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1. REFERENCIAL TEORICO

A doenca periodontal representa um grande problema de saude publica (KNIGHT;
MURRAY THOMSON, 2018). Proporciona um impacto negativo na qualidade de vida
relacionada a saude bucal, por causar prejuizo na fungdo do sistema estomatognatico e na
estética do individuo (PAPAPANOU; SUSIN, 2017; PAPAPANOU et al., 2018). Atualmente,
pode ser considerada a principal causa da perda dentaria no mundo (CAFIERO et al.,
2021), aumentando coletivamente os custos com cuidados de saude (CHAPPLE; GENCO,
2013; TONETTI; VAN DYKE, 2013).

A periodontite € uma doenca inflamatdria crénica, multifatorial (PAPAPANOU et al.,
2018) e de alta prevaléncia (SANZ et al., 2018), induzida por um biofilme subgengival
disbidtico que leva a destruigdo das estruturas de suporte dos dentes (DARVEAU, 2010;
HAJISHENGALLIS, 2014), podendo causar perda dental (PAPAPANOU et al., 2018). E
considerada um fator modificador da saude sistémica (HOLMER et al., 2018; SHEARER et
al., 2018). A sua progressao depende das reagdes imunes e inflamatérias do hospedeiro
frente ao desafio microbiano do biofilme dental (PAGE, 1991; PAGE; KORNMAN, 1997;
SOCRANSKY et al., 2000; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018).

A periodontite apresenta caracteristica complexa que envolve varias vias bioldgicas
(YOSHIE et al., 2007). Sendo assim, a disbiose da microbiota periodontal provocada por
uma alteracdo na abundancia relativa de componentes individuais da comunidade
bacteriana, em comparagdo com sua abundancia na saude, leva a mudanga no crosstalk
microbiano do hospedeiro, suficiente para mediar a resposta imunoinflamatéria
(ABUSLEME et al., 2013). O hospedeiro reage aos patdogenos bacterianos liberando grupo
de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas (RAMADAN et al., 2020) e 6xido nitrico (NO) (DI
BENEDETTO et al., 2013; WANG; HUANG; HE, 2019).

Em reacao as células ativadas, macréfagos e linfécitos produzem metaloproteinases
de matriz e fatores inflamatérios, como a interleucina-1 e o fator de necrose tumoral, que
participam da destruigdo do tecido periodontal (PAGE, 1991; NEDZI-GORA; GORSKA;
GORSKI, 2020). O éxido nitrico medeia os efeitos patolégicos dos lipopolissacarideos, da
interleucina-1, do fator de necrose tumoral e de outras citocinas (DO et al., 2013). Dada a
associacao entre estas citocinas pré-inflamatérias no desenvolvimento da periodontite, o
NO esta envolvido na progressao da periodontite pela modulagdo da acédo dessas e de
outras citocinas (DO et al.,, 2013). Portanto, muitos mediadores inflamatorios sao
considerados cruciais no desenvolvimento da doencga periodontal, sendo o NO um fator
inflamatério relevante dessa doenga (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).
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O NO é um radical livre gasoso sintetizado a partir da L-arginina por meio da agao de
isoenzimas, globalmente denominadas NO sintases (NOS) (UGAR-CANKAL; OZMERIC,
2006). Este radical medeia a agéo citotoxica contra patégenos microbianos (ABUSLEME et
al., 2013) e esta intimamente relacionada as caracteristicas fisiopatolégicas de doencas
inflamatérias, como a periodontite (UGAR-CANKAL; OZMERIC, 2006). Por outro lado, em
quantidades elevadas localmente, o NO excede a agéo citotdxica contra patégenos
microbianos e induz a liberagdao de moléculas pro-inflamatérias, desregulando o equilibrio
da resposta imune e levando a destruicdo do tecido periodontal (KENDALL; MARSHALL;
BARTOLD, 2001; BATISTA et al., 2002; OZER et al., 2011; SCAREL-CAMINAGA et al.,
2017). Hodiernamente, sabe-se que o NO tem uma participagao importante na regulagao
do metabolismo ésseo, atuando diretamente sobre células osteoclasticas (CHAE et al,
1997; AMBE et al., 2016).

Alguns mediadores inflamatorios associados a doenga periodontal tém sido
investigados como biomarcadores em tecidos e fluidos biolégicos, como a saliva (KINNEY;
RAMSEIER; GIANNOBILE, 2007; ZHANG et al., 2016; CHEN et al., 2019). A saliva € um
biofluido facilmente acessivel que contém uma série de proteinas importantes que sao
produzidas localmente ou derivadas dos leitos vasculares nos tecidos gengivais (MILLER
et al., 2010), originadas do hospedeiro e de bactérias (CUEVAS-CORDOBA; SANTIAGO-
GARCIA, 2014). Desse modo, a saliva tornou-se uma ferramenta emergente para a
avaliacdo diagnodstica de varias doengas bucais e sistémicas, principalmente a doenca
periodontal (KINNEY; RAMSEIER; GIANNOBILE, 2007; GIANNOBILE et al., 2009).
Ademais, uma série de biomarcadores promissores ja foram identificados na saliva que se
correlacionam com os parametros clinicos da periodontite (MILLER et al., 2010).

Biomarcadores sao substancias usadas como indicadores de processos biolégicos
normais, processos patogénicos ou respostas farmacolégicas a uma intervencao
terapéutica (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP., 2001; LEE et al., 2012).
Os biomarcadores salivares podem ser potencialmente Uteis em combinacao e de forma
singular para o diagndstico de doenga periodontal (KC; WANG; GALLAGHER, 2020). Os
biomarcadores ideais de periodontite devem ser capazes de diagnosticar a presenga da
doenga, refletir a gravidade da mesma, monitorar a resposta da doenga ao tratamento e
prever o prognostico/progressao da doencga (JI; CHOI, 2015). Uma série de biomarcadores
que satisfazem pelo menos um dos quatro requisitos foram identificados na saliva, incluindo
o NO (REHER et al.,, 2007; KHORSAVI SAMANI et al., 2012; SUNDAR et al., 2013;
SUKUROGLU et al., 2015).Neste contexto, a analise de NO salivar pode servir para
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monitorar a eficacia de uma terapia periodontal (PARWANI; CHITNIS; PARWANI, 2012). O
NO tem sido considerado como um importante marcador bioldgico da doenga periodontal
(TOCZEWSKA et al, 2020), uma vez que seu nivel aumenta na saliva com a progressao da
periodontite (WANG; HUANG; HE, 2019).

