobulado e numerosos
lisossomos com enzimas no citoplasma.

e) Linfécitos: possuem nucleo com forma oval ou esférica;

f) Plasmdcitos: possuem ndcleo esférico de localizagdo excéntrica
(CARRANZA et al., 1999; MANSON et al., 1999; BARTOLD et al., 2006).

1.7. Matriz
Produzida inicialmente no tecido conjuntivo pelos fibroblastos, embora alguns
componentes sejam elaborados por mastécitos e outros ainda derivados do sangue.

A matriz € o meio no qual as células do tecido conjuntivo acham-se embutidas e é
essencial para a manutencao da fungao normal do tecido conjuntivo. O transporte de
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agua, eletrdlitos, nutrientes e metabdlitos em direcdo as células do tecido conjuntivo,
e 0 seu retorno acontecem dentro da matriz. Os principais componentes da matriz do
tecido conjuntivo sdo macromoléculas protéico-polissacarideas, como as
proteoglicanas e glicoproteinas (NAGASE, 1997; POLLANEN et al., 2003).

1.8. Cemento Radicular

O cemento radicular € um tecido calcificado especializado que recobre as
superficies radiculares dos dentes e, ocasionalmente, pequenas por¢des das coroas
dos dentes. Possui muitas caracteristicas em comum com o tecido 6sseo, mas nao
contém vasos sanglineos e linfaticos, ndo tem inervagao, ndo sofre remodelacao e
reabsorcao fisioldgicas, porém se caracteriza pela deposicao continua ao longo da
vida. Como outros tecidos mineralizados, este € constituido de fibras colagenas
embutidas em uma matriz organica. Sua porcao mineral é formada principalmente
por cristais de hidroxiapatita. O cemento desempenha diferentes funcdes: insere as
fibras do ligamento periodontal a raiz e contribui para o processo de reparo apos
danos causados a superficie radicular. S&do conhecidos dois tipos de cemento:

A) Cemento primario ou cemento acelular, que é formado em associacdo com a
formacao da raiz e erup¢ao dos dentes.

B) Cemento secundario ou cemento celular, que se forma apds a erupcao do dente
e, também, em resposta a demandas funcionais. Areas da superficie radicular
podem ser alternadas com cemento celular e acelular (SCHROEDER, 1992; CHO et
al., 2000).

1.9. Osso Alveolar

O processo alveolar é definido como as partes da maxila e mandibula que
formam e dao suporte aos alvéolos dos dentes. O processo alveolar se desenvolve
em associacdo com o desenvolvimento e erupcao dos dentes e é gradativamente
reabsorvido quando os dentes sdo perdidos. Em conjunto com o cemento radicular e
a membrana periodontal, o osso alveolar constitui 0 aparelho de insercdo dos
dentes, cuja funcado principal é distribuir e absorver as forcas geradas pela
mastigacao e outros contatos dentarios.
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O osso alveolar renova-se constantemente em resposta as demandas
funcionais. Durante o processo de remodelacdo, as trabéculas dsseas séao
continuamente reabsorvidas e reformadas, a massa do 0sso cortical é dissolvida e
substituida por novo osso. Durante a decomposicédo do osso cortical, sdo formados
canais de reabsorcao, por meio de vasos sangiineos em proliferacdo. Estes canais,
gue contém um vaso sanglineo no centro, sdo posteriormente preenchidos por novo
0ss0. A reabsorcao do osso esta associada com osteoclastos (BARTOLD, 1990;
CHEN et al., 1993; NANCI et al. 2006).

1.10. Suprimento Sangiiineo

A vascularizacao da regidao periodontal € muito afetada durante o progresso
de doencas periodontais (YUMOTO et al., 2007). Varias artérias suprem certas
regibes bem definidas da denticdo. Ha inUmeras anastomoses presentes entre as
diferentes artérias. Todo o sistema de vasos sangliineos, em vez de grupos
individualizados de vasos, deve ser encarado como uma unidade que faz o
suprimento dos tecidos duros e moles da maxila e mandibula. Algumas artérias que
fazem o suprimento sanglineo sado: artéria dentaria, que € um ramo da artéria
alveolar superior ou inferior, artéria sublingual, artéria mentoniana, artéria facial e
artéria intra-septal (CARRANZA et al., 1999; LINDHE, 1999).

1.11. Sistema Linfatico do Periodonto

Os vasos linfaticos menores, os capilares linfaticos, formam uma rede extensa
no tecido conjuntivo. A linfa é absorvida do fluido tecidual através das paredes
delgadas dos capilares. Dos capilares, a linfa passa aos vasos linfaticos maiores,
que com frequéncia ficam nas vizinhancas dos vasos sanglineos correspondentes.
Antes de a linfa penetrar na circulagdo sangiiinea, passa através de um ou mais
nédulos linfaticos, nos quais é filtrada e suprida de linfécitos (LINDHE, 1999;
MANSON et al., 1999).
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1.12. Inervacao do Periodonto

Como os demais tecidos do corpo, o periodonto contém receptores que
registram dor, tato e pressdo (mecanoreceptores). Ao contrario da gengiva, do
cemento e 0sso alveolar, o ligamento periodontal contém também proprioceptores
que fornecem informacao relativa a movimentos e posi¢cdes. Além dos diferentes
tipos de receptores sensoriais que pertencem ao sistema nervoso somatico, existem
componentes nervosos que inervam 0s vasos sanglineos do periodonto. Estes
componentes pertencem ao sistema nervoso autbnomo. A inervagdo chega ao
periodonto através do nervo trigémeo (CARRANZA et al, 1999; LINDHE, 1999;
MANSON et al., 1999).

1.13. Doencas Periodontais

A interacao entre bactéria e células eucarioticas € complexa, processos ativos
precisam existir para que se permita uma interagdo harmoniosa entre bactérias que
normalmente habitam nosso organismo e o préprio organismo. Doencgas periodontais
sdao uma série de infecgdes no tecido periodontal, as quais podem levar
eventualmente a perda dental. Sdo tipos de inflamagdes resultantes da interacdo de
um complexo Dbiofiime localizado nas faces dentais com bactérias
periodontopatogénicas e seus produtos, ativando uma resposta inflamatéria. No
entanto, o nivel de destruicdo periodontal tem sido associado com certo grau de
predisposicao do hospedeiro (FENG et al., 2006).

1.13.1. Biofilme Dental

A aderéncia de bactérias a estrutura dental € o primeiro passo no
desenvolvimento da doenca periodontal (MEYER et al,, 1993). Quando a higiene
supragengival ndo é mantida, o biofiime se desenvolve por interagcdes dindmicas,
com o resultado final sendo o estabelecimento de uma microbiota estruturada.
Microrganismos da placa supragengival recebem nutricdo da saliva e componentes
da alimentagéo, aproximadamente todos os membros da microbiota supragengival
produzem acidos organicos fermentados de carboidratos. Os acidos fermentados se
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dispersam dentro do biofiime em um curto periodo de tempo. Se bactérias
cariogénicas como Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus sao alojadas no
biofilme, acidos organicos sdo armazenados dentro da barreira produzida por essas
bactérias, resultando numa prolongada diminuicao de pH ao redor da superficie do
esmalte. No caso do biofilme subgengival ha liberagdo de produtos pré-inflamatérios
como lipopolissacarideos e peptideoglicanos. Além do mais, se bactérias
periodontopatogénicas estdo presentes na area subgengival, o fluido gengival
apresenta componentes que podem servir como nutrientes para as bactérias
assacaroliticas ou fermentativas fracas. Bactérias periodontopatogénicas aumentam
em numero e produzem varios tipos de exotoxinas e enzimas que vao resultar em
perda de insercao (NISHIHARA et al., 2004).

O biofilme bacteriano € definido como uma comunidade estruturada por
bactérias circundadas por uma matriz produzida por elas (COSTERTON et al,
1999).

Embora haja uma microbiota residente, por exemplo, na pele humana,
nasofaringe, trato urogenital e boca, esses microrganismos estdo fisicamente
controlados pela descamacéao do epitélio e respostas inatas e adquiridas do sistema
imune. E dificil para o biofilme se desenvolver em individuos saudaveis devido a
interacdo hospedeiro-parasita; no entanto, um complexo e massivo biofilme pode
desenvolver-se nas faces dentais da cavidade bucal (NISHIHARA et al., 2004). A
comunidade do biofiime é uma unidade altamente controlada biologicamente com
uma hierarquia ecoldgica. As populagdes residentes no biofilme tém duas
estratégias de sobrevivéncia: a primeira é ter uma reproducado continuada para
garantir a sobrevivéncia e a segunda, é a adaptacéo fisiolégica ao meio ambiente
disponivel. A forma do biofilme é dependente da abundancia do meio. Quando as
condicbes ndao sao favoraveis as populacdes residentes rapidamente diminuem
(CALDWELL et al., 1999).

1.13.2. Reacoes ao Biofilme Dental
As reagdes inflamatérias e imunoldgicas ao biofilme dental e a microbiota

patogénica representam caracteristicas da gengivite e da periodontite (PIHLSTROM,
2005). Os processos inflamatérios e imunolégicos agem nos tecidos gengivais para
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proteger contra o ataque microbiano e impedir os microrganismos de se
disseminarem. Em alguns casos, essas reacdes de defesa do hospedeiro podem ser
prejudiciais, pois sao capazes de danificar as células e estruturas vizinhas do tecido
conjuntivo. As reagdes inflamatérias e imunoldgicas também podem envolver niveis
profundos do tecido conjuntivo e envolver 0 0sso alveolar nesse processo destrutivo.
Paradoxalmente os processos defensivos podem responder pela maior parte da
lesdo tecidual observada na gengivite e periodontite (LASCALA et al., 1999;
KANTARCI et al., 2005).

Ha diferencas significantes entre as reag¢des inflamatérias e imunolégicas que
ocorrem no periodonto e em outras partes do corpo. Em parte, isso ocorre devido a
prépria anatomia do periodonto, ou seja, a permeabilidade caracteristica do epitélio
juncional resulta em um processo dindmico envolvendo células e fluido gengival,
preservando todo o tempo a integridade epitelial através da interface tecido duro e
tecido mole (LUKE, 1992). Além disso, os processos inflamatérios e imunolégicos
nos tecidos periodontais ndo representam respostas a uma espécie microbiana
simplesmente, mas a um grande numero de microrganismos e seus produtos,
agindo durante um periodo relativamente longo. As bolsas periodontais podem
conter mais de 400 espécies diferentes de microrganismos, cada uma apresentando
potenciais diferentes para indugdo de doenca, os quais vao variar de acordo com o
meio e o estagio de colonizacdo. As diferentes espécies de bactérias interagem
entre si e, embora algumas possam nao ser patdogenos suspeitos, ainda influenciam
0 processo da doenca, participando através de fatores especificos de crescimento
ou defesa que aumentam o potencial de viruléncia de outros microrganismos
(PASTER et al., 2001).

A destruicdo periodontal pode ser o resultado da combinacdo de fatores
bacterianos que variam com o tempo. Essa situacdo contrasta com a de outras
doencas, como tuberculose, sifilis, gonorréia, cujo hospedeiro enfrenta um unico
microrganismo, e o diagnéstico de uma fase ativa da doenca esta relacionado a
presenca ou auséncia do patégeno (PAGE et al., 1997; LINDHE, 1999).

As alteragdes periodontais podem ser causadas por toxinas produzidas por
bactérias que induzem a inflamacédo, por uma reacdo imunoldgica que libera
produtos, ou por lipopolissacarideo (LPS), componente da membrana externa dos
microrganismos Gram-negativos. O efeito de muitos produtos estruturais,
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enzimaticos e residuais consiste em estimular a producdo de mediadores quimicos
da inflamacédo, causando aumento da permeabilidade vascular e desencadeando,
através de acOes quimotaticas, o deslocamento das células inflamatérias para os
tecidos, fazendo com que as células de defesa liberem agentes e citocinas pro-
inflamatérias. As citocinas assim produzidas intensificam a resposta inflamatoéria,
também aumentam a atividade de metaloproteinases de matriz, além de recrutar
leucécitos para a area. O LPS é capaz de suscitar tanto uma resposta inflamatoria
quanto uma resposta imune, quando da sua interacdo com as células do hospedeiro.
O LPS possui acées de estimulo a producdo de citocinas, como também as
moléculas da membrana externa, proteinas e enzimas, ligam-se as moléculas do
LPS. O LPS também apresenta efeitos sobre o sistema de coagulagao sanglinea e
sobre o sistema de complemento, resultando na alteracdo da hemostasia e na
formacao de varios peptideos pré-inflamatérios (OGURA et al., 1994; FOKEMA et
al., 2002; MADIANOS et al.,2005).

As respostas imunes aos microrganismos sao direcionadas, principalmente,
contra as proteinas e os polissacarideos da membrana externa e contra as enzimas
e toxinas liberadas fora das células. Essas reacées imunes provocam a liberacédo
adicional de citocinas e mediadores pré-inflamatérios, o que, por sua vez, causa o
aumento da inflamagao, com maiores danos ao hospedeiro (SCHENKEIN, 2006).

Um paciente que é suscetivel e apresenta a doencga periodontal nao
apresenta uma condicdo homogénea. A gravidade da lesdao, mesmo no proprio
individuo, varia freqientemente de dente para dente e de uma superficie dentaria
para outra. Enquanto muitos dentes de um mesmo individuo podem exibir perda
avancada de insercdo, outros dentes ou superficies dentarias, quase nado sao
afetadas ou apresentam um periodonto normal. Cada sitio afetado representa um
microambiente individualizado. Em algumas areas, a lesdo inflamatéria pode ficar
contida na gengiva (gengivite) por periodos de tempo prolongados, sem qualquer
progressao aparente da doenca para tecidos mais profundos, em outras areas pode
ocorrer destruicdo periodontal ativa (MARSHALL, 2004; FENG et al, 2006;
SCHENKEIN, 2006).
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1.14. Mediadores do Processo Inflamatorio Periodontal

1.14.1. Proteinases

A doenca periodontal provoca a degradacdo tecidual e, portanto, as
proteases, tanto do hospedeiro quanto dos microrganismos, sdo fundamentais para
o0 processo destrutivo. As proteinases sao aquelas moléculas que dividem as
proteinas através da hidrélise de ligacoes peptidicas. Estas enzimas proteoliticas
podem ser classificadas em dois tipos principais: a) endopeptidases (proteinases) e
b) exoproteinases; dependendo do local de atividade da enzima no seu substrato. As
enzimas da primeira categoria segmentam as ligagdes no seu substrato dentro da
cadeia de polipeptideos, enquanto as exopeptidases dividem o seu substrato apenas
em um ou dois residuos a partir do final da cadeia de polipeptideos (LINDHE, 1999;
BARTOLD et al., 2006). A liberacao das proteases na gengiva e na area do sulco
promove reacgdes inflamatérias e contribui para causar dano ao tecido conjuntivo
(LINDHE, 1999; BARTOLD et al., 2006).

1.14.2. Metaloproteinases da matriz (MMP)

A degradagdo da matriz extracelular durante inflamagcdo periodontal é um
processo que envolve enzimas proteoliticas. Diferentes tipos de células do tecido
periodontal produzem metaloproteinases da matriz. Em resposta as bactérias e
citocinas  inflamatoérias,  fibroblastos, células do  epitélio  juncional,
osteoblastos/osteoclastos, macréfagos e leucocitos polimorfonucleares liberam
proteinases, que estdo envolvidas na defesa contra microrganismos. Ao mesmo
tempo elas também contribuem para a degradacdo de componentes da matriz
extracelular.