Modelos animais e culturas de células contribuem com os conhecimentos na
periodontia (SFAKIANAKIS; BARR; KREUTZER, 2001; OZ; PULEO, 2011). Embora as
células em cultura possam ser utilizadas para estudar processos fisiolégicos que ocorrem
durante a patogénese da periodontite, a complexa resposta do hospedeiro responsavel por
essa doenga ndo pode ser reproduzida in vitro (OZ; PULEO, 2011). Modelos de periodontite
induzida por ligadura em ratos tém sido comumente usados para investigar os mecanismos
da doenga periodontal e testar o potencial de compostos farmacolégicos (LI; AMAR, 2007;
0OZ; PULEO, 2011; ABE et al., 2012). Com este modelo, é possivel iniciar a doenga em um
momento conhecido com uma sequéncia previsivel de eventos culminando em perda 0ssea
alveolar em poucos dias (LI; AMAR, 2007; GRAVES et al., 2008; ABE et al., 2012).

As alteragdes histopatologicas da periodontite humana podem ser replicadas
adequadamente em um modelo animal usando estimulos periodontais locais (ACHONG et
al., 2003). Este modelo, estimula um grande acumulo de biofilme, com composigao
microbiana variada e capaz de estimular varias cascatas da resposta imunoinflamatéria
(incluindo a produgdo de NO), resultando em sintomas de doenga semelhantes aos
observados em um quadro clinico de periodontite humana, como migracao epitelial apical
e perda 6ssea (KLAUSEN, 1991; DE MOLON et al., 2016).

O tratamento convencional da doenga periodontal, ndo-cirurgico ou cirurgico,
geralmente apresenta bons resultados em relagdo aos parametros clinicos e ao controle
da reabsorsgdo o6ssea alveolar, contudo, a manutencdo de tais resultados depende,
substancialmente, do nivel de higiene bucal do paciente (TEUGHELS et al., 2014; KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). No entanto, alguns pacientes nao respondem de
forma adequada as terapias convencionais, mesmo com bons habitos de higiene bucal,
sugerindo que uma modulagdo da resposta imunoinflamatéria local com utilizagédo de
farmacos seja necessaria (BARTOLD; VAN DYKE, 2017).

A doxiciclina em dose subantimicrobiana tem sido sugerida como moduladora da
resposta do hospedeiro, entretanto, ha um nivel insuficiente de evidéncia para indicar
antimicrobianos como moduladores da reposta do hospedeiro na periodontite(MANRESA
et al., 2011), seja pela resisténcia bacteriana aos antibiéticos, seja pela sua eficacia parcial
(KIM; SOH; HEO, 2021). Ademais, os antibidticos podem desencadear infecgdes
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oportunistas por fungos e complicagbes gastrointestinais (GUENTSCH, 2021). Dessa
forma, considerando o crescente problema da resisténcia bacteriana aos antibidticos, a
busca por outras alternativas de farmacos que possam ser utilizados como terapia
adjuvante tem sido incentivada (KANWAR; SAH; SURESH, 2017).

Nesse sentido, produtos naturais tém sido extensivamente investigados em busca de
uma potencial agao anti-inflamatéria e imunomoduladora sobre a reabsorcéo 6ssea alveolar
que ocorre na periodontite, alguns dos quais vém demonstrando efeitos promissores em
modelos in vivo de doenga e em estudos clinicos (FREIRES et al., 2018). Sendo assim, os
produtos naturais ainda apresentam as melhores opg¢bes para encontrar novos
agentes/modelos ativos e, quando trabalhados em conjunto com quimicos sintéticos e
bidlogicos, oferecem o potencial para descobrir novas estruturas que podem levar a
agentes eficazes em uma variedade de doencas humanas (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Assim, o cinamaldeido, um Oleo essencial extraido de plantas do género
Cinnamomum, Ordem Magnoliales, Familia Lauraceae (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002),
vem sendo investigado como terapia antimicrobiana e aplicagdes médicas em produtos
para a saude (VASCONCELOS; CRODA; SIMIONATTO, 2018). Este farmaco apresenta
propriedades anti-inflamatérias e imuno-reguladoras in vifro e em modelos animais,
incluindo modulacao da produgao de NO (KOH et al., 1998; LIAO et al., 2012; MENDES et
al., 2016; CHUNG et al., 2018). Em estudos animais, um estudo sugeriu que o cinamaldeido
nao apresentou nenhuma toxicidade aguda ou crénica, mutagenicidade, genotoxicidade ou
carcinogenicidade (VASCONCELOS; CRODA; SIMIONATTO, 2018).

O efeito in vivo do cinamaldeido na reabsor¢ao 6ssea alveolar em modelo de ligadura
em ratos e seu efeito nos mediadores locais da periodontite ainda sdo desconhecidos.
Dessa forma, objetivou-se investigar os efeitos do cinamaldeido no contexto da doenga
periodontal sobre a reabsor¢cdo 6ssea alveolar inflamatéria e o seu impacto sobre o

biomarcador NO salivar.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do tratamento com cinamaldeido sobre a reabsorgéo
Ossea alveolar e a produgéo de oxido nitrico(NO) salivar em modelo de periodontite
induzida por ligadura em ratos. Material e Métodos: Ratos Wistar foram submetidos
a indugao de periodontite pela inser¢do de uma ligadura em torno do primeiro molar
inferior direito. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais(n=6/grupo):
1-grupo controle(GC): animais sem ligadura tratados com veiculo(dimetilsulféxido
2%); 2-grupo ligadura(GL): animais com ligadura tratados com veiculo; 3-grupo
ligadura+cinamaldeido(GLC): animais com ligadura tratados com cinamaldeido(50
mg/kg/dia). Os tratamentos ocorreram por gavagem diaria por 14 dias. Utilizou-se o
método de Griess para avaliar a produgao de NO. A analise da reabsorg¢ao dssea foi
realizada por meio do método morfométrico, levando-se em consideragao a distancia
entre juncdo cemento-esmalte e a crista 6ssea alveolar, utilizando-se inclinagéo
radicular por lingual. Para analise estatistica, utilizou-se teste ANOVA e de Tukey,
considerando-se nivel de significancia de 5%. Resultados: Observou-se reducéo da
producao do NO salivar no GLC quando comparado ao GL, tendo no GC menores
concentragdes de NO em relagdo a GL/GLC(P<0,05). O GLC apresentou perda 6ssea
alveolar reduzida quando comparado com o GL(P<0,05) e similar ao GC(P>0,05). O
GL apresentou maior perda 6ssea em relagdo ao GC(P<0,05). Conclusao: O
tratamento com cinamaldeido reduziu a reabsorgdo éssea alveolar em ratos com
periodontite induzida por ligadura e levou a redugédo da producdo de NO salivar,
sugerindo uma ac¢ao promissora do cinamaldeido sobre o NO, bem como um papel
do NO como biomarcador nesse modelo experimental.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamacdo. Oxido Nitrico. Saliva. Perda do Osso

Alveolar. Cinamaldeido.

14



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of cinnamaldehyde treatment on alveolar bone
resorption and salivary nitric oxide (NO) production in a model of ligature-induced
periodontitis in rats. Material and Methods: Wistar rats underwent induction of
periodontitis by insertion of a ligature around the lower right first molar. The animals
were divided into three experimental groups (n = 6 / group): 1) control group (CG):
animals without ligature treated with vehicle (dimethyl sulfoxide 2%); 2) ligation group
(GL): animals with ligature treated with vehicle; 3) ligature + cinnamaldehyde group
(GLC): animals with ligature treated with cinnamaldehyde (50 mg / kg / day). The
treatments took place by daily oral gavage for 14 days. he Griess method was used to
evaluate the production of NO. The analysis of bone resorption was performed using
the morphometric method, taking into account the distance between the cemento-
enamel junction and the alveolar bone crest, by the lingual aspect. For static analysis,
use the ANOVA and Tukey test, considering the significance level of 5% Results:
There was a reduction in the production of salivary NO in the GLC when compared to
the GL, with no lower GC of NO in relation to the GL / GLC (P <0.05). GLC shows
reduced alveolar bone loss when compared to GL (P <0.05) and similar to GC (P>
0.05). The GL showed greater bone loss compared to the CG (P<0.05). Conclusion:
Cinnamaldehyde treatment reduced alveolar bone resorption in rats with ligature-
induced periodontitis and led to reduced salivary NO production, suggesting a
promising action of cinnamaldehyde on NO, as well as a role for NO as a biomarker in
this experimental model.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Nitric Oxide. Saliva. Alveolar Bone Loss.

Cinnamaldehyde.
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1. INTRODUGAO

A periodontite consiste em uma doenga inflamatéria crénica multifatorial ligada a
um biofilme disbiotico que leva a destruigao progressiva das estruturas de suporte dos
dentes, podendo ocasionar perda dentalV e estar associada a complicacdes
sistémicas®. A natureza destrutiva da doenca esta relacionada as reagdes imunes e
inflamatoérias que o individuo suscetivel apresenta frente aos estimulos nocivos do
biofime bacteriano®%. A resposta imune do hospedeiro reage aos patdgenos
bacterianos liberando grupo de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas® e éxido
nitrico (NO)®). Juntos, tais mediadores desempenham papéis essenciais na
destrui¢cao do tecido periodontal e, em quantidades excessivas, podem influenciar o
processo de reabsorgdo 6ssea alveolar®),

Alguns mediadores inflamatdrios associados a doencga periodontal tém sido
investigados como biomarcadores em tecidos e fluidos bioldgicos, incluindo a
saliva(”-8). Biomarcadores sdo substancias usadas como indicadores de processos
fisiologicos, patoldgicos ou susceptibilidade a determinado tratamento®. Moléculas
detectadas em biofluido salivar sdo consideradas como potenciais biomarcadores de
diagnostico ou prognodstico para uma variedade de condig¢des, incluindo a doenga
periodontal®. A saliva contém biomarcadores especificos para os aspectos
fisioldgicos Unicos da periodontite!'%'") que incluem mediadores inflamatérios(”), como
o oxido nitrico('213), Neste contexto, a analise de NO salivar pode ser importante para
monitorar a eficacia de uma terapia periodontal(').

O NO é um radical livre produzido a partir da L-arginina por meio da ag¢ao de
isoenzimas, globalmente denominadas NO sintases (NOS)('®'6). O NO tem sido
considerado como um importante marcador bioldgico da periodontite('”), uma vez que

seu nivel aumenta na saliva com a progresséo da doencga('?). Hodiernamente, sabe-
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se que o NO tem uma participacao importante na regulagido do metabolismo ésseo,
atuando diretamente sobre células osteoclasticas(18.19),

A incidéncia global de periodontite tem aumentado nas Ultimas décadas(?.
Formas mais avancgadas desta doencga, relacionada com uma resposta insatisfatoria
ao tratamento nao-cirurgico/cirdrgico convencional, podem afetar até 11,2% da
populagéo adulta®”). O tratamento convencional da doenga periodontal, n&o cirtirgico
ou cirurgico, comumente apresenta bons resultados(??). A capacidade de manter bons
resultados depende basicamente do nivel de higiene bucal do paciente(?223), Porém,
mesmo com bons habitos de higiene bucal, alguns pacientes ndo respondem
adequadamente as terapias convencionais, indicando que seja necessaria uma
modulagao da resposta imunoinflamatéria local@4).