A presenca elevada dessas enzimas MMP nas areas doentes em relacao as
areas sadias, o seu aumento durante a gengivite experimental e a reducao apds
tratamento peridontal mostram o envolvimento das MMPs na destruicdo do tecido
periodontal. (SUOMALAINEN et al., 1989; BARTOLD et al., 2006; KANTARCI et al.,
2006).
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1.14.3. Leucocitos Polimorfonucleares (PMN)

O PMN ¢é o leucécito predominante no sulco gengival, tanto na gengiva sadia
quanto na que apresenta doenca. Os PMNs sao atraidos da circulacdo para esta
area através de estimulos quimotaticos, suscitados pelo biofilme. Sob o aspecto
histolégico, os PMNs podem ser vistos atravessando o tecido conjuntivo gengival na
inflamacéao. Entretanto, eles estdo presentes também na gengiva clinicamente sadia
e sao recrutados em resposta aos fatores quimotaticos presentes na regiao sulcular.
A quantidade de PMNs no sulco gengival aumenta com o desenvolvimento da
gengivite. Mais PMNs s&o encontrados na periodontite, se compararmos com as
areas que exibem gengivite. Como ocorre em outros tecidos, a migracdo dos
leucécitos dos vasos para o tecido conjuntivo gengival é controlado pelas moléculas
de adeséo.

Os PMNs presentes no sulco formam a primeira linha de defesa contra os
patdgenos periodontais. A elastase, uma serino-protease, € um dos componentes
dos granulos primarios do PMN, o qual tem demonstrado causar destruicao teciual,
estando presente com 0 aumento da atividade nas areas de inflamacao gengival. A
liberacado de granulos secundarios pelos PMNs ocorre durante a migracao da célula,
sendo este processo independente da liberagcdo dos granulos primarios, que
acredita-se estar correlacionada com a ativacdo do PMN. Foram constatadas
diferencas nas quantidades relativas de elastase (componentes dos granulos
primarios) e lactoferrina (componente dos granulos secundarios) em areas com
categorias diferentes da doencga. Uma propor¢cdo maior de lactoferrina em relagéo a
elastase foi encontrada nas areas com periodontite. Esta variagao na liberacao de
enzimas dos granulos primarios pelos PMNs pode indicar alteracées na funcao
destes em diferentes ambientes da doencga (LINDHE, 1999; KANTARCI et al., 2006;
SHENEKEIN, 2006).

1.14.4. Citocinas
As citocinas sao proteinas soluveis, secretadas por células, que agem como

mensageiras transmitindo sinais para outras células. Elas realizam numerosas

acbes, as quais incluem a iniciacdo e manutencdo das respostas imune e
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inflamatéria e a regulagdo do crescimento e diferenciacdo das células. As
interleucinas sdo membros importantes do grupo das citocinas e encontram-se
envolvidas, principalmente, na comunicacgao entre os leucocitos e outras células que
participam dos processos imune e inflamatério, como as epiteliais, endoteliais e os
fibroblastos. Estas moléculas sao liberadas em pequenas quantidades e possuem
acOes variadas sobre as células que expressam o receptor especifico para estas
citocinas. As citocinas sdo numerosas, muitas realizam fungdes que se sobrepdem e
sdo ligadas, formando uma rede ativa que controla a resposta do hospedeiro. Muitas
citocinas sdo capazes de agir sobre a célula que as produziu, auto-estimulando sua
prépria producdo e a producao de outras citocinas (LINDHE, 1999; SCHENKEIN,
2006).

1.14.5. Citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatorias

Essas citocinas participam das reacoes inflamatérias agudas e crénicas, bem
como dos processos de reparo e resolugado. As citocinas pro-inflamatérias primarias
sdo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL)-1. As citocinas
interleucinas (IL)-1B, IL-6, IL-12, ap6s estimulos bacterianos, sdo produzidos e
liberados por mondécitos/macrofagos, fibroblastos e mastécitos presentes no tecido
afetado. As citocinas podem estimular a reabsorcéo 6ssea e inibir a formacao éssea
in vitro e in vivo. (SHERWOOQOD et al., 2004; DAYAN et al., 2004). Varias citocinas,
que sao fatores de crescimento como fator de crescimento derivado de plaquetas,
fator de crescimento de fibroblastos, sdo cruciais para processos de reparo e estao
implicados na inflamacao crénica (RANG et al., 2007).

As citocinas antiinflamatérias incluem TGF-B, IL-4, IL-10, IL-13. elas inibem a
producédo de quimocinas e podem inibir respostas mediadas por células Th1 (RANG
et al., 2007).

1.14.6. Quimocinas
Sao definidas como citocinas quimioatraentes, que controlam a migracao de

leucécitos durante reacdes inflamatérias e imunes. O principal exemplo é a

interleucina 8 (IL-8), que possui fungdes quimiotaticas poderosas para os leucécitos,
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particularmente os neutréfilos, mas também para os linfécitos e macréfagos. Estas
moléculas agem para recrutar células de defesa para areas onde elas séo
necessarias, e sdo importantes nas respostas mediadas por células (SEYMOUR et
al., 2001; RANG et al., 2007; BARTOLD et al., 2006).

1.14.7. Prostaglandinas

As bactérias sdao consideradas como agentes primarios causadores da
doenca periodontal, mas a patogénese envolve outros fatores em conjunto.
Mediadores como as prostaglandinas, que sdo derivadas do metabolismo do acido
araquidénico (AA), pela enzima ciclooxigenase (COX), principalmente as da série E
(PGEy), parecem ser criticos na progressao da doenca (AZOUBEL et al., 2007). As
citocinas pré-inflamatérias sdo capazes de estimular os macréfagos e outras células
para produzirem quantidades abundantes de prostaglandinas, particularmente as
PGE,, que sao potentes vasodilatadores e produtores de citocinas por varias células.
A PGE, age sobre os fibroblastos e osteoclastos, juntamente com as citocinas,
induzindo a producdo de metaloproteinases da matriz, que € relevante para o
processo de destruicao periodontal (LINDHE, 1999, RANG et al., 2007).

1.14.8. Oxido Nitrico (NO)

O NO provavelmente possui um efeito global pré-inflamatorio: ele aumenta a
permeabilidade vascular e a produgdo de prostaglandinas, e € um potente
vasodilatador. Algumas outras propriedades podem ser consideradas como
antiinflamatdérias; por exemplo, o NO endotelial inibe a adesdo de neutrdéfilos e
plaquetas, assim como agregacao plaquetaria. O NO ou compostos dele derivados
também possuem acdes citotoxicas, aumentando os mecanismos de defesa locais,
entretanto, quando produzido em excesso, ele também pode prejudicar as células do
hospedeiro (RANG et al., 2007).
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1.15. Caracteristicas Clinicas e Histopatologicas da Doenca Periodontal

A) Gengiva Normal

A gengiva normal € caracterizada clinicamente por sua coloragdo résea,
consisténcia firme e contorno parabdlico da margem gengival. As papilas
interdentais sédo firmes, ndo sangram a sondagem delicada e ocupam todo o espaco
disponivel abaixo das areas de contato. A gengiva exibe, freqlientemente, uma
aparéncia pontilhada e ha uma margem em ponta de faca. A gengiva clinicamente
sadia, nao é tao perfeita, do ponto de vista histolégico, quanto a gengiva normal. A
gengiva normal é a de condicdo ideal, que sO6 pode ser conseguida
experimentalmente em humanos apés controle de biofilme supervisionado
meticulosamente durante varias semanas. A gengiva clinicamente sadia seria
representada tipicamente pelo padrdo de normalidade obtido por pacientes que
mantém um padrdo satisfatério e regular de controle de placa (LINDHE, 1999;
CARRANZA et al., 1999).

Na gengiva normal se encontra, histologicamente, pouco ou nenhum infiltrado
inflamatério. Possui alguns neutréfilos e macréfagos no epitélio juncional e, um
infiltrado inflamatdério discreto pode ser observado proximo ao plexo microvascular.

Histologicamente a gengiva clinicamente sadia exibe um infiltrado
inflamatério. Ha presengca predominante de neutréfilos associados ao epitélio
juncional e linfcitos no tecido conjuntivo subjacente. Mesmo neste estagio inicial da
inflamacéo, que ndo é detectavel clinicamente, observa-se a deplecao do colageno
na area infiltrada, juntamente com um aumento das estruturas vasculares. A regiao
do sulco gengival recebe exsudato e transudato, além de proteinas plasmaticas, que
deixam os vasos, locomovendo-se através dos tecidos para criar o fluido gengival.
Nesta fase, o infiltrado pode ocupar até 5% do volume do tecido conjuntivo, sendo
composto por mondcitos, macréfagos, linfocitos e neutréfilos. Essas células sdo
encontradas tanto no epitélio juncional quanto no tecido conjuntivo das gengivas
clinicamente sadias. Os neutréfilos predominam na regiao sulcular e parecem migrar
continuamente através do epitélio juncional para o sulco. O recrutamento de
leucécitos, predominantemente PMNSs, dos tecidos para a regidao do sulco gengival

deve-se as acbes quimiotaticas dos sistemas do hospedeiro (ex: interleucina 8,
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componente do complemento Cb5a), e aos produtos microbianos (ex:
lipopolissacarideos). Com o depdsito de placa e o desenvolvimento de gengivite
clinica, ha um aumento acentuado nos leucécitos recrutados para a area. Um efeito
adicional da inflamacao que estimula o rapido acumulo de leucécitos é a regulacao
das moléculas de adesao sobre as células endoteliais, mediada por citocinas pré-
inflamatorias. Isso estimula os leucdcitos, particularmente os PMNs, nos estagios
iniciais, a aderirem as vénulas pés-capilares e a comecarem a se deslocar através
do vaso pela quimotaxia, para o sulco gengival (MANSON et al., 1999, POLLANEN
et al., 2003, RANG et al., 2004).

A gengiva clinicamente sadia parece enfrentar a agressdo microbiana sem
progredir para uma condi¢cao de doenca, devido a varios fatores defensivos, os quais
incluem:

- efeito antimicrobiano dos anticorpos;

- a funcao fagocitaria dos neutrofilos e macréfagos;

- 0 efeito destrutivo do complemento sobre os microrganismos;

- a descamacao regular das células epiteliais para a cavidade bucal,;

- a barreira epitelial intacta;

- o0 fluxo positivo do fluido do sulco gengival que pode remover os
microrganismos e seus produtos nocivos.

Todos esses fatores podem agir simultaneamente para reduzir a carga
bacteriana, prevenindo, assim, uma resposta excessiva dos sistemas de defesa do
tecido, o que resultaria na formacao de uma leséao.

A inflamacdo gengival é resultado de uma sobrecarga bacteriana que se
deve, provavelmente, ao controle inadequado do biofilme. Alteragdes nos sistemas
imunolégico ou inflamatério podem provocar inflamacdo gengival patente. A
periodontite cronica requer alguma predisposicdo adicional relacionada ao
hospedeiro, como, por exemplo, insuficiéncia de neutréfilos, um forte ataque
microbiano, ou uma incapacidade de produzir uma resposta imune efetiva aos
microrganismos presentes na placa (DIXON et al., 2004; KINANE et al., 2007).
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B) Inflamacao Gengival

Apbés 10 a 20 dias de acumulo de placa, sinais clinicos de gengivite se
estabelecem na maioria das pessoas, embora haja grandes variagdes, com alguns
individuos sendo mais resistentes e outros mais propensos a gengivite clinica. O
termo gengivite se refere a inflamagéo limitada aos tecidos moles que circundam os
dentes, nao incluindo processos inflamatérios que se estendem a crista alveolar, ao
ligamento periodontal, ou ao cemento (GENCO, 1996; KINANE et al. 2007).

A maioria dos casos ocorre por higiene bucal inadequada, o que leva ao
acumulo de biofilme. No entanto outros fatores podem afetar a susceptibilidade da
gengiva a microbiota normal da boca, como por exemplo, fatores genéticos do
hospedeiro (HUJOEL et al., 2005).

Na maioria das faixas etarias, as mulheres demonstram menor freqiéncia de
gengivite do que os homens, apresentado periodos de susceptibilidade aumentada.
Tal fato estd mais relacionado a melhor higiene das mulheres do que a alguma
diferenca fisiolégica entre os géneros. Além do periodo da puberdade, as mulheres
apresentam maior susceptibilidade quando sdo expostas a altos niveis de
progesterona, associados com a gestagdao ou com alguns modelos de contraceptivos
orais. A progesterona parece aumentar a permeabilidade dos vasos sanglineos
gengivais, tornando esses tecidos mais sensiveis aos irritantes bacterianos, agentes
fisicos e quimicos (NEVILLE, 2004).

Outros fatores que se mostram diretamente relacionados com a frequiéncia da
gengivite sdo tabagismo, estresse, deficiéncias nutricionais, medicamentos, diabetes
melito, intoxicacdo por metais, trauma, dentes com coroas protéticas com
sobrecontorno e respiracdo bucal (SOUTHERLAND et al., 2006; KINANE et al.,
2007).

A gengivite caracteriza-se por vermelhiddo e tumefacdo gengival e uma
tendéncia aumentada de sangramento dos tecidos moles a sondagem delicada.
Ainda nessa fase os sinais clinicos sao reversiveis, caso a placa microbiana seja
removida e medidas eficazes de controle da placa sejam instituidas. A inflamacao da
gengiva pode ser localizada ou generalizada, a area envolvida pode ser difusa ou
confinada a margem gengival livre (gengivite marginal) ou a papila interdental
(gengivite papilar). Os sinais iniciais da gengivite incluem perda do pontilhado e
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sangramento a uma leve sondagem. A gengiva saudavel é rosa; com a inflamacéo a
gengiva torna-se vermelho-clara. Com a progressdao do quadro clinico, o tecido
gengival torna-se mais vermelho e edematoso. As alteracdes clinicas podem parecer
sutis nos estagios iniciais da gengivite, entretanto, as alteragdes histopatolégicas
subjacentes sdo bastante acentuadas (NEVILLE, 2004; NANCI et al., 2006).

A gengivite incipiente demonstra um infiltrado inflamatério leve, composto de
leucécitos polimorfonucleares que se acumulam no tecido conjuntivo adjacente ao
epitélio sulcular. Com a progressao, o infiltrado torna-se mais intenso e demonstra
uma mistura de linfécitos, plasmécitos e células inflamatérias agudas. Area de
fibrose, hiperemia, edema e hemorragia podem estar presentes (NEVILLE, 2004).

As fases classicas da inflamacdo aguda e cronica ndo sao facilmente
aplicadas na doenca periodontal, provavelmente porque em muitas situacées de
saude clinica ocorre uma lesdo similar a uma lesdo aguda. Havendo superposicao
das alteracbes inflamatérias crénicas, de tal modo que os elementos agudos e
cronicos coexistem nas lesdes (LINDHE, 1999; VAN DER VELDEN, 2005).

A inflamacao se desenvolve rapidamente a medida que o biofilme é
depositado sobre o dente (PIHLSTROM et al.,, 2005). Em 24 horas, alteracdes
acentuadas séo evidentes no plexo microvascular, sob o epitélio juncional, quando
maior quantidade de sangue chega a area. A dilatacdo das arteriolas, capilares e
vénulas do plexo dentogengival é evidente sob o aspecto histopatolégico. Ha um
aumento da pressao hidrostatica na microcirculacdo, com a formacao de espacos
intercelulares entre células adjacentes dos capilares endoteliais. Isso provoca um
aumento na permeabilidade da rede microvascular, de modo que fluidos e proteinas
escoem para os tecidos. As células epiteliais, ativadas pelas substancias
microbianas, produzem citocinas pro-inflamatérias e outros mediadores quimicos da
inflamacao (KANTARCI et al., 2005). Ocorre edema nos tecidos a medida que ha
acumulo de fluido, inicia-se a infiltragdo celular e se desenvolve a gengivite clinica.
Nos estagios iniciais, ha predomindncia de PMNs devido a mobilidade e a
flexibilidade dessas células, e aos efeitos das moléculas de adesdo sobre os vasos
sanglineos, que aderem, preferencialmente, aos PMNs nos primeiros estagios da
inflamacédo. Além disso, um gradiente quimotéatico se desenvolve a partir do sulco
para o tecido conjuntivo, atraindo assim, os PMNs na direcao do sulco gengival. Os
fatores quimotaticos incluem proteinas e peptideos microbianos, como, por exemplo,
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a extremamente potente fMet-Leu-Phe (FMLP) e fatores quimotaticos do hospedeiro,
como as quimocinas (particularmente IL-8), moléculas produzidas por neutréfilos,
como o leucotrieno B4 e moléculas derivadas da ativacdo do sistema do
complemento (C5 a) (PAGE et al,, 1997; SCHENKEIN, 2006; RANG et al., 2004,
MADIANOS et al., 2005).

PMNs sintetizam e liberam varias substancias, como proteases que sao
associadas ao dano periodontal (LAH et al, 1993). A interacdo entre PMNs com
bactérias tem mostrado efeitos prejudiciais a varios tipos de células, incluindo
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos (WEISS, 1989). Embora PMNs
constitutivos, representem a primeira linha de defesa contra patégenos periodontais,
sua interacado com o biofilme dental pode levar a liberagdo de enzimas no tecido,
também a sintese e secrecdo de moléculas proé-inflamatérias como metabdlitos do
AA. A presenca de enzimas que causam dano ao tecido, lipidios na reabsorcao
O0ssea e outros mediadores inflamatérios contribuem para a perda de insercéao
observada na periodontite (KANTARCI et al., 2003).

Os PMNs séao atraidos para a area juntamente com outros leucocitos, tais
como mondcitos, macrofagos e linfécitos. Os macréfagos sédo, provavelmente, o
unico tipo de célula, além dos neutréfilos, que desempenham um papel de utilidade
no sulco: eles fagocitam os PMNs mortos ou que estdo morrendo, removendo-os da
area. Isso é de grande utilidade para o hospedeiro, uma vez que os PMNs que estao
morrendo ou superativados sado capazes de realizar a degranulacdo, que é a
liberagdo de suas enzimas de maneira descontrolada, causando excitagdo e danos
maiores aos tecidos do hospedeiro com posterior exacerbacdo da inflamacao
(SCHENENKEIN, 2006).

A medida que a lesdo e o fluxo do fluido do sulco gengival aumentam, ocorre
a diluicdo de substancias nocivas tanto para o tecido quanto para o sulco. As
bactérias e seus produtos podem, entdo, ser difundidos para o sulco. As proteinas
plasmaticas que escapam da microcirculagdo incluem proteinas defensoras como
anticorpos, componentes do sistema do complemento e inibidores da protease, além
de outras macromoléculas que possuem varias fungdes. O volume do exsudato
gengival é proporcional a gravidade da inflamacdo gengival presente (LINDHE,
1999).
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Concomitantemente com essas alteragdes vasculares, o deslocamento dos
leucécitos do sistema vascular dentogengival é reforcado pelas moléculas de
adesdo, molécula-1 de adesao intercelular (ICAM-1) e molécula-1 de adesao do
leucécito ao endotélio (ECAM-1) e outras adesinas. Essas moléculas, ajudam o
leucécito a aderir as vénulas poés-capilares e as células a deixarem o vaso
sanguineo. Assim, os PMNs chegam ao sulco em grandes quantidades, iniciando
sua funcao de fagocitose da bactéria, auxiliados pelo complemento e anticorpos
(NOGUSHI et al., 2001; DIXON et al., 2005).

Os linfocitos podem ficar retidos nos tecidos quando em contato com
antigenos, citocinas ou moléculas de adeséo, ndo sendo assim perdidos através do
epitélio juncional em diregdo a placa e a cavidade bucal, como acontece com o0s
neutréfilos. A maioria dos linfécitos possui a capacidade de produzir receptores
CD44 nas suas superficies, o que permite a adesado da célula a estrutura do tecido
conjuntivo. Isso é compativel com a necessidade das células T e B de
permanecerem nos tecidos e realizarem fungdes locais imunoldgicas celulares e
humorais (GEMMEL & SEYMOUR, 2004; PERSSON, 2005).

A resposta celular fica bem estabelecida, provavelmente, por volta de dois a
quatro dias do inicio do acumulo da placa, sendo auxiliada por substancias
quimotaticas oriundas da microbiota da placa, bem como, por células e secrecdes do
hospedeiro. Os leucocitos se movem através do tecido conjuntivo e a maior parte
parece ficar acumulada na regido do epitélio juncional e do sulco gengival. Os
neutrofilos parecem entrar preferencialmente no sulco gengival, sendo
freqientemente denominados leucécitos de sulco (CARRANZA et al, 1999;
SCHENKEIN, 2006).

Sete dias apds 0 acumulo de placa, periodo de tempo aproximado, em virtude
das acentuadas diferencas individuais encontradas nos seres humanos, sob o
aspecto histoloégico, os vasos que se encontram abaixo do epitélio juncional
permanecem dilatados, mas sua quantidade aumenta em funcado da abertura das
redes capilares anteriormente inativas (CARRANZA et al, 1999; SCHENKEIN,
2006).

Os linfécitos e neutréfilos sao os leucdcitos predominantes no infiltrado nesse
periodo e uma quantidade muito pequena de plasmécitos € observada no interior da
lesdo. O infiltrado de células pode representar até 15% do volume do tecido
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conjuntivo. No interior da lesédo, ocorre a degeneracao dos fibroblastos; isso ocorre
provavelmente por apoptose e serve para remover essas células da area, permitindo
entdo, maior infiltracdo dos leucocitos (CARRANZA et al, 1999; SCHENKEIN,
2006).

Do mesmo modo, ocorre a destruicdo do coldgeno na area infiltrada sendo
iSsO necessario para que os tecidos sejam empurrados, acomodando o infiltrado
celular. Neste periodo, alteragdes inflamatorias sdo detectaveis através do exame
clinico e, por volta do final da segunda semana de acumulo de placa, depdsitos
subgengivais podem ser observados. As células basais do epitélio juncional e
sulcular proliferam, representando uma tentativa do organismo de reforgar a barreira
inata contra a microbiota (CARRANZA et al., 1999; SCHENKEIN, 2006).

A duracao desse periodo em humanos ainda nao foi determinada. Esta lesédo
pode persistir por muito mais tempo do que o esperado e a variabilidade do tempo
necessario para a lesdao aumentar depende da suscetibilidade do individuo.

Em geral, ha intensificacdo do estado inflamatério a medida que a exposicao
da placa persiste. H4 um aumento na exsudacdo do fluido e na migracao dos
leucécitos para os tecidos e sulco gengival. Clinicamente esta lesdo exibira edema
maior do que o periodo anterior. Observa-se um grande numero de plasmocitos
maduros situados principalmente na porcdo corondaria do tecido conjuntivo, bem
como ao redor dos vasos. A perda de colageno continua a ocorrer nas direcdes
lateral e apical, a medida que o infiltrado celular sofre expansao, resultando em
espacos destituidos de colageno que se estendem mais profundamente nos tecidos,
0S quais se encontram, entdo, disponiveis para a infiltracdo dos leucécitos. Neste
periodo, o epitélio dentogengival continua a proliferar e as cristas se prolongam no
sentido do tecido conjuntivo, numa tentativa de manter a integridade epitelial e
formar uma barreira contra a penetracdo microbiana. O epitélio da bolsa ndo esta
aderido a superficie dentaria e encontra-se densamente infiltrado de leucdcitos,
predominantemente de neutréfilos que, eventualmente, migram através do epitélio
para o sulco gengival ou para a bolsa. Em comparacdo com o epitélio juncional
original, o epitélio da bolsa é mais permeavel a passagem das substancias para
dentro e fora dos tecidos conjuntivos subjacentes, podendo sofrer ulceracdes
temporarias (PIHLSTROM et al., 2005).
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Neste periodo parecem existir dois tipos de lesées. No primeiro, a leséo
permanece estavel e ndo progride por meses ou anos; no segundo, a lesdo se torna
mais ativa e se transforma em lesao destrutiva progressiva (CARRANZA et al., 1999;
LINDHE, 1999; SCHENKEIN, 2006).

A medida que ha um aprofundamento da bolsa, provavelmente devido a
expansao do epitélio em direcao apical como resposta a irritacdo provocada pela
microbiota e por episédios de destruicdo microscédpica de curta duracao, a placa
prossegue em seu crescimento no sentido apical, desenvolvendo-se nesse nicho
ecolégico de anaerobiose. O infiltrado inflamatoério propaga-se lateralmente e, mais
ainda, no sentido apical no tecido conjuntivo. A lesdo avancada se apresenta com
todas as caracteristicas do periodo anterior, mas com diferencas importantes,
representadas por perda do 0sso alveolar, dano extenso as fibras, migragéo apical
do epitélio juncional a partir da juncdo cemento-esmalte, e manifestacdes
disseminadas de danos inflamatérios e imunopatoldégicos aos tecidos (LINDHE,
1999).

Com a continuacdo da inflamagédo, o processo imunolégico é iniciado ou
reativado. As células de Langerhans no interior do epitélio apreendem o material
antigénico proveniente dos microrganismos, levando-o para o tecido linféide, onde
ocorre a apresentacdo do antigeno para os linfocitos. Essa apresentacao provoca o
retorno dos linfocitos envolvidos para a area de exposicdo microbiana, onde as
células B sao transformadas em plasmacitos, produzindo anticorpos, ou as células T
comecam a auxiliar esta resposta humoral e a desenvolver respostas imunes
mediadas pela célula contra esses microrganismos. Os individuos capazes de
produzir uma resposta imune efetiva podem ser mais resistentes a periodontite do
que aqueles cujas respostas imunes apresentam deficiéncia na quantidade ou
qualidade.

O acumulo de PMNs e a atividade no sulco provocam a liberagdo de muitas
enzimas, o que produz efeitos nocivos para os tecidos do hospedeiro, assim como
para os microrganismos. O infiltrado imunolégico precisa de espaco no periodonto
para iniciar sua funcéo e, deve ocorrer a perda dos componentes estruturais para
que se crie espaco fisico para os leucocitos infiltrantes. Adicionalmente, a medida
que as camadas epiteliais vao sendo destruidas, ocorre um novo crescimento

epitelial em uma area mais apical, juntamente com a formacdo da bolsa. Ha
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formacao de tecido de granulacao, ricamente vascularizado e repleto de plasmécitos
que produzem anticorpos. Este tecido ocupa mais espaco e muitas células, no seu
interior, produzem enzimas e citocinas que degradam a matriz, € que causam
também a destruicao direta ou indireta do tecido conjuntivo e do osso. Finalmente,
se nao houver controle, os microrganismos continuardo a produzir material nocivo
para o hospedeiro, este continuard com sua resposta frustrada contra esses
produtos, ocorre aprofundamento da bolsa, expansdo de tecido de granulacao,
perda 6ssea e do ligamento periodontal, além de perda eventual das estruturas de
sustentacao, causando esfoliagcéo.

A presenca de bactérias patogénicas € essencial para produzir periodontite,
mas insuficiente. Outros fatores do hospedeiro, como tabagismo, diabetes e
predisposicao hereditaria sdo determinantes importantes da presenca e severidade
da doencga periodontal significativa. Embora uma periodontite leve e moderada
esteja presente na maioria dos adultos, somente de 5% a 20% da populacéao
desenvolvem doenca generalizada e severa (NEVILLE, 2004; KINANE et al., 2007).

1.16. Processos de Defesa do Hospedeiro

Mecanismos de defesa inflamatérios e imunoloégicos encontram-se
relacionados e, juntos, formam a resposta do hospedeiro ao ataque microbiano. As
reacdes do hospedeiro ao parasita também podem ser divididas em inatas (ndo-
especificas) e adaptativas (especificas). As reacdes inatas incluem a resposta
inflamatéria e ndo envolvem mecanismos imunolégicos. Microrganismos virulentos
podem ultrapassar esse sistema. As reacdes adaptativas tendem a ser mais
efetivas, pois as células tém capacidade de reconhecer, memorizar e aumentar a
eficacia da resposta, ja que a resposta do hospedeiro é uma resposta imunolégica
direcionada para os patdégenos que causam a agressao e seus subprodutos. Ela
consiste em dois competentes sistemas desenvolvidos pelos linfocitos: o sistema
imune mediado por células e sistema imune humoral (BOMAN, 2003; PERSSON,
2005).

Os mecanismos imunes inatos agem sem qualquer contato prévio com o
microrganismo causador da doenca. Estes mecanismos incluem as barreiras fisicas

da pele ou superficies epiteliais da mucosa e os aspectos vascular e celular das
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respostas inflamatérias. O hospedeiro possui extensas respostas de defesa para
evitar a invasao dos microrganismos. Dependem muito da atividade de PMNs e
mononucleares (macrofagos) (KANTARCI et al, 2006). As respostas efetivas
resultam em um reparo rapido da lesdo ou auséncia de lesdo. Uma resposta ineficaz
pode resultar numa lesao crbnica, que ndo sofre reparo ou, se excessivamente
distribuida, numa lesdo na qual as respostas do hospedeiro sdo os aspectos mais
significativos do processo destrutivo (LINDHE, 1999; RANG et al., 2004).

A dor é uma ocorréncia rara na doenca periodontal, particularmente nos
estagios iniciais, todavia pode ocorrer em virtude do estimulo dos nervos aferentes
pelos mediadores quimicos da inflamacéo e da pressao devido ao grande aumento
da tenséo tissular. Uma manifestacao periodontal de perda de funcao seria a funcéao
reduzida dos dentes que apresentam mobilidade ap6és a periodontite. Os
componentes dos processos imune e inflamatério interagem de forma dindmica
durante o desenvolvimento da doenca periodontal (LINDHE, 1999; RANG et al.,
2004).

Uma vez que o processo inflamatério é iniciado uma continua cascata de
eventos € desencadeada. Durante essa série de eventos, o organismo tenta eliminar
0s agentes invasores com a ativacao de varias células com acgées pré-inflamatorias
(SERHAN et al., 2004; VAN DYKE et al., 2003).

1.17. Cicatrizacdo em Regiao de Palato

O palato serve ao mesmo tempo como teto da cavidade bucal e assoalho da
cavidade nasal e possui duas por¢cdes: palato duro (objeto de nosso estudo), cujo
esqueleto é o palato 6sseo, e o palato mole, composto por tecido fibroso e
musculos. A mucosa que reveste o palato duro é espessa e unida ao periésteo,
formando o mucoperiésteo. Na excisdo dessa camada o osso fica exposto porque
ela ndo pode ser separada do periosteo. No terco anterior do palato duro estédo
presentes as rugas palatinas, as quais ajudam a prender o alimento contra a lingua
durante a mastigagédo (MADEIRA, 2003).

Quatro camadas sado conhecidas no mucoperiésteo do palato. O epitélio
estratificado, a lamina prépria, submucosa e o periésteo (CORNELISSEN et al.,
1999).
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Varias lesbes bucais ocorrem na regido do palato duro, provocadas por
traumas fisicos, quimicos ou agentes biologicos. Apds ocorrerem as lesbes é
necessario que ocorra 0 processo de cicatrizacdo, e quanto mais rapido essa
cicatrizacao ocorrer melhor.

A cicatrizacdo é um processo altamente dindmico e envolve interacoes
complexas de moléculas de matriz extracelular, mediadores solUveis, varias células
residentes e leucdcitos infiltrados. O alvo imediato no reparo é alcancar a integridade
e homeostase do tecido (SINGER et al., 1999). Para atingir o objetivo, o processo de
cicatrizacdo envolve trés fases: inflamacédo, formacédo tecidual e remodelacéo
tecidual, mas ha mais do que somente esses estagios. Ha o envolvimento de
reacdes e interagdes entre células e mediadores; fatores intrinsecos e extrinsecos
que também afetam a cicatrizacdo (CORNELISSEN et al., 1999; BROUGHTON Il et
al.,2006).