Doses subantimicrobianas de doxiciclina foram sugeridas como moduladoras da
resposta do hospedeiro, mas nao ha nivel suficiente de evidéncia para recomendar
antimicrobianos como moduladores da reposta do hospedeiro na periodontite(®®), seja
devido a resisténcia bacteriana aos antibioticos ou pela eficacia parcial@®). Além disso,
os antibidticos podem causar infecgdes oportunistas por fungos e complicagdes
gastrointestinais?”). Portanto, considerando o aumento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos, é importante a busca de outras alternativas medicamentosas que possam
ser utilizadas como terapia adjuvante(@®),

Farmacos com atividade anti-inflamatéria e capazes de reduzir a produgao de
mediadores inflamatdrios/biomarcadores de doenga periodontal sdo promissores no
controle da reabsorgdo 0ssea em modelos experimentais?®30). Produtos naturais
constituem uma fonte significativa de substancias que podem ser benéficas no
controle de doengas bucais, incluindo a periodontite@'-32. Nesse sentido, o

cinamaldeido, um 6leo essencial extraido de plantas do género Cinnamomum Cassia,
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Ordem Magnoliales, Familia Lauraceae®?, destaca-se por apresentar propriedades
anti-inflamatdrias e imuno-reguladoras, incluindo modulagéo da produgéo de NO®4-
37). Além disso, é usado na industria alimenticia devido a sua fragrancia, que pode ser
incorporada em diferentes variedades de alimentos, medicamentos e produtos(®®).

Entre os diversos métodos empregados para simular a periodontite em animais,
o modelo mais comumente usado é a indugao por ligadura®®4%, Este modelo, estimula
um grande acumulo de biofilme, resultando em sintomas de doenca semelhantes aos
observados em um quadro clinico de periodontite humana, como migrac¢ao epitelial
apical e perda 6ssea alveolar®®4"), Com este modelo, & possivel iniciar a doenga em
um momento conhecido com uma sequéncia previsivel de eventos culminando em
perda dssea alveolar em poucos dias“243),

A agao do cinamaldeido, in vivo, sobre a reabsor¢ado 6ssea alveolar em modelo
de ligadura em ratos e seus efeitos nos mediadores locais em periodontite permanece
desconhecida. Dessa forma, com o intuito de desvendar as agdes anti-inflamatorias
do cinamaldeido no contexto da doenca periodontal, esta pesquisa buscou avaliar a
influéncia do tratamento com cinamaldeido sobre a reabsorgéo 6ssea alveolar e sobre
a producdo do biomarcador NO na saliva de ratos, utilizando-se o modelo de

periodontite induzida por ligadura.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos, Wistar (Rattus norvegicus albinus), provenientes
do biotério da Universidade CEUMA, com idade de aproximadamente 8 semanas e
peso entre 250g e 350g. Os animais receberam racéo balanceada e agua ad libitum

durante todo o periodo em que estiveram acondicionados no biotério. A temperatura
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da sala foi mantida a 22°C, sob ciclo de iluminagdo claro/escuro de 12/12 horas. A
manipulagdo dos animais seguiu as recomendacdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagido Animal®4) e do ARRIVE (Animals in Research: Reporting
In Vivo Experiments)“%), garantindo assim, os conceitos éticos e humanitarios de
utilizagéo de animais. O presente estudo obteve aprovagdo pela Comissdo de Etica

No Uso de Animais da Universidade CEUMA, com o protocolo n°. 00136/14.

2.2 Inducgao da periodontite

Os animais foram anestesiados, por via intramuscular, utilizando solu¢des de
cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina com dosagem de 90 mg/Kg e 10
mg/Kg“®), respectivamente. Para a indugdo da periodontite, ligadura com fio de
algodao (Corrente 10, Brasil) foi posicionada na margem gengival em torno dos

primeiros molares inferiores direitos®"),

2.3 Caracterizagao dos grupos experimentais e periodo experimental
Durante o periodo experimental, os animais foram randomizados em grupos (n=
6 /grupo) e tratados da seguinte forma:
» Grupo controle (GC): animais sem ligadura recebendo gavagem diaria com veiculo
(Solucao de dimetilsulféxido 2%);
» Grupo ligadura (GL): animais com ligadura recebendo gavagem diaria com veiculo;
* Grupo ligadura + cinamaldeido (GLC): animais com ligadura recebendo gavagem
diaria com o cinamaldeido 50 mg/kg®“8). O cinamaldeido foi obtido comercialmente
da Sigma-Aldrich® (St. Louis, EUA).
Apds 14 dias da indugcdo da doenga periodontal, coletou-se a saliva para

avaliacdo de NO, em seguida, os animais foram eutanasiados. As hemimandibulas

19



foram removidas e fixadas em formol a 10% para avaliacdo da reabsorcdo Ossea

alveolar pelo método morfométrico®®).

2.4 Coleta da saliva

A coleta da saliva dos animais foi realizada com auxilio de uma pipeta. Aplicou-
se injecao de pilocarpina 0,6mg/kg®® para induzir a salivagao, por via intraperitoneal,
com os animais previamente anestesiados por ketamina e xilazina, com dosagens de
90 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente, por via intramuscular6),

Coletou-se 500 pl de fluido salivar. Em seguida, as amostras foram transferidas
para tubos e centrifugadas (3000 rpm, 10 minutos), e os sobrenadantes foram

armazenados a -80°C até a sua utilizagdo nas avaliagbes subsequentes?),

2.5 Avaliagao da concentragao de proteinas totais

Esta avaliacéo foi realizada conforme o método de Bradford®®) sendo todas as
etapas do método feitas em duplicata. Realizou-se uma curva-padrao de albumina.
Para o experimento, foi utilizada uma placa de 96 pogos. Em cada poc¢o, colocaram-
se 25 microlitros de cada amostra (diluicdo 1:2) e 200 microlitros do reagente de
Bradford (diluicdo 1:4). Incubou-se por 5 minutos, em temperatura ambiente. Em
seguida, realizou-se a leitura de absorbancia através de um leitor de placas

(Microplate reader MB-580, Heales®) a 630 nm.

2.6 Mensuracgao da produgao de NO
A concentragdo de NO na saliva foi mensurada a partir da produgédo de NO2 e
NOs" utilizando-se o reagente de Griess. O reagente € uma mistura de 1:1 de 0,1% de

n-1-naftildihidrocloridrato etilenodiamina em 5% de acido fosférico e 1% de
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sulfanilamida®"). Adicionou-se 50 ul do reagente a 50 ul do sobrenadante da saliva.
Apos incubacdo a temperatura ambiente, por 10 minutos, foi realizada a leitura da
absorbancia por meio de um espectrofotémetro a 550 nm(©®"), Utilizou-se o Nitrito de
sodio (NaNO3z) para curva-padrao®'). Para confecgdo da placa, as amostras foram
transferidas em duplicata, para uma placa de 96 pogos®!. Os resultados foram

normalizados em relacao a concentracao de proteinas totais para cada amostra.