A fase inflamatéria compreende o periodo imediato apds a ferida até o 4° ou
6° dia e o colageno exposto pela formacao da ferida ativa a cascata de coagulacao,
iniciando a fase inflamatoria. Ap6s a ferida, ocorre a liberacdo de vasoconstritores
como o tromboxano A2 e prostaglandina 2-a pelas membranas celulares. O coagulo
formado € composto por colageno, plaquetas, trombina, citocinas e fatores de
crescimento. Neutréfilos e mondcitos também estdo presentes atravessando o vaso
dilatado até o local da ferida. Mondcitos também serdo atraidos para a area da ferida
transformando-se em macréfagos por volta de 48/96 horas. A ativacdo dos
macréfagos é importante para a transicao para a fase proliferativa. Macréfagos
ativados irdo mediar angiogénese, fibroplasia e sintese de NO. Varias enzimas e
citocinas sao liberadas pelos macréfagos como colagenases, ILs e TNF, os quais
estimulam os fibroblastos a produzirem colageno. Outras células presentes sdo os
leucocitos (BROUGHTON I et al.,2006; EMING et al., 2007).

Os fibroblastos palatais apresentam diferentes fenétipos em diferentes fases
do processo de cicatrizacdo. As diferencas parecem coincidir com mudancas na
funcdo de fibroblastos e miofibroblastos. Os miofibroblastos sdo uma espécie
especializada de fibroblastos envolvidos na contracao da ferida. Eles expressam a
proteina actina alfa de musculo liso (a-SM actina) (VAN BEURDEN et al., 2005). Os

miofibroblastos causam a contragdo da matriz extracelular (CLARK, 1996) e estao
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envolvidos na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais,
vasculares e neurogénicas (SAUNDERS et al., 1992).

A fase proliferativa pode ir do 4° até o 14°dia e tem como principais passos a
epitelizagdao, angiogénese e formacao de tecido de granulacdo. Macrofagos e
fibroblastos que atuam na deposi¢ao de colageno iniciam o recobrimento da area da
lesédo e restauram sua integridade (CORNELISSEN et al., 1999; BROUGHTON II et
al.,2006). Sintese, remodelacao e deposicdao de moléculas da matriz extracelular sédo
essenciais para iniciar o reparo € a progressdo do estado cicatricial. Respostas
celulares a lesdo envolvem interagdes células-células e células-matriz, bem como
contatos entre diferentes populacdes de células por mediadores (EMING et al.,
2007).

A lesédo tecidual causa imediatamente uma inflamacdo aguda onde sao
encontrados mediadores inflamat6rios como fatores de crescimento e citocinas
necessarios para o reparo (LEIBOVICH et al., 1972). A cronologia dos eventos que
caracterizam a cicatrizacao € essencial para um reparo 6timo (EMING et al., 2007).

Imediatamente apds a lesdo, constituintes do sangue extravasam. Plaquetas
e leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos, PMNs) se unem e formam o coagulo
liberando uma série de fatores que amplificam a resposta de agregacao e iniciam a
cascata de agregacdo e que agem como quimoatrativos para células envolvidas na
fase inflamatéria (SZPADERSKA et al., 2003). Dentro de poucas horas apés a leséo,
os neutrdéfilos transmigram através das células endoteliais e capilares sanguineos,
0s quais foram ativados por citocinas pré-inflamatérias IL-1B, TNF-a e IFN-y ao local
da lesdo levando a expressado de varias moléculas de adesdo que sdo essenciais
para a adesao e diapedese dos leucécitos, como P e E—selectinas, bem como ICAM-
1 e 2 (KULIDJIAN et al., 1999). Quimocinas e seus receptores sao cruciais no
recrutamento de mediadores de neutrofilos durante o reparo. Produtos bacterianos
como lipopolissacarideos infectando a lesdo podem acelerar a direcdo dos
neutréfilos. Os neutréfilos recrutados comegam o debridamento do tecido
desvitalizado e fagocitose de agentes infecciosos. Os neutréfilos liberam uma grande
quantidade de substancias antimicrobianas como espécies reativas de oxigénio
(ROS), peptideos catidnicos, eicosandides e proteases como elastases e
proteinases (WEISS, 1989). Apesar de seu papel relevante na defesa do organismo
essas células podem ser benéficas ou nao no processo de cicatrizacao. Ainda nao
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estd muito claro se a diminuicdo de neutréfilos no local da lesdo acelera a
reepitelizacdo ou a presenca de outras células inflamatérias, como macréfagos, sao
responsaveis pela aceleracdo do processo de reepitelizacdo (EMING et al., 2007).

Ao menos que o recrutamento de neutréfilos continue na lesado, a infiltracao
cessa em poucos dias, os remanescentes sao fagocitados por macrofagos que se
instalam no local da lesdo dentro de 2 dias. Apesar dos macréfagos residentes, a
maior parte deles, no local, sdo recrutados do sangue. A infiltracdo de macréfagos é
regulada por fatores de quimioatracédo, fatores de crescimento e citocinas pro-
inflamatérias (FRANK et al., 2000). As maiores fontes destes quimioatrativos séo
plaquetas, queratindcitos hiperproliferativos, fibroblastos e leucocitos. Como os
macrofagos extravasam do sangue eles se tornam ativos e maduros nos tecidos
(GORDON, 2003). Apesar de sua funcao imunolégica de célula apresentadora de
antigeno e fagdcito, durante a cicatrizacdo, macrofagos tém papel relevante no
processo de cicatrizagdo através da sintese de numerosos fatores de crescimento
como fator de crescimento de transformacdo (TGF-B e TGF-a), fatores de
crescimento basico de fibroblastos, fator de crescimento derivado de plaguetas, fator
de crescimento endotelial vascular, os quais promovem proliferacdo célula e sintese
de matriz extracelular. O sucesso do reparo da leséo tecidual esta na resolucéo da
resposta inflamatéria (EMING et al., 2007).

Epitelizacao, angiogénese, formacao de tecido de granulacao e deposicao de
colageno sao etapas muito importantes na cicatrizacdo. Epitelizacdo ocorre logo na
cicatrizacdo. A angiogénese estimulada por TNF-a é marcada por migracao celular e
por formacédo de capilares, essa formacao é critica para a cicatrizacdo. A fase de
granulacao e deposicao de tecido requerem nutrientes fornecidos pelos capilares. A
epitelizacdo comega apds a lesdo e é primeiramente estimulada por citocinas
inflamatérias como IL-1 e TNF-a estimulando também fatores de crescimento de
queratindcitos (XIA et al., 1999).

A parte final da fase proliferativa é formacdo do tecido de granulagao.
Fibroblastos migram da regido da borda da leséo, tornando-se ativados, proliferando
e sintetizando colageno. Fatores derivados de plaquetas e de crescimento epidermal
sdo os principais sinalizadores dos fibroblastos e sdo derivados de plaquetas e
macréfagos. Os fibroblastos estimulados por TGF-B1 secretados por macréfagos se
transformam em miofibroblastos (EMING et al., 2007).
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Clinicamente a terceira fase, a fase de maturacdo e remodelacdo pode ser
considerada a mais importante. A principal caracteristica dessa fase é a deposicao
de colageno de uma forma organizada. Essa fase pode durar de 8 dias até 1 ano. Se
pacientes apresentarem problemas na deposicdo de matriz a cicatrizacdo pode ficar
comprometida (CORNELISSEN et al., 1999; BROUGHTON Il et al., 2006).

1.18. O Uso de Plantas no Desenvolvimento de Medicamentos

Necessidade de inovacédo e tratamento para doencas que continuam sem
tratamentos adequados, entre outros fatores como vantagens competitivas, tém
levado as industrias farmacéuticas a investirem recursos no desenvolvimento de
novos medicamentos. E grande o interesse das indUstrias no uso de substancias
naturais como fontes de novos medicamentos (CALIXTO, 2000).

Devido aos elevados custos e tempo de pesquisa para o desenvolvimento de
um novo medicamento o preco final acaba sendo elevado ao consumidor. De acordo
com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 35 a 80% da
populacdo mundial ndo tém acesso ao atendimento primario de saude e recorre
especialmente as plantas medicinais. A propria OMS reconhece e estimula o uso de
plantas medicinais pela populacdo em paises pobres, mas com cuidados especiais
no seu uso. A utilizagdo das plantas como fonte de medicamentos nas sociedades
pré-industrializadas e agrarias era um fato comum (CALIXTO, 2000; STROHL,
2000).

Os compostos produzidos pelas plantas a partir de moléculas essenciais a
sua vida, como carboidratos, proteinas e lipideos sdo chamados de metabdlitos
secundarios. Os metabdlitos secundarios eram considerados produtos de excrecao
do vegetal sem possuir funcdo definida, sendo negligenciado seu estudo cientifico
por muito tempo. Atualmente, suas funcbes ja foram reconhecidas, por exemplo:
defesa contra herbivoros e microrganismos, protecao contra raios ultra-violeta (UV) e
atracdo de polinizadores. Essas substancias sao divididas em grupos de acordo com
suas estruturas e/ou origem biogénica (PHILLIPSON, 1999; STROHL, 2000).

Embora as plantas medicinais sejam utilizadas freqientemente para
tratamento e estratégia para o desenvolvimento de novos medicamentos (MANTLE
et al., 2001), este recurso é ainda pouco explorado: a atividade biolégica foi avaliada
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somente em 6% das 250.000 espécies de plantas identificadas no mundo (RATES,
2001; VERPOORTE et al., 2002).

1.18.1. M. sylvestris Linn

Nome cientifico M. sylvestris L. (Fig. 3), familia botanica Malvaceae. E uma
Malvacea herbacea, anual, dispersa nos continentes europeu, africano e americano,
freqliente nos campos, caminhos e entulhos (SIMOES et al., 2004; COSTA, 2002).

E uma planta ereta, pubescente, com sua raiz principal perpendicular, grossa,
fusiforme, branca, carnuda, e de raizes secundarias finas; caule ereto ou
ascendente, ramoso, de 60 a 90 cm de altura. Folhas verdes, moles, macias ao tato,
pubescentes, com cinco a sete l6bulos pouco profundos. As flores sao pediceladas
com numerosos pélos patentes; corola de cinco pétalas livres, maiores que o calice,
chanfradas, coradas de rosa-violaceo, raiadas de vermelho e estames numerosos.
As folhas e flores sdo inodoras e possuem sabor mucilaginoso. No exame
microscopico verifica-se a existéncia de numerosas células de mucilagem em toda a
planta, abundantes no parénquima foliar e mais nas sépalas e pétalas. Utilizam-se
da M. sylvestris as raizes, folhas e flores. As folhas geralmente sdo colhidas no
periodo de floracéo e as raizes no outono (COSTA, 2002).

Os polissacarideos, em concentracdes de 5% a 10%, sdo semelhantes aos
encontrados para as demais plantas da familia Malvaceae. Para as flores é relatada
a presenca de flavonédides, antocianidinas e leucoantocianidinas. Nas folhas foram
detectados flavondides sulfatados. As mucilagens encontradas nas folhas (8,2%) e
nas flores (6,1%) contém &cido D-galacturénico, D-galactose, glucose, L-arabinose,
xilose e L-ramnose. As quantidades destes constituintes nas duas mucilagens séao
semelhantes. Na planta identificaram-se ainda malvona A (fitoalexina), taninos e
vitaminas A, B1, B2, B9 e C. A cor das flores resulta de um antocianésido, o
malvésido (FARINA et al, 1995; SIMOES et al, 2004; COSTA, 2002,
VESHKUROVA et al., 2006).

Existem ainda terpendides como sesquiterpenos, diterpenos, monoterpenos
na composicao quimica da M. sylvestris (CUTILLO et al., 2006).

Avaliagoes farmacolégicas realizadas especificamente com infusos de malva

sdo raras, baseando-se, principalmente na correlacdo dos constituintes presentes.
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Preparacg6es das folhas e flores dessecadas de malva, especialmente na forma de
infusos, sdo empregadas pelas propriedades emolientes, que se devem as
mucilagens, na redugéo e/ou alivio do estimulo do catarro nas vias respiratorias
superiores em estados inflamatérios das mucosas e faringea. O extrato
hidroalcodlico das flores e folhas de M. sylvestris tém sido amplamente utilizado no
alivio de tosses e doencas inflamatdérias da mucosa e abscessos dentarios. As folhas
possuem ainda propriedades ocitécicas e ligeiramente hiperglicemiantes. As raizes,
menos mucilaginosas, sao utilizadas com pouca frequéncia (FARINA, 1995;
SIMOES et al., 2004; COSTA, 2002; GUARRERA, 2005).

Fig. 3. Malva sylvestris Linn
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a dificuldade de se tratar condi¢cdes inflamatérias como doencas
periodontais e cicatrizacdo de algumas lesdes na regidao bucal, a utilizagdo de
agentes coadjuvantes, com atividades antiinflamatéria e cicatrizante, no tratamento
dessas alteragcbes, torna-se de grande interesse. O uso de fitoterapicos pela
populacdo aumenta a cada dia, ressaltando mais a importancia da avaliacao das
propriedades antiinflamatorias e cicatrizantes da M. sylvestris.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto tem como objetivo principal avaliar, de forma pré-clinica, o potencial
antiinflamatério e cicatrizante da M. sylvestris L. em alteracdes bucais, utilizando
protocolos experimentais de doencga periodontal e cicatrizacdo de lesédo palatina em

ratos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e avaliar o potencial antiinflamatério do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris na
doencga periodontal induzida por ligadura, em ratos, através da analise da
atividade das enzimas Mieloperoxidase (MPQO), N-acetil-B-D-glucosaminase
(NAG), analise morfométrica e radiografica da reabsorgao 6ssea;

e verificar o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris em cultura de
fibroblastos de gengiva de ratos na liberacdo de 6xido nitrico (NO) induzido
por LPS;

e verificar a agéo cicatrizante do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris através

de leséo palatina em ratos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Material Vegetal

O material vegetal foi fornecido por Quimer Ervas Medicinais — Sao Paulo;
O extrato hidroalcodlico foi preparado pelo professor Moacir Pizzolatti do
departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, a partir das
folhas secas da M. sylvestris.

As folhas de M. sylvestris (3 kg) foram submetidas a extracdo por maceragao
exaustiva com EtOH/ H.O ( EtOH 96%), a temperatura ambiente, durante uma
semana. O extrato obtido foi filtrado e concentrado em rotavapor sob presséo
reduzida, a 50 °C, até 1/3 de seu volume inicial. O extrato hidroalc6olico foi mantido
em repouso por alguns dias a 4 °C. Logo apds, notou-se o aparecimento de um
residuo sélido, diante este fato, foi realizada uma filtracao para separar este residuo
sblido do restante do extrato, conforme mostrado na figura 4. O protocolo de
extracao foi adaptado de RYOKO et al., 1990; POURRAT et al., 1990; BILLETER et
al., 1991; CUTILLO et al., 2006.
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Folhas secas de M. sylvestris
(3 kg)

Maceracao com
EtOH/ H20
1
Extrato
hidroalcoolico

[ Filtracéo ]_l
|

Extrato Residuo Extrato Porcéao
Sélido Solavel
(43 9) (157,60 g)

Fig. 4. Esquema da obtencao do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris a partir das

folhas secas.
4.1.2. Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, fémeas e machos, pesando entre 180-300 g, provenientes do Biotério do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, mantidos em
condicdes controladas de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro
de 12 horas) com livre acesso a racao e agua antes dos experimentos. Os animais
foram transferidos do biotério para a sala de ambientacdo no minimo 2 dias antes
dos experimentos e agrupados em um numero maximo de 4 animais por caixa. Os
experimentos foram realizados preferencialmente no periodo da manha. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Parana com o protocolo
de numero 205 (ZIMMERMANN, 1983).
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4.2. METODOS

4.2.1. Inducao da Doenca Periodontal com Ligadura

Neste protocolo experimental utilizou-se a metodologia de BJORNSSON et al.
(2003) modificada (Prancha 1). A ligadura consiste em amarrar um fio de algodao ao
redor dos primeiros molares inferiores, direito e esquerdo, objetivando acumulo de
biofiilme dental. Os animais foram ambientados, pesados, anestesiados com
cetamina (0,1 ml/100 g) e xilazina (0,1 ml/100 g) e divididos em 6 grupos (N=6-8):
Ligadura+Gel (onde foi realizada a ligadura e os animais tratados com gel de
natrosol, o veiculo, na dose de 25 mg/dente), Ligadura+M. sylvestris (realizada
ligadura e tratado com 20% de extrato hidroalcodlico de M. sylvestris incorporado ao
gel de natrosol na dose de 25 mg/dente); Ligadura+Clorexidina (realizada ligadura e
tratado com clorexidina 2% na dose de 25 mg/dente); Ligadura+Iindometacina
(realizada ligadura e tratado 5 mg/kg de indometacina incorporada ao gel de natrosol
na dose de 25 mg/dente), Sham (falso operado e tratado com gel de natrosol na
dose de 25 mg/dente) e Naive (grupo sem procedimento).

Todos os animais dos grupos foram tratados tépica e diariamente (uma vez
ao dia) por 7, 15 e 30 dias, com excec¢ao do grupo Ligadura+Indometacina, que s6
foi tratado por 30 dias. O dia da colocacao da ligadura foi considerado o dia 0, o dia
seguinte 1, onde foi iniciado o tratamento. Os animais foram eutanasiados nos dias
8, 16 e 31. As hemi-mandibulas foram retiradas para o exame morfométrico,

radiografico e ensaios enzimaticos.
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Prancha 1. A - Suporte para os animais para realizar a ligadura. B — Apoio
para o dente. C — Inicio da passagem do fio no espago interproximal. D —
Passagem do fio. E — Ligadura realizada.
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4.2.2. Determinacao da Atividade da Enzima Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos polimorfonucleares foi determinada tanto nas gengivas de regides onde
foi feito ligadura, quanto no tecido da regido palatina submetido & lesdo. As biépsias
(partes de 5 mm de tecido da gengiva dos ratos e tecido do palato) foram
adicionados a 0,75 mL de solucao fosfato de sédio 80 mM e pH 5,4 contendo 0,5%
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) e homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionados 0,75 mL do tampao
anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubo e centrifugada
a 12000 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 30 uL do sobrenadante foram colocadas
em placas de 96 pocos e posteriormente adicionados 200 uL de uma mistura
contendo 100 uL de solucao fosfato de sédio 80 mM pH 5,4, 85 uL, PBS 0,22 M pH
5,4 e 15 uL de peréxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A reacao foi iniciada
pela adicao de 20 uL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma
solucdo aquosa de dimetilformamida a 8%. A placa foi incubada a 37°C por 3 min e
a reacao interrompida pela adicdo de 30 uL de acetato de sédio 1,46 M pH 3,0 em
cada poco. A atividade enziméatica foi determinada colorimetricamente usando leitor
de placas na absorbancia de 630 nm e expressa como mDO/bidpsia (BRADLEY et
al., 1982).

4.2.3. Determinacdo da Atividade da Enzima N-acetil-5-D- glucosaminidase
(NAG)

A atividade da enzima NAG, utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos mononucleares foi determinada tanto nas gengivas de regides onde foi
feito ligadura, quanto no tecido da regido palatina submetido a lesdo. As bidpsias
(partes de 5 mm de tecido da gengiva dos ratos e palato) foram adicionados a 0,75
mL de tampdo fosfato de so6dio 80 mM e pH 54 contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionados 0,75 mL do tampao

anteriormente descrito. As amostras (1,5 mL) foram adicionadas em microtubos e
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centrifugadas a 12000 x g a 4°C por 15 min. Triplicatas de 25 uL do sobrenadante
foram colocadas em placas de 96 pocos e posteriormente adicionados 100 uL de
tampao citrato 50 mM (pH 4,5). A reacao foi iniciada pela adicdo de 25 uL de p-
nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24 mM) e 100 puL de tampéo citrato. A
seqguir a placa foi incubada a 37°C por 1 h e a reacao interrompida pela adicdo de
100 uL de tampao de glicina em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente usando um leitor de placas, em absorbancia de 405 nm e
expressa como mDO/biépsia (SANCHEZ E MORENO, 1999).

4.2.4. Verificacdo da Perda Ossea Periodontal — Exame Morfométrico

Apbs a retirada do tecido gengival da regiao das hemi-mandibulas, para
analise enzimatica, a parte déssea subjacente foi submetida a procedimento de
fervura em agua por 5 minutos, com posterior imersdo das amostras em perdxido de
hidrogénio (H2O2) 10V ou 3% por 48 horas. Depois das amostras estarem bem
secas elas foram coradas por 1 minuto com azul de metileno (1g/100 mL), para
delinear a linha da juncdo esmalte-cemento. O método utilizado para quantificar a
perda éssea periodontal foi adaptado de BJORNSSON et al. (2003). As amostras
foram fotografadas em Céamera Digital Sony Cybershot DSC 707, 5.0, Sony Brasil
Ltda, salvas em um computador e as medidas da area (em mm?) localizada entre a
juncdo esmalte-cemento e a borda de osso alveolar remanescente, na regido lingual,
foram feitas pelo programa Digital Image Tool 3.0. As analises foram realizadas em

todos os grupos de animais tratados.

4.2.5. Andlise do Percentual de Suporte Osseo Periodontal — Exame
Radiografico

As mandibulas foram radiografadas no Laboratério de Radiologia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa utilizando o aparelho de raios X GENDEX
765 DC (Gendex Dental X-Ray Division. Dentsplay International Inc., Des Plaines, IL
— USA) com fatores enrgéticos de 65 kVp e 7 mA. As amostras foram posicionadas
sobre a face ativa do sensor digital de maneira que as faces proximais ficassem
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paralelas ao feixe central de radiacdo e perpendicular ao sensor. O tempo de
exposicao foi de 0,32 s, com distancia do cone de radiacdo em relacao a amostra de
38 cm.

As imagens radiogréaficas foram armazenadas e identificadas e a mensuragao
do remanescente ésseo foi realizada, com o software Image Pro-Plus, nas raizes
mesial e distal do primeiro molar inferior, de acordo com o método de Souza et al.,
2005 adaptado.

Nas radiografias digitais, foram considerados trés pontos: apice da raiz
distal/mesial (A), ponta de cuspide mesial/distal (B) e crista éssea na distal/mesial do
dente (C). Foram mensuradas as distancias lineares entre os pontos AC e AB, para
que fosse calculado o percentual de suporte ésseo periodontal (PSO) junto a raiz,
por meio da féormula matematica: PSO(%)= [AC-cos(CAB)x100]/AB, como pode ser

observado na figura 5.

PSO (%) = [AC-cos(CAB) x 100]
AB

Fig 5. Demonstragédo da forma como foi calculado o percentual de suporte 6sseo

(PSO) junto a raiz e a férmula matematica para o célculo.
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4.2.6. Cultura de Fibroblastos Gengivais e Quantificacao de NO

Biopsias de gengiva dos ratos foram retiradas e lavadas em capela de fluxo
laminar seguindo a seqléncia: solugao de PBS; alcool 70° por 30 segundos; solucao
de PBS com antibiético (Penicilina G + Estreptomicina) a 1% por 2 min e solucao de
PBS novamente. Os fragmentos de tecido foram incubados em 4 mL de colagenase
1 mg/mL, durante aproximadamente duas horas. Apds esse tempo foi acrescentado
2 mL de meio de cultura completo (meio Dulbecco Mem (DMEM) - Cultilab) contendo
10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético, e o conteudo da placa foi centrifgado
durante 15 min a 1500 rpm. O pellet de células foi ressuspendido em meio completo
e entdo incubado a 37°C e CO, a 5% até subconfluéncia. Ap6s atingirem
subconfluéncia, a cultura foi repicada ressuspendendo as células com o uso de
tripsina e passadas para nova placa. As células foram utilizadas para testes
experimentais ap6s quatro passagens. O protocolo foi adaptado de KEILA et al.
(2004).

Os fibroblastos cultivados foram colocados na proporcéo de 2 x 10° células
por poco (placa de 24 pocos) e estimulados por 24 horas, com LPS, nas
concentragdées de 0,01, 0,1 e 1 ug/mL. A quantidade de NO gerado apo6s a
sensibilizacdo com LPS foi feita através da dosagem de NO e seus subprodutos,
nitrito (NO?) e nitrato (NO%).

Foram colocados 100 pL do sobrenadante de cada pog¢o misturados a 100 pL
de reagente de Griess (sulfanilamida 1% em acido fosférico 10%/ naftil-etilediamina
0,1% em agua Mili-Q) em outra placa antes da medicao a 570 nm. Curvas padrao de
nitrito e nitrato foram realizadas.

Apés a verificagdo de qual concentracdo de LPS promovia maior liberagao de
NO, novamente 2 x 10° células por pogo foram incubadas com LPS (1 pg/mL) junto
com a concentracao de 0,1 a 10 ug/mL do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris por
24 horas e analisado a quantidade de NO e seus substratos.

Nesse experimento também foi verificada a viabilidade celular pelo método do
MTT. O principio desse método consiste na absorcdo do sal brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio] MTT (Sigma®) pelas células sendo reduzido
no interior da mitocdndria a um produto chamado Formazan. Este produto é
armazenado dentro da célula e extraido através da adicdo de um solvente
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apropriado. Apos incubacao de 24 horas das células com os compostos, 0 meio de
cultura foi substituido por outro sem soro fetal bovino contendo o corante MTT (1
mg/mL). As células foram incubadas durante 3 a 4 horas (37°C), tempo necessario
para a reducdo do corante. Em seguida o meio foi retirado cuidadosamente sendo
adicionados 1 mL de etanol P.A. para solubilizagcdo do Formazan. As placas foram
agitadas durante 5 minutos e a absorbéancia correspondente foi mediada no leitor de
placas a 570 nm. A absorbancia das células nao tratadas foi considerada como
100% de viabilidade celular (SILVA et al., 2004).

4.2.7. Verificacdo da Acao Cicatrizante da M. sylvestris

Nos mesmos grupos utilizados para a inducdo da doenca periodontal
com ligadura, foram realizados procedimentos para verificar a agdo cicatrizante da
M. sylvestris em lesao palatina. Os grupos foram os seguintes (N=8): Lesao+Gel
(onde foi realizada a lesdo e os animais tratados com gel de natrosol, o veiculo, na
dose de 50 mg/lesdo), Lesdao+M. sylvestris (realizada lesao e tratado com 20% de
extrato hidroalcoodlico de M. sylvestris incorporado ao gel de natrosol na dose de 50
mg/leséo); Ligadura+Clorexidina (realizada ligadura e tratado com clorexidina 2% na
dose de 50 mg/dente); Sham (lesdo sem tratamento) e Naive (grupo sem
procedimento).

O experimento foi realizado, inicialmente, procedendo a marcacao da regiao
no palato dos animais com o Punch de 2 mm (Prancha 2). Apés a marcacéao foi
realizada a excisdo do tecido da regidao. O dia no qual foi realizada a lesao foi
considerado dia 0 e 0os animais comecaram e ser tratados no dia seguinte a excisao
o dia 1. Os animais foram tratados do dia 1 ao 7 e 1 ao 15 (Prancha 3),
eutanasiados no dia 8 e 16, para retirada das amostras da regido da maxila para
ensaios enzimaticos. As medidas do processo de cicatrizacdo foram feitas, em todos
0s animais de todos os grupos, com um compasso de duas pontas secas (Trident) e
as medidas transpostas para micrémetro digital (GREAT, MT — 04513), nos dias 2, 4,
6 e 8 (dia da retirada das amostras), para os tratados por 07 dias. As medidas dos
tratados por 15 dias foram feitas nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12.
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Prancha 2. A — Posi¢cdo dos animais para realizar o procedimento. B —
Palato. C — Marcagéo do local com Punch. D — Palato marcado. E — Aspecto
do local da excisdo. F — Exciséo.
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Prancha 3. A — Colocacao de 50 mg de gel de natrosol sobre o local da lesdo
palatina. B — Aspecto da lesao palatina apds colocacao do gel. C - Colocagao
de 50 mg da M. sylvestris+gel na lesdo palatina. D — Aspecto da M.

sylvestris+gel sobre a lesao palatina.

4.3. Analise Estatistica

Os dados registrados foram avaliados por analise de variancia entre os

grupos (ANOVA - one way) seguidos por teste de Bonferroni para comparacéo entre

os grupos. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

A prancha 4 mostra o acumulo de biofilme dental ao redor da ligadura nos
primeiros molares inferiores dos animais em 7 e 15 dias. O biofilme n&o foi analisado

qualitativamente ou quantitativamente.

Prancha 4. A — Presencga de biofiime dental sobre a ligadura, 07 dias. B —
Biofilme dental sobre a ligadura, 15 dias.
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5.1. Analise Enzimatica — MPO - na inducao da doenca periodontal

A figura 6 representa a avaliacdo da atividade da enzima MPO na doenca
periodontal induzida em 7 dias. Os grupos tratados com M. sylvestris e Clorexidina
nao apresentaram diferenca estatistica significante com o grupo onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura e s6 foi utilizado veiculo (gel). Os grupos Naive e
Sham apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05). Os resultados
sugerem que em 7 dias ndo houve tempo suficiente para os tratamentos produzirem
efeito, possivelmete pelo trauma causado no local durante o procedimento.

A figura 7 mostra a avaliacdo da atividade da enzima MPO na doenca
periodontal induzida por ligadura em 15 dias. Nenhum dos grupos, inclusive os
tratados com M. sylvestris e Clorexidina, apresentaram diferenca estatistica com o
grupo Ligadura+Gel. Mostrando que em 15 dias houve um incicio do estado cronico,
sendo os polimorfonucleares substituidos por outras células, presentes em maior
quantidade.

A figura 8 mostra a avaliacdo da atividade da enzima MPO na doenca
periodontal induzida por ligadura em 30 dias. Com o estado crénico estabelecido o
grupo Ligadura+M. sylvestris, Ligadura+Clorexidina e Ligadura+Iindometacina
apresentaram diferenca estatistica significante com o grupo Ligadura+Gel na
reducao da atividade da enzima MPO (p<0,01).
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Fig 6. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na atividade da enzima mieloperoxidase (indicativo da presenca de
polimorfonucleares), em tecido onde foi induzida a doenca periodontal com
ligadura, andlise feita apds 07 dias de inducao e tratamento. *p<0,05 considerado
significante em relacéo ao grupo Ligadura+Gel. Os dados representam a média +
EPM.
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Fig 7. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na atividade da enzima mieloperoxidase (indicativo da presenca de
polimorfonucleares), em tecido onde foi induzida a doenca periodontal com
ligadura, andlise feita apds 15 dias de inducdo e tratamento. Os dados
representam a média + EPM.
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Fig 8 Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)

na atividade da enzima mieloperoxidase

(indicativo da presenca de

polimorfonucleares), em tecido onde foi induzida a doenga periodontal com
ligadura, analise feita ap6s 30 dias de indugédo e tratamento. *p<0,05, **p<0,01

considerados significantes em

representam a média = EPM.

relagdo ao grupo Ligadura+Gel. Os dados
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5.2. Analise Enzimatica — NAG - na inducao da doenca periodontal

A figura 9 representa a avaliagdo da atividade da NAG na doenca periodontal
induzida em 7 dias. Os grupos tratados com M. sylvestris e Clorexidina nao
apresentaram diferenca estatistica significante com o grupo onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura e sé foi utilizado veiculo (gel de natrosol). O grupo
Naive foi o Unico que apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,001) em
relacdo ao grupo Ligadura+Gel. Em estados agudos, ndo ha presenca significativa
de mononucleares, sugerindo a nao diferenca nos grupos tratados.