2.7 Mensuragao da reabsorgao ossea alveolar

As hemiarcadas foram mantidas com solu¢ao de hipoclorito de sédio 2,5% por
24 horas. Em seguida, todo o tecido remanescente foi retirado das mesmas. Para
visualizagdo da jungcédo cemento-esmalte, foi necessario que todas as pegas fossem
coradas com azul de metileno (1g/100ml) por 1 minuto. Para a avaliagdo da perda
Ossea alveolar, foi levada em consideracao a distancia entre jungdo cemento-esmalte
(JCE) e a Crista Ossea (CO), utilizando a inclinacdo radicular por lingual®2. As
mensuragdes foram obtidas a partir das raizes dos trés molares inferiores sendo
realizada por apenas um avaliador calibrado e cego em relagdo aos grupos
avaliados®3). As hemimandibulas foram analisadas por meio de uma lupa
estereoscopica (uEye®, Alemanha) acoplada a um computador com o software Ueye
Cockpit. Foi utilizado aumento de 40 vezes em posi¢cao sem visualizagao da superficie

oclusal, de forma que as cuspides vestibular e lingual se sobrepusessem(3),

2.8 Analise Estatistica
Para a analise dos dados, foi usado o teste ANOVA unidirecional, seguido pelo
teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Utilizou-se o Programa

Graph Pad Prism®, versdo 7.0.
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3. RESULTADOS
3.1 Mensuracgao da reabsorcao 6ssea alveolar

Quando a reabsorgéao 6ssea foi comparada entre os grupos (Figura 1), observou-
se uma diferencga estatistica significante entre o grupo ligadura (GL) e o grupo ligadura
+ cinamaldeido (GLC) (p < 0,05), mas nao entre o grupo ligadura + cinamaldeido
(GLC) e o grupo controle (GC) (sem doenga) (p > 0,05). Assim, o cinamaldeido reduziu

a reabsorgao 6ssea alveolar na periodontite.

3.2 Quantificagao das proteinas totais na saliva
A Figura 2 mostra a quantidade de proteinas totais nos trés grupos, os quais se

comportaram de forma semelhante estatisticamente (P < 0,05).

3.3 Quantificagao de NO na saliva

Ao analisar, comparativamente, a presenga de NO na saliva entre os grupos,
observou-se uma maior concentragao de NO no grupo ligadura. Os animais do grupo
ligadura + cinamaldeido apresentaram menor concentragcdo de NO em relagdo ao
grupo ligadura (P < 0,05). Observou-se, ainda, que houve diferenca estatistica (p <
0,05) entre o grupo com doenga tratado com cinamaldeido (grupo ligadura +

cinamaldeido) e o grupo sem doenca (grupo controle) (Figura 3).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, o grupo de animais submetido a indugao de periodontite e
tratado com cinamaldeido apresentou perda d&ssea alveolar reduzida quando
comparado com o grupo tratado com veiculo. Ainda, o tratamento oral com

cinamaldeido levou a uma redugao significativa sobre a produgédo de NO na saliva. A
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reducdo dos niveis de NO na saliva apds tratamento sugere que o cinamaldeido
administrado pode estar modulando a resposta inflamatdria local do hospedeiro frente
aos estimulos nocivos do biofilme bacteriano. Além disso, os niveis reduzidos de NO
no grupo tratado com a substancia parecem estar refletindo uma agéo positiva do
farmaco sobre a reabsorcao 6ssea alveolar no modelo de periodontite induzida por
ligadura.

O cinamaldeido tem sido utilizado na industria alimenticia como revestimento
antimicrobiano em frutas®¥. Ja foi relatado que este farmaco apresenta propriedades
anti-inflamatéria e antioxidante®®, bem como potencial agdo no tratamento de
isquemia miocardica®6.5") e diabetes(®®. Neste estudo, procurou-se observar o efeito
do cinamaldeido, in vivo, sobre a reabsorgao 6ssea alveolar e a produgao de NO local
no biofluido salivar em periodontite.

Modelos de periodontite induzida por ligadura vém sendo utilizados comumente
para investigar os mecanismos da doenga periodontal e o potencial de novos
compostos terapéuticos#243.58.59) Este modelo € uma ferramenta promissora para a
pesquisa periodontal experimental®). Do mesmo modo que outros experimentos
anteriores, neste estudo a doencga periodontal induzida e a administragao do farmaco
ocorreram durante 14 dias®861), Nesse periodo de tempo, a perda 6ssea alveolar, o
crescimento bacteriano e a inflamagao local, que sado caracteristicas marcantes da
doenga periodontal em seres humanos®?), ja s&o reproduzidas com fidelidade(6%.62-64),

No presente estudo, o cinamaldeido apresentou uma boa agédo na reabsorgao
Ossea alveolar em periodontite induzida por ligadura em ratos, sendo capaz de
diminuir o grau de destruicdo do tecido ésseo alveolar na presenca da doenga. O
grupo de ratos com a periodontite induzida que foi tratado com o farmaco nao

apresentou diferenga estatistica na distancia entre jungdo cemento-esmalte (JCE) e a
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Crista Ossea (CO) ao ser ser comparado com o grupo sem doenca. Esses dados véo
de encontro com os de Chung et al.®®), (nico trabalho que estudou a agdo do
cinamaldeido, in vivo, em modelo de doenga periodontal (periodontite induzida por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em modelo de camundongo) até o momento.
Ademais, Chung et al.®®), ndo avaliaram marcadores locais de doenca periodontal,
portanto os mecanismos in vivo em doenga periodontal permaceram desconhecidos
no estudo. Assim, esta pesquisa € o primeiro estudo a avaliar a agao farmacoldgica
do cinamaldeido sobre os marcadores locais da periodontite e sobre a reabsorgéo
ossea alveolar no modelo de periodontite induzida por ligadura, o qual reproduz com
maior fidelidade as condigbes ambientais e locais que promovem o desenvolvimento
da doenga(®-30:46:52),