A figura 10 mostra a avaliacdo da atividade da NAG na doenca periodontal
induzida por ligadura em 15 dias. O grupo tratado com M. sylvestris apresentou
diferenca estatistica significante (p<0,01) comparada ao grupo Ligadura+Gel. O
grupo Ligadura+Clorexidina apresentou diferenca estatistica com o grupo
Ligadura+Gel (p<0,05). Os grupos Naive e Sham apresentaram diferenca estatistica
significante, (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente, em relacdo ao grupo
Ligadura+Gel. Mostrando o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris em
mononucleares no inicio do estado crénico.

A figura 11 mostra a avaliacdo da atividade da NAG na doenca periodontal
induzida por ligadura em 30 dias. Os grupos tratados com M. sylvestris, Clorexidina
e Indometacina apresentaram diferenca estatistica significante (p<0,05) comparado
ao grupo Ligadura+Gel. Os grupos Naive e Sham apresentaram diferenca estatistica
significante (p<0,01) em relagdo ao grupo Ligadura+Gel. Mostrando o efeito do
extrato hidroalcodlico da M. sylvestris na redugdo atividade da enzima NAG,

indicativa da presenga de mononucleares no estado cronico.
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Fig 9. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na NAG (indicativo da presenca de mononucleares), em tecido onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura, analise feita apdés 7 dias de inducédo e

tratamento. ***p<0,001 considerado significante em relacdo ao grupo

Ligadura+Gel. Os dados representam a média + EPM.
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Fig 10. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na NAG (N-acetil-B-D-glucosaminase) em tecido onde foi induzida a doenca
periodontal com ligadura, analise feita apdés 15 dias de indugdo e tratamento.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, considerados significantes em relacdo ao grupo
Ligadura+Gel. Os dados representam a média + EPM.
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Fig 11. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na atividade da enzima NAG (N-acetil-B-D-glucosaminase) em tecido onde foi
induzida a doenca periodontal com ligadura, andlise feita ap6s 30 dias de inducao
e tratamento. *p<0,05, **p<0,01 considerados significantes em relacdo ao grupo
Ligadura+Gel. Os dados representam a média + EPM.
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5.3. Anadlise Morfométrica

As pranchas 5, 6 e 7 mostram as fotos das mandibulas a partir das quais foi
feito o exame morfométrico, respectivamente em 7, 15 e 30 dias.

A figura 12 mostra a reprodutibilidade intra-examinador, através do grafico de
Bland-Altman, a partir de dados obtidos no exame morfométrico, em dois diferentes
momentos. A maioria das medidas esta dentro dos limites de concordancia.

A figura 13 representa reabsorcao 6ssea na doenca periodontal induzida em 7
dias. O grupo tratado com M. sylvestris nado apresentou diferenca estatistica
significante com o grupo Ligadura+Gel. O grupo tratado com Clorexidina nao
apresentou diferenca estatistica significante ao ser comparado com o grupo
Ligadura+Gel. Os grupos Naive e Sham apresentaram diferenga estatistica
significante (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente, em relacéo ao Liagadura+Gel.

A figura 14 mostra a reabsor¢do 6ssea na doenca periodontal induzida por
ligadura em 15 dias. Os grupos tratados com M. sylvestris e Clorexidina
apresentaram  diferenca  estatistica  significante, (p<0,01) e (p<0,001)
respectivamente, comparadas ao grupo Ligadura+Gel. Os grupos Naive e Sham
apresentaram diferenca estatistica significante (p<0,001) em relagcdo ao grupo
Ligadura+Gel.

Os resultados apresentados pela figura 15 mostram o efeito do extrato
hidroalcéolico da M. sylvestris na reabsorgcao éssea em doenca periodontal induzida
por ligadura, em 30 dias. Os resultados mostram que o grupo Ligadura+M. sylvestris
apresentou diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo Ligadura+Gel
(p<0,05), de forma a diminuir a reabsorgdo 6ssea. Os grupos Naive e Sham
apresentaram diferenca estatistica com o grupo Ligadura+Gel (p<0,001). Os grupos
Ligadura+Clorexidina e Ligadura+indometacina nao apresentaram diferenca
estatistica com o grupo Ligadura+Gel.

Mostrando o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris na inibicado da

reabsorcao 6ssea horizontal a partir de 15 dias do inicio do tratamento.

71



Prancha 5. Analise da perda 6ssea periodontal dos animais submetidos a ligadura,
tratados por 07 dias e o grupo basal. A — Area da regido lingual dos animais do grupo
Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. C — Ligadura+Clorexidina. D — Sham. E —
Naive.
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Prancha 6. Analise da perda éssea periodontal dos animais submetidos a ligadura,
tratados por 15 dias e o grupo basal. A — Area da regido lingual dos animais do grupo
Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. C — Ligadura+Clorexidina. D —Sham. E —
Naive.
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Prancha 7. Andlise da perda éssea periodontal dos animais submetidos a ligadura,
tratados por 30 dias e o grupo basal. A — Area da regido lingual dos animais do grupo
Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. ~C — Ligadura+Clorexidina. D -
Ligadura+Indometacina. E — Sham. F — Naive.
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Fig 12. Reprodutibilidade intra-examinador. Grafico de Bland-Altman dos dados
obtidos com medidas da area de reabsorcdo 6ssea (mm?), realizada pelo exame
morfométrico, em dois diferentes momentos. Maioria das medidas dentro dos limite
de concordancia.
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Fig 13. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg)
na reabsorcado éssea periodontal em tecido onde foi induzida a doenga periodontal
com ligadura, andlise feita ap6s 07 dias de inducdo e tratamento. **p<0,01,
***n<0,001 representam significAncia em relacao ao grupo Ligadura+Gel. Os dados
representam a média £ EPM.
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Fig 14. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg) na
reabsorcdo 6ssea periodontal, em tecido onde foi induzida a doenga periodontal com
ligadura, analise feita apdés 15 dias de inducao e tratamento. **p<0,01, ***p<0,001
representam significancia em relacao ao grupo Ligadura+Gel. Os dados representam
a média + EPM.
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Fig 15. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg) na
reabsorcao 6ssea periodontal em tecido onde foi induzida a doenga periodontal com
ligadura, andlise feita apds 30 dias de indugédo e tratamento. *p<0,05, ***p<0,001
representam significancia em relacdo ao grupo Ligadura+Gel. Os dados representam
a média = EPM.
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5.4. Anélise do Percentual de Suporte Osseo (PSO)

As pranchas 8, 9 e 10 mostram as radiografias das mandibulas com a
reabsorcao éssea interproximal, a partir das quais foi feita a analise do percentual de
suporte 6sseo remanescente, respectivamente dos animais tratados por 7, 15 e 30
dias.

A figura 16 mostra a reprodutibilidade intra-examinador, através do grafico de
Bland-Altman, de dados obtidos na analise radiografica do percentual de suporte
06sseo em dois diferentes momentos, da mesma amostra (intervalo de 48 horas entre
as medidas). A maioria das medidas esta dentro dos limites de concordancia.

A figura 17 representa o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 25 mg) no percentual de suporte 6sseo em amostra onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura, andlise feita apds 7 dias de inducao e tratamento. .

A figura 18 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 25 mg) no percentual de suporte 6sseo em amostra onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura, analise feita ap6s 15 dias de inducao e tratamento.
Houve diferenca estatistica entre os grupos Naive e Sham (p<0,001 e p<0,05
respectivamente) e o grupo Ligadura+Gel. Entre os demais grupos e o grupo
Ligadura+Gel nao houve diferenca estatistica, apesar de o grupo Ligadura+M.
sylvestris apresentar percentual de suporte ésseo alto, o resultado nao foi
significante.

A figura 19 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 25 mg) no percentual de suporte ésseo em amostra onde foi induzida a
doenca periodontal com ligadura, analise feita apds 30 dias de inducao e tratamento.
Verificamos que houve diferenca estatistica entre o grupo Ligadura+Gel e os grupos
Ligadura+M. sylvestris (p<0,001), Ligadura+Clorexidina (p<0,05),
Ligadura+Indometacina (p<0,01), Naive e Sham (p<0,001).
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Pranchab
-
-

Prancha 8. - Radiografias a partir de onde foram feitas as andlises do
remanescente 6sseo periodontal, de animais submetidos a ligadura e tratados por
07 dias. A — Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. C — Ligadura+Clorexidina. D

— Sham. E — Naivel.
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Prancha 9 - Radiografias a partir de onde foram realizadas analises do remanescente
0sseo periodontal, de animais submetidos a ligadura e tratados por 15 dias. A —
Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. C — Ligadura+Clorexidina. D — Sham. E —
Naive.
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Prancha 10 - Radiografias a partir de onde foram realizadas analises do

remanescente 6sseo periodontal, de animais submetidos a ligadura e tratados por
30 dias. A — Ligadura+Gel. B — Ligadura+M. sylvestris. C — Ligadura+Clorexidina. D

— Ligadura+Indometacina. E — Sham. F — Naive.
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Fig.16. Reprodutibilidade intra-examinador. Grafico de Bland-Altman dos dados
obtidos com medidas do percentual de suporte ésseo (PSO %) em dois diferentes
momentos. Maioria das medidas dentro dos limite de concordancia.
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Fig 17. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg) no
percentual de suporte 6sseo, em tecido onde foi induzida a doenga periodontal com
ligadura, analise feita ap6s 07 dias de inducao e tratamento. Os dados representam a

média + EPM.
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Fig 18. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg) no
percentual de suporte 6sseo, em tecido onde foi induzida a doenca periodontal com
ligadura, andlise feita apdés 15 dias de inducédo e tratamento. *p<0,05 e ***p<0,001
considerados significantes em relacao ao grupo Ligadura+Gel. Os dados representam
a média £ EPM.
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Fig 19. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 25 mg) no
percentual de suporte 6sseo, em tecido onde foi induzida a doenga periodontal com
ligadura, analise feita apés 30 dias de inducdao e tratamento. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 considerados significantes em relacdo ao grupo Ligadura+Gel. Os dados
representam a média = EPM.
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5.5. Quantificacao in vitro de NO

A figura 20 mostra o efeito da incubacdo, por 24 horas, de fibroblastos
gengivais com LPS. O LPS estimula a liberagao do nitrito das células, substrato do
NO, sendo maior liberacdo encontrada com a concentracéo de 1 ug/mL. A liberacao
foi significante (p<0,01) em comparagcdao ao grupo controle, que nao recebeu
estimulo.

Na figura 21 estdo representados o efeito do extrato hidroalcodlico da M.
sylvestris nas concentragdes de 0,1, 1,0 e 10 ug/mL na liberacdgo de NO em
fibroblastos gengivais, analise feita apds 24 horas de incubacdo do extrato com o
LPS na concentracdo de 1 ug/mL (concentragdo que apresentou maior liberagao de
NO). Houve diferenca estatistica significante nas concentragées do extrato de 1,0 e
10 pg/mL (p<0,01) em relagdo ao grupo controle, onde nao foi colocado o LPS e
nem extrato. Isso mostra que em concentragao igual ou superior a 1 ug/mL o extrato
hidroalcodlico da M. sylvestris inibe a liberacdo de NO por fibroblastos estimulados
por LPS.

A figura 22 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris nas
concentracdes de 0,1, 1,0 e 10 pg/mL na viabilidade celular de fibroblastos
gengivais, andlise feita ap6s 24 horas de incubagédo do extrato com o do LPS na
concentragdo de 1 pg/mL, através do MTT. Nem o extrato ou o LPS alterou a
viabilidade celular em 24 horas.
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Fig 20. Efeito do LPS em diferentes concentragdes, 0,01, 0,1 e 1 ug/mL na liberacao
de nitrito em fibroblastos gengivais, analise feita apdés 24 horas de incubacao,

**p<0,01, ***p<0,001 considerados significantes em relacdo ao grupo branco, onde
nao foi colocado o LPS. Os dados representam a média £ EPM.
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Fig 21. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris nas concentracdes de 0,1,
1,0 e 10 pg/mL na liberacdo de NO em fibroblastos gengivais, analise feita ap6s 24
horas de incubacdo do extrato e do LPS na concentracdo de 1. ug/mL. **p<0,01

considerado significante em relagdo ao grupo branco, onde nao foi colocado o LPS.
Os dados representam a média = EPM.
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Fig 22. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris nas concentracdes de 0,1,
1,0 e 10 pg/mL na viabilidade celular de fibroblastos gengivais, analise feita ap6s 24
horas de incubacédo do extrato e do LPS na concentracdo de 1. pg/mL. Os dados
representam a média £ EPM.
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5.6. Cicatrizacao do Palato

5.7. Cicatrizacao em Relacao ao Tempo

A figura 23 representa o processo de cicatrizacao de regidao de palato em
relacdo ao tempo. O grupo tratado com M. sylvestris apresentou melhora na
cicatrizacdo, com diferenca estatistica significante em relacdo ao o grupo Lesao+Gel
em 48, 144 e 192 horas (p<0,001, p<0,05 e p<0,05 respectivamente) O grupo
tratado com Clorexidina ndao apresentou diferenca estatistica significante ao ser
comparado com Lesédo+Gel. O grupo Lesao apresentou retardo na cicatrizacdo, com
diferenca estatistica significante com o grupo Lesdo+Gel no tempo de 144 e 192

horas (p<0,05 e p<0,001, respectivamente).

86



—i— [ esao+gel
—O0— Lesao
—¥— Lesao+malva

1.54 —{1}- Lesao+clorexidina

1.04

Cicatrizagao (mm)

0.54

*

0.0 T T

T T T
0 48 9% 144 192 240 288

Tempo (h)

Fig. 23. Cicatrizagdo do palato apés inducao da lesdo. Os animais (n=8) foram divididos
nos seguintes grupos: Lesdo+Malva sylvestris, Lesdao+Gel, Lesédo e Lesdo+Clorexidina.
Os dados representam a média £+ EPM da cicatrizacdo da ferida (mm) por periodo de
tempo (h). O grupo tratado com Malva sylvestris apresentou em relagcdo ao grupo
Lesdo+Gel significancia estatistica de ***p<0,001 no segundo dia,. *p<0,05 no sexto e
oitavo dia. O grupo que sofreu lesdo e nao foi tratado apresentou significancia
estatistica de *p<0,05 no sexto dia e ***p<0,001 no décimo dia, em relagcdo ao grupo

Lesdo+Gel.
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5.8. Aspecto Clinico da Cicatrizacao

As pranchas 11 e 12 apresentam o aspecto clinico da regido de lesao de
palato dos grupos tratados em 7 e 15 dias

Prancha 11. Aspecto clinico do palato dos animais tratados por 7 dias. A —
Lesao+Gel. B — Lesao+M. sylvestris. C — Lesdo. D — Lesao+Clorexidina.

Prancha 12. Aspecto clinico do palato dos animais tratados por 15 dias. A —
Lesao+Gel. B — Lesao+M. sylvestris. C —Lesao. D — Lesao+Clorexidina.
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5.9. Analise Enzimatica — MPO - na cicatrizacdao

A figura 24 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 50 mg) na atividade da enzima MPO. Analise realizada apés 7 dias da
execucdo da lesdo e tratamento. O grupo Lesao+M. sylvestris e Qrupo
Lesao+Clorexidina apresentaram diminui¢do da atividade de MPO, com significancia
estatistica de p<0,05 em relacdo ao grupo Lesdo+Gel. O grupo Naive apresentou
diferenca estatistica significante em relacao ao grupo Lesdao+Gel de p<0,01. Nao
houve diferenca estatistica entre grupo Leséo e Lesao+Gel.

A figura 25 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 50 mg) na MPO, andlise realizada apds 15 dias da execugao da lesdo e
tratamento. Neste resultado houve uma diminuicao da atividade da MPO nos grupos
Lesdo+Gel e grupo Lesao+M. sylvestris mas nao de forma significante entre os
grupos. O grupo Lesdo+Clorexidina ndo apresentou diminuicdo na atividade da
enzima, tendo como significancia estatistica de p<0,001 em relacdo ao grupo
Lesao+Gel. O grupo Lesdo apresentou diferenga significante em relagdo ao grupo
Lesao+Gel de p<0,05.
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Fig 24. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 50 mg) na
atividade da enzima mieloperoxidase, andlise realizada ap6s 07 dias da lesdo e
tratamento. *p<0,05, **p<0,01 representam significAncia estatistica em relagdo ao
grupo Lesao+Gel. Os dados representam a média £ EPM.
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Fig 25. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 50 mg) na
atividade da enzima mieloperoxidase, andlise realizada ap6s 15 dias da lesdo e
tratamento. *p<0,05, ***p<0,001 representam significAncia estatistica em relagdo ao
grupo Lesao+Gel. Os dados representam a média £ EPM.
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5.10. Analise Enzimatica — NAG - na cicatrizacao

A figura 26 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 50 mg) na atividade da enzima NAG, realizada apds 7 dias da leséo e
tratamento.

A figura 27 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris (20%
extrato em 50 mg) na atividade da enzima NAG, andlise realizada ap6s 15 dias da

lesdo e tratamento.

© 60 .
) _ 1 Naive
(o}
:g = Leséo
8 40- T N | cs30+Gel
g XY Lesao+M. sylvestris
<Z: T M Lesao+Clorexidina
3 204 ——
©
je]
> ——
<

0

N L L+G L+M L+CX

20% Malva sylvestris
50 mg/leséao

Fig 26. Efeito do extrato hidroalcodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 50 mg)
na atividade da enzima NAG (N-acetil-B-D-glucosaminase), analise realizada apés
7 dias da lesao e tratamento. Os dados representam a média + EPM.
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Fig 27. Efeito do extrato hidroalcoodlico da Malva sylvestris (20% extrato em 50 mg)
na NAG (N-acetil-B-D-glucosaminase), andlise realizada apds 15 dias da leséao e
tratamento. p<0,05 considerado significativo em comparacao ao grupo Lesao+Gel.
Os dados representam a média + EPM.
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6. DISCUSSAO

Modelos animais sao importantes fontes de informagdes sobre
periodontopatias em resposta a bactérias (EKUNI et al., 2003). Sendo assim, o mais
importante no momento de escolha de modelos laboratoriais para estudar a doenca
periodontal, € a escolha de modelos que apresentem caracteristicas anatdbmicas
similares aos humanos e a doenca periodontal. A destruicdo inflamatéria do
periodonto pode ser experimentalmente induzida em muitas espécies de mamiferos
(WEINBERG et al., 1999).

Neste trabalho foi utilizado o protocolo de indugcao de doenga periodontal em
ratos, através de uma ligadura, o qual ja foi bem estabelecido em outros estudos
(NASSAR et al., 2000; HOLZHAUSEN et al., 2002). A ligadura foi utilizada como
irritante gengival, para que houvesse um acumulo de biofilme dental, tendo como
consequéncia o desenvolvimento da doenca periodontal. A preferéncia pela técnica
utilizada, preconizada por JOHNSON (1975) e SALLUM (1982) ocorreu pela maior
confiabilidade no método (NASSAR et al., 2003).

A partir de estudos, como os realizados por JOHNSON (1975) e KOIDE et al.
(1995), foi observada a presenca de infiltrado inflamatério, perda de insercéo e
destruicdo 6ssea alveolar em ratos com periodontite induzida por esse método e,
desta maneira, foi estabelecido que o processo inflamatério induzido pela ligadura
necessita da presenca de agentes microbianos locais (GALVAO et al., 2003). No
entanto, € sabido que nem todos os acumulos de biofilme dental levam ao
desenvolvimento da doenca periodontal. Existem outros fatores que predispdem, ou
nao, ao desenvolvimento da doenca, como diferencas genéticas inatas, tabaco,
horménios, diabetes, drogas, doencas sistémicas com manifestacbes bucais e
fatores ambientais (KINANE et al., 2007). Embora as bactérias sejam consideradas
como agentes primarios na etiologia (XIMENEZ-FYVIE et al., 2000), a patogénese
da doenca periodontal envolve a interacdo hospedeiro predisposto e bactéria,
seguida de uma reacdo inflamatéria local, havendo liberacdo de mediadores
inflamatérios como eicosandides e citocinas (PAGE et al., 2002).

A inflamacao apresenta uma série de respostas geradas pelo hospedeiro a
varios agentes agressores. Os efeitos iniciais da inflamacdo sdo derivados de
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reacdes vasculares no local afetado, levando a exsudacao de fluido e proteinas do
plasma e recrutamento de leucécitos para o local. A inflamacao serve como primeiro
passo na resposta imune, através da qual a infeccao € eliminada e a lesao reparada
(KUMAR et al., 2005). No caso de inflamacao crénica, a persisténcia da resposta
leva a destruicdo tecidual e pode resultar em alteracées patoldgicas irreversiveis
(SERHAN et al., 2001).

Varios mediadores quimicos tém papel no inicio do processo inflamatério.
Proteinas como as citocinas, lipidios com baixo peso molecular derivados do AA,
gases como NO e monédxido de carbono, espécies reativas de oxigénio e
nucleotideos sao reconhecidos como mediadores (SERHAN et al, 2001).
Metabdlitos do AA, principalmente prostaglandinas da série E (PGE>), parecem ser
mediadores criticos na progressao da doenca periodontal. Existem varias evidéncias
sugerindo a associagdo de niveis elevados de PGE; no fluido gengival com
manifestacao clinica de doenca periodontal e reabsorcao 6ssea (PAQUETTE et al.,
2000).

Outra metodologia, que pode ser realizada em animais e ter seus resultados
extrapolados ao seres humanos, € a utilizada para se obter maior conhecimento dos
efeitos de reparos cirdrgicos em labios, alvéolos e palato (LEENSTRA et al., 1998).
Esse modelo também foi de interesse ao nosso trabalho, pois o resultado normal
final de uma inflamagéo € a cura com ou sem cicatriz. A cicatrizagdo é um fenémeno
complexo que envolve varios estagios, incluindo inflamagao, proliferacdo e
remodelagdo tecidual. Ratos podem ser considerados modelos adequados para
estudar esse processo, principalmente se houver interesse no estudo da interacao
entre células, citocinas e matriz extracelular (CORNELISSEN et al., 1999). O
protocolo realizado neste trabalho para promover a lesdo e analisar a cicatrizacao
tecidual foi adaptado de CORNELISSEN (1999), ODA et al. (2004) e KOZLOWSKY
et al. (2007).

Ao considerarmos as alteragdes inflamatérias periodontais e demais lesdes
gue ocorrem no meio bucal, que também necessitam de cicatrizagdo, é de grande
importancia encontrar um tratamento com resultado satisfatério e pouco, ou nenhum,
efeito colateral. Alteracées que envolvem a mucosa mastigatoria e de revestimento
possuem, além da dor, que debilita o paciente, o desconforto na alimentacao,
fonacao e dificuldade para higiene adequada do meio bucal. Aliado as alteracdes
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bucais ha o fato de que, o0 meio bucal ndo pode ser isolado para que a resolucao das
alteracbes inflamatérias ocorra sem os traumas provocados por acbes diarias
(alimentacao, escovacao).

A partir do uso popular e empirico da M. sylvestris, no meio bucal, é que
objetivamos investigar de forma cientifica seu uso. A M. sylvestris &€ conhecida por
suas acbes antiinflamatérias, pela presenca de flavondides, grupo fendlico
importante e diversificado entre os produtos naturais que age, além de outras
atividades, como antiinflamatério e antioxidante (SIMOES et al., 2004; FARINA et al.,
1995; KIM et al, 2004). Nas folhas da M. sylvestris ha a presenca de
polissacarideos, antocianinas e terpenos o que contribui para a atividade
antiinflamatéria (BUFFON et al., 2001; CUTILLO et al., 2005). Ja a presenca de
tanino confere a esta planta a possibilidade de ser utilizada como agente
cicatrizante. Plantas que possuem tanino sao empregadas no tratamento de
hemorragias, feridas, queimaduras, Ulceras gastricas e processos inflamatérios em
geral (HASLAM, 1996).

Neste trabalho foi mostrado que a inducdo da doenca periodontal com a
ligadura apresentou, clinicamente, acumulo de biofiime dental na regido dos
molares, sendo esse acumulo ndo avaliado quantitativamente ou qualitativamente.

Tecidos epiteliais bucais saudaveis ao serem estimulados por bactérias
reagem a essa alteracdo mobilizando seus proprios mecanismos antimicrobianos e
permitindo que células do sistema imune inato e adaptativo tenham acesso aos
patégenos. Histologicamente, tecidos saudaveis possuem ndao somente células
epiteliais, mas também células dendriticas, leucocitos polimorfonucleares e outros
leucocitos como linfécitos e fagécitos mononucleares (SCHENKEIN, 20086).

Em modelos experimentais de inflamacdo, é bem documentado que os
polimorfonucleares precedem as células mononucleares no local afetado pelo
estimulo bacteriano (KANTARCI et al., 2005). Em locais de inflamacao crénica,
bactérias participam na atracdo de leucécitos para o tecido periodontal pela
expressao de peptideos quimioatrativos ou pelo estimulo da producdo de secrecao
de citocinas quimiotrativas, o que leva a um acumulo de leucécitos no tecido do
hospedeiro (SCHENKEIN, 2006). Autores como GUSTAFSSON et al, 2006,
relacionam a destruicdo tecidual e perda de tecidos de suporte na doenca
periodontal com a liberacdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio
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(ROS), por neutréfilos ativados. E mostram que a inflamacdo pode depender de
fatores constitucionais modulados por citocinas pré-inflamatérias como interleucina-
18 (IL-1B) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Leucécitos mononucleares como
mondcitos e linfécitos, sdo as maiores fontes dessas citocinas. Mondcitos,
estimulados por LPS bacteriano também liberam mediadores inflamatérios como
prostaglandina E,, tromboxano B e interleucinas -1,6 e 8. Ha niveis de mediadores
monociticos no fluido gengival agindo como marcadores da atividade da doenca
periodontal no local afetado (CHAMPAGNE et al,, 2003). Estudos em modelos
experimentais tém indicado que a inibicdo ou interrupcdo dessas vias resulta na
inibicado da destruicao tecidual periodontal mediada por bactérias (ASSUMA et al.,
1998; GRAVES et al., 1998; DELIMA et al., 2002).

Alguns autores, entre eles HOLZHAUSEN (2005), utilizaram a medi¢cdo da
atividade da MPO como parametro inflamatério da migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares nos tecidos periodontais. Neste trabalho, verificou-se que o pico
da atividade da MPO ocorreu em 7 dias apo6s a colocacao da ligadura. Esse fato
pode ser explicado devido aos neutrdéfilos constituirem as células representativas da
primeira linha de defesa do organismo frente a estimulos inflamatérios (KANTARCI
et al., 2005). Ap6s periodos iniciais de inflamacao e conseqgliente migragao de outras
células de defesa, como mondcitos e macréfagos, a quantidade de neutréfilos no
local afetado tende a diminuir (GOMES, 2006). Em 15 e 30 dias os niveis de MPO
foram menores que em 7 dias, resultado que vai de encontro com GOMES (2006).
Essa diminuicdo pode ser explicada pela crescente migracdo de monécitos e
macréfagos que acabam fagocitando neutréfilos, impedindo sua degranulacao
excessiva (SCHENENKEIN, 2006). O grupo tratado com M. sylvestris mostrou uma
redugao significante nos niveis de MPO nos 30 dias de tratamento, em comparagao
ao grupo onde foi realizado a ligadura e tratado somente com gel de natrosol. Fato
que pode ser explicado pela reducdo, prevista, dos niveis de neutrofilos e
consequente reducdo da enzima MPO ou, por uma possivel acdo do extrato
hidroalc6olico sobre a migracdo de polimorfonucleares, sendo necessario um
periodo maior de tratamento para que ocorra essa diminuicdode forma significativa.

Neste trabalho foi também verificado se a M. sylvestris possui acao sobre
mononucleares, da mesma forma com que foi investigado em relacdo aos

polimorfonucleares, utilizando a avaliacao da atividade da enzima NAG, a qual é um
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indicativo da presenca de monécitos/macréfagos (RAO et al.,, 1993). Os resultados
mostram que, tanto em 15 quanto em 30 dias, o grupo tratado com M. sylvestris
apresentou uma reducdo nos niveis de ati de forma significativa. Sugerindo que,
quando ha a presenca efetiva de mononucleares, o que nao ocorre em periodos
imediatos a lesdo, a planta incorporada ao gel de natrosol, reduz a infiliragcdo desses
agentes.

Os niveis de redugdo da MPO e NAG pelo extrato hidroalcéolico da M.
sylvestris, em 30 dias, foram comparaveis ao da clorexidina, conhecido agente
antimicrobiano, efetivo nos tratamentos de doencas periodontais. O mecanismo de
acao da clorexidina esta relacionado com a redugdo da formacdo da pelicula
adquirida, alteragdo da aderéncia bacteriana ao dente e alteragbes nas paredes
celulares das bactérias. Em 30 dias as reducbes enzimaticas foram também
comparaveis a indometacina, droga antiinflamatéria nao-esteroidal que reduz a
destruicao inflamatéria atuando sobre os metabdlitos do AA (CETIN et al., 2004;
AZOUBEL et al., 2007). Nesse mesmo periodo de tempo, os niveis de reducédo da
MPO e NAG pelo extrato hidroalcéolico da M. sylvestris, foram comparaveis aos
niveis basais como o grupo Naive e Sham, podendo-se sugerir que a M. sylvestris
possui acao antiinflamatéria quando aplicada topicamente por tempo superior a 15
dias, sendo ainda necessario esclarecer por qual mecanismo de acao isso acontece.

Outro fato, que deve ser levado em conta na hora da escolha do tratamento
da doenca periodontal e que, durante a evolucdo da doenca esta presente, é a
rebsorcdo ou desmineralizacao 6ssea. As prostaglandinas (PGs) estdo incluidas
como agentes de promocao de reabsorcdo Ossea, principalmente as da série E,
sendo esse efeito bloqueado pela indometacina, um antiinflamatério nao esteroidal
nao-seletivo. Quando estdo presentes alteragbes patolégicas a isoenzima da
ciclooxigenase (COX) COX 2 induz a sintese de grandes quantidades de
prostaglandinas, que estdo ligadas ao dano local (BEZERRA et al, 2002). A
ciclooxigenase (COX) é a primeira enzima envolvida no metabolismo do AA. Trés
isoformas sao conhecidas, a COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1, sob condicoes
fisioldgicas, é responséavel pela producdo de PGs constitutivas em varios tecidos,
PGs produzidas por COX-1 sdo tecido protetoras. Por outro lado, a expressao de
COX-2 ¢ induzida por citocinas e fatores de crescimento e, grande quantidade de
PGs sao produzidas por COX-2 em éareas de lesédo inflamadas (KUJIBU, et al.,
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1992). A producdo de PGs constitutiva, a qual depende da COX-1, pode ter um
importante papel na regulacdo de fungdes fisiologicas no epitélio juncional e 0sso
alveolar (MIYAUCHI, et al., 2004). Estudos tém demonstrado que PGE, pode mediar
a reabsorcao éssea patoldgica na periodontite e estd associada também com a
perda de insercao (MIYAUCHI et al,, 1992). Esses estudos demonstram que PGs
produzidas por COX-2 induzida estdo envolvidas na patogénese da periodontite
(LOHINALI et al., 2001). Neutréfilos e macréfagos presentes no tecido periodontal
inflamado sao conhecidos como responsaveis, em parte, pela liberacao local de
eicosanoides, principalmente de PGE: (Lindemann et al., 1988). A proteina COX-2 é
expressa em celulas mononucleares inflamatorias, células endoteliais, fibroblastos
gengivais, células epiteliais de gengiva humana inflamada, e sua expressdao € mais
significativa em tecidos com altos niveis de infiltrado inflamatério (MORTON et al.,
2001). PGE> é bem conhecida por mediar reabsorcdo déssea osteoclastica e
destruicdo de tecido conjuntivo via produgdo de colagenase (STERRETT, 1986),
havendo a relacao entre o aumento dos niveis de PGE> no fluido gengival e sua
associagcao com perda de insercao periodontal (PRESHAW et al., 2002).