Este estudo administrou uma dose de 50mg/kg, enquanto o de Chung et al. (65)
usou 400mg/kg. Apesar da dose administrada nesta pesquisa ser 4 vezes menor do
que a de Chung et al.®, conseguiu-se uma modulagéo da periodontite no contexto
da reabsorcdo éssea bastante satisfatoria. Com isso, € possivel supor que os
possiveis efeitos adversos que o farmaco pode desencadear sera menor. Apesar de
que em estudos animais, um estudo sugeriu que o cinamaldeido ndo apresentou
nenhuma toxicidade aguda ou crbénica, mutagenicidade, genotoxicidade ou
carcinogenicidade(®®), é necessario que novos ensaios de toxicologia e seguranga
farmaldgica sejam realizados.

A concentragado de proteina total ndo apresentou diferenga estatistica entre os
trés grupos neste experimento. O resultado demonstrou vantagens de boa
seletividade e estabilidade do reagente. Este método € uma tecnologia simples que
favorece o diagnostico de certas doencas relacionadas a alteragdo do teor de

proteinas em fluidos biologicos(®?).
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Os animais tratados com o cinamaldeido apresentaram reducédo no NO salivar,
sugerindo um efeito positivo do farmaco. Ademais, vale ressaltar que a agdo do
cinamaldeido sobre a atividade do NO salivar em modelos in vivo de periodontite ainda
nao tinha sido investigada até o presente momento. A redugao da produgao de NO
em saliva € um dado promissor, pois sugere uma acgao local do cinamaldeido. Além
disso, a mensuracao de NO salivar pode ser utilizada como potencial biomarcador
para diagnostico precoce, monitoramento, prognostico e progressdo da periodontite
ou a resposta ao tratamento em modelo animal, cuja validade diagnostica esta
relacionada a sensibilidade e especificidade. Os biomarcadores devem, em suma,
ser capazes de predizer a presenga de uma doenga ou sua progressao, caso seja um
marcador de doenga, ou dar indicagbes sobre o tipo de medicamento e resposta mais
adequados, caso seja um marcador de resposta ao tratamento(®7),

Varios estudos tém investigado o NO na saliva como biomarcador da doencga
periodontal®-70). Nesta pesquisa, observou-se que concentragdes salivares de NO
foram maiores no grupo ligadura (grupo com a doenga) do que no grupo controle
(grupo sem a doenga), o que esta de acordo com os estudos de Kendall et al.68), Han
et al.®9) e de Poorsattar et al"). Estudos anteriores revelaram que a concentragéo de
NO diminuiu apos o tratamento periodontal®®?) e que a concentragéo de NO na saliva
aumentava com a progressao da periodontite’?),

O NO participa da modulagdo dos efeitos patolégicos de lipopolissacarideo
(LPS), TNF, IL-1, bem como regula a adesao de leucdcitos e células epiteliais, inibe a
proliferacdo de células T e melhora a atividade de células natural killers (NK), entre
outros processos relacionados ao sistema imunologico”"). Estas citocinas pro-
inflamatdrias participam da destruigdo do tecido periodontal(”). Nesse contexto, o NO

tem multiplas fungdes ao ser produzido por neutréfilos, macrofagos e linfocitos,
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atuando tanto na eliminagéo de patégenos presentes no biofilme subgengival quanto
na regulagdo da manutengdo e exacerbacgédo da resposta imune e diferenciacdo de
osteoclastos. Portanto, ele atua regulando o processo de reabsorgdo Ossea
inflamataria que ocorre na periodontite(22:24.73-75),

A reducgao da perda 6ssea alveolar e a modulagao da produgao de NO salivar
no grupo com ligadura tratado com cinamaldeido observada neste estudo, por si so,
sugere que o cinamaldeido seja um potencial agente a ser utilizado como adjunto na
terapia periodontal n&o cirurgica, além da terapia periodontal de suporte. Portanto, a
realizagdo de estudos pré-clinicos toxicolégicos e de seguranga farmacoldgica que
possam levar a realizagdo de ensaios clinicos randomizados sdo necessarios para

testar seu efeito em humanos.

5. CONCLUSAO

O tratamento com cinamaldeido reduziu a reabsorcao 6ssea alveolar e o NO
salivar em periodontite induzida por ligadura em ratos. Os resultados sugerem um
efeito positivo do cinamaldeido sobre a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro,

especialmente sobre a via do NO.
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FIGURAS

Figura 1. Efeito do cinamaldeido sobre a reabsorgéo éssea alveolar em ratos com
doenca periodontal induzida por ligadura do grupo controle (GC), grupo ligadura

(GL) e grupo ligadura+cinamaldeido (GLC). *** P < 0,001.
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Figura 2. Concentragao de proteinas totais (ug/mL) na saliva do grupo controle (GC),

grupo ligadura (GL) e grupo ligadura+cinamaldeido (GLC).
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Figura 3. Concentragcdo de NO (uM) na saliva dos animais dos grupos controle (GC),
ligadura (GL) e ligadura + cinamaldeido (GCM). * indica que este grupo apresentou
diferenga estatistica em relagéo ao GC e ao GLC. #indica que este grupo é diferente

estatisticamente do GC e do GL.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

A doenca periodontal é desencadeada pela disbiose oral, que leva as respostas
imunes do hospedeiro, podendo ocasionar a perda dental. Além disso, ela causa impacto
negativo na qualidade de vida relacionada a saude bucal, por causar prejuizo na fungcao do
sistema estomatognatico e na estética do individuo. Assim, a busca de farmacos que
possam modular a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro na doenca periodontal sao
importantes.

O cinamaldeido reduziu a perda 6ssea alveolar em ratos com doencga periodontal
induzida por ligadura no presente estudo. Os dados em saliva sugerem que o NO pode ser
um biomarcador de periodontite, o qual se mostrou reduzido com o tratamento com o
cinamaldeido e estd aumentado na presencga da doenca.