Um dos métodos que foi utilizado, neste trabalho, para medir as perdas
O0sseas horizontais localizadas nas faces livres dos molares, a partir de imagens
obtidas de mandibulas descarnadas e coradas, foi o morfométrico (SOUZA et al.,
2005). Devido a questdes anatdmicas foram medidos valores somente da area da
regiao lingual. De acordo com avaliagdo dos nossos resultados, através do exame
morfométrico, a M. sylvestris apresentou uma diminuicdo na reabsorcao éssea
quando aplicada por um periodo minimo de 15 dias. Como n&o houve a
investigacdo, neste trabalho, sobre a acdo da planta em citocinas ou
prostaglandinas, pode-se sugerir que, como a M. sylvestris reduziu de forma
significativa a presenca de polimorfonucleares e mononucleares, no mesmo periodo
de tempo, ela também tenha agido de forma indireta sobre a produgdo de
prostaglandinas, entrando em concordancia com EL ATTAR et al.(1986) e GOMES,
(2006). Os autores relatam que, neutréfilos e macréfagos presentes no tecido
periodontal inflamado, sdo tidos como responsaveis, pelo menos em parte, pela
liberacao local de citocinas e prostaglandinas, principalmente PGE, e promovem a
liberacdo de osteoclastos, justificando a reabsorcdo 6ssea ocorrida e sua inibicao
nos grupos tratados com M. sylvestris.
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Experimento realizado com o extrato hidroalcéolico da M. sylvestris, aplicado
topicamente, na dose de 3 mg, utilizado como tratamento apés a inducao de edema
de orelha em camundongos pelo agente flogistico éster de forbol 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), mostrou uma inibicdo no edema de orelha pelo
extrato hidroalcodlico de 77+6% comparado com 89+2% da dexametasona,
antiinflamatério esteroidal e droga de referéncia. Utilizando esse mesmo agente
flogistico, houve uma reducao na atividade da MPO de 73+1% comparado a 74+1%
da dexametasona. Quando o agente flogistico foi o AA a inibicdo do edema foi de
80%3% no grupo tratado com o extrato hidroalc6olico da M. sylvestris comparado a
6216% do grupo tratado com indometacina (resultados ndo mostrados). Sugerindo
novamente, nesse outro protocolo de inducéo de inflamacao, que a M. sylvestris tem
acao antiinflamatéria topica, podendo ser comparada com antiinflamatérios com
mecanismo de agao conhecidos.

Estudos relatam que a indometacina reduz a reabsorcao 6ssea alveolar, fato
que sO observamos, neste trabalho, no tratamento por periodo de 30 dias,
possivelmente por uma dificuldade de absorcéo pela via tépica, ja que a maioria dos
trabalhos que utiliza o mesmo modelo de indugdo de doenca periodontal faz a
aplicacao de indometacina por via subcutanea ou oral. N6s optamos por usar a via
tépica para igualar a forma de tratamento que ja estava sendo realizada nos outros
grupos.

O desenvolvimento da periodontite experimental foi novamente confirmado
pela presenca de perda Ossea periodontal proximal, visto radiograficamente nos
grupos onde foi feita a ligadura, indo de encontro aos resultados encontrados por
NASSAR et al.(2003) e NASSAR et al. (2004). Apesar de que, um estudo feito com
ratos de 5 semanas de vida por KLAUSEN (1991) mostrou que, com a idade, os
molares desses animais sofrem uma erupcdo passiva e continua remodelacao
0ssea, apresentando um aumento fisiol6gico da distancia entre a juncdo esmalte-
cemento e a crista 6ssea alveolar. Esse fato pode justificar a presenca de perda
Ossea observada pelo exame morfométrico no grupo Naive em 30 dias. O método
radiografico possibilita quantificar as perdas O6sseas proximais, determinando o
percentual de suporte 6sseo remanescente a partir de defeitos intra-6sseos (SOUZA
et al.,2005). No presente estudo, através da andlise radiografica das mandibulas,

onde foi induzida a ligadura, foi verificado que em 7, 15 e 30 dias, o0 suporte ésseo
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periodontal foi reduzido no grupo Ligadura+Gel. Tendo o grupo tratado com M.
sylvestris apresentado maior remanescente 6sseo e diferenca estatistica significante
ao ser comparado ao grupo Ligadura+Gel. Sugerindo que a M. sylvestris pode inibir
a perda 6ssea proximal, da mesma forma que a de face livre, e isso pode ser
explicado pelo conjunto de resultados encontrados na inibigdo de leucédcitos
polimorfonucleares e mononucleares.

De acordo com resultados apresentados foi verificado que o extrato
hidroalcéolico da M. sylvestris, nas concentracdes de 1,0 e 10 ug/mL, inibiu in vitro a
liberacdo de NO, de forma indireta, através da inibicao de nitrito, por fibroblastos
estimulados com LPS bacteriano, isto sem alterar a viabilidade celular tanto pelo
LPS quanto pelo extrato, como demonstrado. O nitrato e nitrito, em solugdes
aquosas, podem ser utilizados como indices para a quantificacao de NO in vitro, pois
o NO tem uma vida curta (MONCADA e HIGGINS, 1993). Fibroblastos estimulados
por LPS ou por citocinas liberam NO (SUSILOWATI et al., 2002). O NO é um gas e
um radical livre que reage com muitas moléculas. Ele é sintetizado a partir da L-
arginina por uma familia de isoenzimas chamadas NO sintases. Duas dessas
enzimas sao expressas constitutivamente e a terceira é induzida por estimulo
imunoldgico. O NO liberado pela enzima NO sintase induzida (iNOS) é gerado por
longos periodos pelas células do sistema imune entre outras. (REHER et al., 2007).
A iNOs pode ser ativada por uma variedade de estimulos como oxidantes, LPS,
bactéria, virus e citocinas pro-inflamatérias. Radicais livres e produtos de reacdes
oxidativas produzem dano tecidual maior ainda em tecidos ja machucados (NOHL,
1994). Peroxido de hidrogénio (H20O2), oxigénio (O,) radicais superoxido (O.-) e
radicais hidroxila (OH) sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS),
as espécies mais reativas derivadas do metabolismo do oxigénio em meio aerdbio.
Células fagocitarias liberam grande quantidade de ROS (WANG et al., 2006). O NO
pode ser citotdxico de forma direta ou interagir com anions superdxido resultando na
formacao de peréxidonitrito (ONOO-), o qual é a forma mais reativa de espécies
reativas de nitrogénio (RNS). A produgdo em excesso de ROS, NO e RNS, podem
causar danos ao DNA, lipidios, proteinas e carboidratos, levando a alteracdes
celulares e aumentando estados inflamatérios. O stress oxidativo cldssico é descrito
como um desequilibrio entre a producdo e eliminacdo de ROS e RNS e esta
envolvido em diversas patologias (WANG et al., 2006). Neste estudo foi verificado
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que o extrato hidroalc6olico da M. sylvestris inibiu a liberacdo de NO em fibroblastos
de gengiva estimulados por LPS, sugerindo que essa também pode ser uma das
vias de acdo da planta, possivelmente pela presenca de antioxidantes em sua
constituicao.

Da mesma forma que ocorre a inflamacdo como resposta de defesa do
organismo a um estimulo, a cicatrizacdo € um processo necessario para a remogao
de patdégenos do tecido danificado e completa remodelacdo de uma ferida. Ela é
constituida por trés fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelacéao
(PANCHATCHARAM et al, 2006), envolvendo também fibroplasia,
neovascularizagao, contracao da ferida (SKALLI et al., 1988). Varios fatores afetam
ao processo de cicatrizagcdo como idade e doencas sistémicas. Na fase inflamatoria,
inicialmente, o colageno exposto pela ferida ativa a cascata de coagulacdo. O
coagulo presente é formado por colageno, plaquetas, trombina, fibronectina e esses
fatores liberam citocinas e fatores de crescimento (BROUGHTON Il et al., 2006). No
coagulo de fibrina ha a presenca de neutréfilos, que chegam ao local da ferida em
minutos, seguidos por mondcitos e linfécitos, fibroblastos e células endoteliais. Eles
produzem uma série de proteinases e espécies reativas de oxigénio como uma
defesa contra microrganismos. As citocinas e fatores de crescimento liberados por
essas células iniciam a fase proliferativa (WERNER et al., 2003). Na fase seguinte,
proliferativa, ocorre a epitelizacdo, angiogénese, estimulada por TNF-a, migracao
endotelial e formacédo de capilares (BROUGHTON II et al., 2006). A parte final da
fase proliferativa é a formacdo do tecido de granulacédo. Fibroblastos sintetizam
colageno. Fatores de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e fator de
crescimento endotelial (EGF) sao os principais sinalizadores para os fibroblastos, e
estes se transformam em miofibroblastos para promover a contracdo da ferida. Os
miofibroblastos expressam proteinas do citoesqueleto de muasculo liso (a-SMA), que
estdo envolvidas na producao de matriz extracelular (ECM) e contracado da ferida
(VAN BEURDEN et al., 2006). Em resposta ao PDGF, fibroblastos sintetizam uma
matriz celular composta por colageno tipo Ill, glicosaminoglicanas, fibronectina e
acido hialurénico. Simultaneamente ocorre a reepitelizagcdo pela proliferacdo e
migracdo de células epiteliais da borda da ferida para o centro. Na fase de

remodelacao a deposicao de colageno é organizada (CLARK, 1996).
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A cicatrizacado de feridas, no meio bucal e na pele, difere em varios aspectos
(VAN BEURDEN, 2005). Estudos relatam que a cicatrizacdo no meio bucal é mais
rapida e com cicatrizes menores (HAKKINEN et al., 2000). A causa disso ndo esta
completamente definida, mas a saliva, leucocitos, fatores de crescimento e
subpopulacao de fibroblastos podem estar envolvidos (LEPEKHIN et al., 2002). A
saliva presente no meio bucal promove um meio ambiente favoravel a cicatrizacao
(HAKKINEN et al., 2000). A presenga de fatores de crescimento na saliva como fator
de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento vascular (VEGF), fatores de
crescimento de fibroblastos podem aumentar o reparo da ferida (SKALERIC et al.,
1997; FUJISAWA et al., 2003). Macrofagos, neutrofilos, células T, fatores pro-
inflamatérios como IL-6 e TGF-B1, estdo presentes em menor quantidade na
cicatrizacdo da mucosa bucal do que na pele (HAKKINEN et al, 2000;
SZPADERSKA et al.,, 2003). A melhora na cicatrizacao, de acordo com o tempo,
mostrada pelo grupo tratado com M. sylvestris em relacdo demais grupos, pode ter
sido proporcionada pela formacao de uma barreira mecéanica sobre a lesao, evitando
contaminacao bacteriana. Também pode ser resultante da acdo antimicrobiana
mostrada pela M. sylvestris em bactérias presentes no meio bucal como mostrado
no trabalho de BUFFON et al (2001), pois bactérias prolongariam a fase inflamatéria
e interfeririam na epitelizacédo, contracao e deposicao de colageno (BROUGHTON Il
et al., 2006) e também, por acdo antiinflamatéria, ja que ela mostrou melhor
resultado no periodo inflamatério da cicatrizacdo.. A diminuicdo da MPO, de forma
significativa, pelo grupo tratado com a M. sylvestris em relagcdo ao grupo lesdo+gel,
em 7 dias, reafirma uma possivel acao antiinflamatéria da M. sylvestris, neste caso
contribuindo também para a cicatrizacdo. Se o estimulo de neutrdéfilos recrutados
para o local da lesdo persiste, os remanescentes sao fagocitados por macréfagos,
0s quais estao presentes no local ap6s dois dias da lesdo. Macréfagos tém um
importante papel na cicatrizagdo pela sintese de fatores de crescimento que irdo
promover a proliferacéo celular e a sintese de matriz (EMING et al., 2007). O grupo
tratado com M. sylvestris também mostrou uma diminui¢cdo no indicativo da presenga
de polimorfonucleares (NAG), mas nao de forma significativa, tanto em 7 quanto em
15 dias, em relacdo ao grupo lesdo+gel. Sugerindo que a acdo do extrato
hidroalcéolico da M. sylvestris, durante o processo de cicatrizagdo, foi mais intensa
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sobre polimorfonucleares, tendo acao antiinflamatéria, mas permitindo de forma
controlada a agao dos mononucleares.

Como citado anteriormente, produtos naturais contendo como principios
ativos terpenos, taninos, polissacarideos e flavonéides, podem promover o processo
de cicatrizacdo (SHARMA, 1990), e esses estao presentes na M. sylvestris. As
acoes antiinflamatérias e cicatrizantes do extrato hidroalcéolico da M. sylvestris
podem ser devido a presenca dos componentes fitoquimicos tanino, que é
considerado um bom inibidor enzimatico; a mucilagem, que funciona como
antiinflamatério, cicatrizante e protetor de mucosas; além de flavondides,
reconhecidos por possuir atividades antioxidantes, antialérgicas, antiinflamatérias,
hepatoprotetoras, antitrombética, antitumoral e antiviral e, 6leos essenciais que
atuam como analgésicos, cicatrizantes e antiinflamatérios (SANTOS et al.,, 1988;
NIJEVELDT et al., 2001). Polissacarideos, antocianinas e terpenos, presentes nas
folhas da planta, também contribuem para a atividade antiinflamatéria (CUTILLO et
al., 2005). Plantas que possuem tanino sdo empregadas no tratamento de
hemorragias, feridas, queimaduras, Ulceras gastricas e processos inflamatérios em
geral (HASLAM, 1996). De acordo com SHALE et al. (2005) extratos hexanicos,
metandlicos e aquosos, da espécie Malva parviflora, pertencente a familia das
Malvaceae, apresentam em diferentes proporcoes, efeitos antiinflamatoérios e
antimicrobianos, estes em bactérias Gram negativas e positivas e que a atividade
antiinflamatéria da Malva parviflora é devida ao sinergismo de seus compostos. Por
seus resultados, o gel de natrosol incorporado com 20% de M. sylvestris, pode ter
uma atuacdo semelhante ao gel proveniente da associacdo da Myracrondruon
urundeva (aroeira do sertdo) e Lippia sidoides (alecrim pimenta), as quais reduzem
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-13 em tecido gengival de animais,
semelhangca que pode ser sugerida pela presenca de taninos nas plantas
(BOTELHO et al., 2007)

Acdes concomitantes como antiinflamatéria e cicatrizante, semelhantes as da
M. sylvestris, sao encontradas em diversas outras plantas como, por exemplo, a
Curcuma zedoarea, Plantago major e Calendula officinalis (BUFFON et al.,2001),
aliando assim, os dois efeitos, podemos oferecer uma explicacao inicial, mas ainda
necessitando de varios estudos complementares, dos beneficios que o uso popular
da M. sylvestris proporciona.
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7. CONCLUSAO

» O extrato hidroalcodlico da M. sylvestris inibe a liberagdo das enzimas MPO e
NAG, na doenca periodontal induzida por ligadura, em um periodo de
tratamento superior a 15 dias;

* O extrato hidroalcodlico da M. sylvestris inibe a reabsorgdo éssea horizontal
e proximal, na doenga periodontal induzida por ligadura, em periodo de
tratamento superior a 15 dias;

« O extrato hidroalcodlico da M. sylvestris inibe a liberagdo de NO em
fibroblastos gengivais estimulados por LPS;

» O extrato hidroalcodlico da M. sylvestris acelera a cicatrizacdo de lesao
palatina e inibe a liberagdo da enzima MPO em area de leséo;

e Sugere-se que a M. sylvestris tem acao antiinflamatéria e cicatrizante, pela
acao sinérgica de seus compostos, mas necessitando de mais estudos para

demostrar através de qual mecanismo essas agdes ocorrem.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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