Os dados da pesquisa mostram que o farmaco estudado apresenta um potencial para
ser testado clinicamente como coadjuvante no tratamento da doenga periodontal no futuro.
Entretanto, precisam-se de novos estudos para avaliar o seu potencial de toxicidade antes

do uso clinico em humanos.
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a filiagao (instituicdo de origem, cidade, pais), a principal titulagdo dos autores de forma
resumida (sem nota de rodapé) e enderegco do autor correspondente (contendo o

endereco eletrénico — e-mail). As demais paginas devem ser na forma de texto continuo.

Exemplo:
Associagdo do PDGF e IGF na Regeneragao Periodontal — Revisdo de Literatura

Fernando Hayashi', Fernando Peixoto', Chistiane Watanabe Yorioka', Francisco Emilio
Pustiglioni?
"Mestrandos em Periodontia da FOUSP
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2Professor titular de Periodontia da FOUSP

Sequnda pdgina (pdgina 2):

Resumo: deve fornecer uma visdo concisa e objetiva do trabalho, incluindo objetivos,
material e métodos, resultados e as conclusdes. Deve conter no maximo 250 palavras
(incluindo pontos, virgulas etc).

Palavras-chave: sido palavras ou expressdes que identificam o conteudo do texto. Para
sua escolha, devera ser consultada a lista “Descritores em Ciéncias de Saude — DECS”, da
BIREME. Numero de palavras-chave: maximo 6.

OBS: Para artigos redigidos em lingua estrangeira, Espanhol ou Inglés, o item Resumo n&o

configura item obrigatdrio.

Terceira pagina (pagina 3):

Abstract e Keywords: copia precisa e adequada do resumo e palavras-chave em Inglés.
Devera ser consultada a lista “Medical subject headings”. Disponivel em
www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html. Numero de Keywords: maximo 6.

Sugere-se para autores nao-nativos que procurem assisténcia com a sua escrita utilizando

instituicoes especializadas como American Journal Experts (http://www.journalexperts.com)

Quarta e demais pdginas (pdgina 4 e demais):

Introducgado: é o sumario dos objetivos do estudo, de forma concisa, citando as referéncias
mais pertinentes. Também deve apresentar as hipoteses em estudo e a justificativa do
trabalho.

Material e Métodos: devem ser apresentados com suficientes detalhes que permitam
confirmacao das observagdes encontradas, indicando os testes estatisticos utilizados.
Resultados: as informagdes importantes do trabalho devem ser enfatizadas e
apresentadas em sequéncia légica no texto, nas figuras e tabelas, citando os testes
estatisticos. As tabelas e figuras devem ser numeradas (algarismo arabico) e citadas
durante a descricao do texto. Cada tabela deve conter sua respectiva legenda, citada
acima, em espaco duplo, em pagina separada, no final do artigo depois das referéncias. As
figuras também devem estar localizadas em paginas separadas, no final do texto, porém,
as legendas devem estar localizadas a baixo.

Discussao: os resultados devem ser comparados com outros trabalhos descritos na

literatura, onde também podem ser feitas as consideragdes finais do trabalho.
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Conclusao: deve responder: objetivamente aos questionamentos propostos.

Agradecimentos (quando houver): a assisténcias técnicas, laboratorios, empresas e
colegas participantes.

Referéncias Bibliograficas: Essa secao sera elaborada de acordo com as Normas
Vancouver (disponiveis em: www.icmje.org), devendo ser numeradas sequencialmente
conforme aparicéo no texto. E, as abreviagdes das revistas devem estar em conformidade
com o Index Medicus/ MEDLINE.

Todos os autores da obra devem ser mencionados. Exemplos — Normas Vancouver:

Artigo de Revista:

1. Lima RC, Escobar M, Wanderley Neto J, Torres LD, Elias DO, Mendonga JT et al.
Revascularizagdo do miocardio sem circulagdo extracorpérea: resultados imediatos. Rev
Bras Cir Cardiovasc 1993; 8: 171-176.

Instituicao como Autor:
1. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety
and performance guidelines. Med J Aust 1996; 116:41-42.

Sem indicagao de autoria:

1. Cancer in South Africa. [editorial]. S Af Med J 1994; 84-85.

Capitulo de Livro:

1. Mylek WY. Endothelium and its properties. In: Clark BL Jr, editor. New frontiers in surgery.
New York: McGraw-Hill; 1998. p.55-64.

Livro:
1. Nunes EJ, Gomes SC. Cirurgia das cardiopatias congénitas. 2a ed. Sao Paulo: Sarvier;
1961. p.701.

Tese:

1. Brasil LA. Uso da metilprednisolona como inibidor da resposta inflamatdria sistémica
induzida pela circulacdo extracorporea [Tese de doutorado]. Sdo Paulo: Universidade
Federal de Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina, 1999. 122p.
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Eventos:

1. Silva JH. Preparo intestinal transoperatério. In: 45° Congresso Brasileiro de Atualizagao
em Coloproctologia; 1995; Sao Paulo. Anais. Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de
Coloproctologia; 1995. p.27-9.

1. Minna JD. Recent advances for potential clinical importance in the biology of lung cancer.
In: Annual Meeting of the American Medical Association for Cancer Research; 1984 Sep 6-
10. Proceedings. Toronto: AMA; 1984;25:293-4.

Material eletronico:

Artigo de revista:

1. Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Disponivel em: URL:
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

Livros:

1. Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan that works for asthma and allergies too
[monograph online]. New York: Health On the Net Foundation; 1996. [cited 1999 May 27].

Disponivel em : URL: http://www.sinuses.com

Capitulo de livro:

1. Tichenor WS. Persistent sinusitis after surgery. In: Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan
that works for asthma and allergies too [monograph online]. New York: Health On the Net
Foundation; 1996. [cited 1999 May 27]. Disponivel em: URL:
http://www.sinuses.com/postsurg.htm

Tese:

1. Lourengo LG. Relagdo entre a contagem de microdensidade vasal tumoral e o
prognostico do adenocarcinoma gastrico operado [tese online]. Sdo Paulo: Universidade
Federal de Sao Paulo; 1999. |[citado 1999 Jun 10]. Disponivel em:

URL:http://www.epm.br/cirurgia/gastro/laercio

Eventos:
1. Barata RB. Epidemiologia no século XXI: perspectivas para o Brasil. In: 4° Congresso

Brasileiro de Epidemiologia [online].; 1998 Ago 1-5; Rio de Janeiro. Anais eletrénicos. Rio
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de Janeiro: ABRASCO; 1998. |[citado 1999 Jan 17]. Disponivel em: URL:

http://www.abrasco.com.br/epirio98
Informagbées adicionais podem ser obtidas no seguinte enderego eletrdnico:

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.htmi

Citagoes no texto: Ao longo do texto, deve ser empregado o sistema autor-data. Segundo
as normas Vancouver, apenas a primeira letra do sobrenome do autor é grafada em
maiuscula, sendo o ano da publicagdo apresentado entre parénteses. Trabalhos com até
dois autores, tem ambos os sobrenomes mencionados no texto, separados por “&”.
Trabalhos com trés ou mais autores, terao ao longo do texto mencionado apenas o primeiro
seguido da expressao “et al”.

Se um determinado conceito for suportado por varios estudos, para a citagdo desses,
devera ser empregada a ordem cronolégica das publicagdes. Nesse caso, o ano de

publicagado é separado do autor por virgula (“,”) e as diferentes publicagdes separadas entre
si por ponto e virgula (%;”).

Declaragao de conflitos de interesse e fomento: esse é um item obrigatério que deve
ser conciso indicando: a) se houve apoio financeiro de qualquer natureza devendo-se nesse
caso mencionar nominalmente a agéncia de fomento e b) se ha qualquer tipo de conflito de
interesse relacionado a pesquisa em questdao. Em casos negativos sugere-se o uso da
frase.

Os autores declaram a inexisténcia de conflito de interesse e apoio financeiro relacionados

ao presente artigo

Figuras e Tabelas

As tabelas e figuras deveréao ser apresentadas em folhas separadas apds a seccgao:
Referéncias Bibliograficas (uma tabela/figura por folha com a sua respectiva legenda).
Figuras em formato digital (arquivo JPG ou TIFF): Resolugao de 300 DPlIs.

As imagens serdo publicadas em preto e branco. Caso haja interesse dos autores ha
possibilidade de impressao colorida das imagens, havendo custo adicional de
responsabilidade dos autores.



ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA E USO DE ANIMAIS

Pré-Reitorias de Graduagio e Pés-Gracuagio
Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA UNICEUMA

DECISAD DA CEUA - UNICEUMA SOBRE PROTOCOLO SUBMETIDO

DATA DO RECEBIMENTO: 290414
N* DO PROTOCOLO: 00126 /14

N* DO PARECER: 5 /114

DATA DO PARECER: 04/08/14

TITULO ‘DO PROJETOVAULA: ATMIDADE DO EXTRATO TOTAL DA SEMENTE DO CUPUACU E DO
mmmo&bg‘s‘%gnu RESPOSTA IMUNCINFLAMATORIA RELACIONADA A DOENGA PERIODONTAL

CARACTERISTICAS DA AMOSTRA: O objetivo do trabaiho & avaliar o efeilos in vivo de extratos
totais (aquoso e etandiico) obtidos da semente do cupuagu @ do cinemaldeido sobre as
principais vias de meodulagio da resposia imuncinflamatdna relacionada a doenga
periodonial ulilizando modelo animal de doenga induzida por Igadura. Alé o momenio,
somente um farmaco com e'efto na modufagao dessa resposia ‘o aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA). ;

Serso utiizados 160 ratos machos da espécie Rallus norvegicLs albinus (Wistar), os quais
serso aneslesiados antes da Indugdo da doenga pericdontal, por via intramuscular,
utilizando-se solugdes de clordrato de ketamina (SOmgikg| e cloridrato de xilazina
{25mg/kg). Esta espécie foi escolhida por ser de facil manuten;io e pela necessidade de
mardibulas maiores que a dos CamuNIoNQOs.

A indugdo da doenga pericdontal serd feita por meio da colocagio de um fio do algodao em
torne dos primeiros molares inferiores. Este modelo de indiclio ja € consolidado na
Merntura. A avaliagio dos efeitos dos produtos naturais sera realizada através de: (i)
tratamento profildtico, no qual os animais serdo submetidos a induclo de doenca
peridontal apoés 7 dias de ratamento com 0s exiratos/composis, (i) tratamento curativo,
nowammmalwmwwammmdmgma
Apés ambos 0s tipos de tralamentos, que serdo realizados por gavagem, uma parte dos
animais serd sacrificada, através de asfixia por CO;, apds 7 dias e a oulra parie apos 15
dias a fim de se remover as hemiarcadas inferiores para as diferentes andlises. Pa-ram
lWhu&Mo,uauimhw&oMWmSmaqqunmuaw;
aslopdos em gaiolas e ndo serdo submetidos & restiglo hidica ou jejum Nio havera
ne cessidade do uso de analgesia e o grau de invasividade foi classificado como 2.

PE SOUISADOR/PROFESSOR RESPONSAVEL: PROFa DRa ELIZABETH SDARES FERNANDES
COLBORADORES: PROFa DRa LUCIANA SALLES BRANCO DE ALMEIDA
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DECISAD. (%) APROVADY ( )PENDENTE | ) EXCLUIDO [ ) NAO APROVADO

Consideraides:
A CLUAUNICEUMA, ns sua funglo de examinar previamente os procedimenios de ensno @
posquisa A serem realzad)s na M.mmmwmaw
apicieel (Lo mu-mumacmumacmuemmhmw-
CONCEA), reuniu-50 no d 3 0506/2014, para andise da proposts de protocolo n* 00136/14, tendo
cm.wmma«mmamw:

OmﬂnmmosW&Mcmnwmw
que regem essa Comisslo

Conclusbo:
Ommmm.memﬂmmama
Arimais no Ensino, Pesquiss @ Exlensdo, $6nd0 0 parecer favordvel A realzacio do Mesmo.

S8o Luls, 040872014

%’-ﬂy- \6'-«»#_&.- P
é;-rw

' Elizabeth Soares Fornandes
.., Coordenador CEUA-UNICEUMA
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