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RESUMO

A periodontite consiste em uma doenca inflamatoéria cronica caracterizada por inflamagao
tecidual associada com perda progressiva de insercao gengival, reabsor¢ao dssea e migragao
apical do epitélio juncional. A saide periodontal necessita de um estado imuno-inflamatoério
controlado que possa manter a homeostase na relagdo microrganismo-hospedeiro; porém na
periodontite, a resposta imune do hospedeiro ¢ desregulada. Um mediador inflamatério que
parece exercer papel fundamental na evolugdo da periodontite € o 6xido nitrico (NO), que é um
radical livre produzido a partir da L-arginina pela acdo de enzimas denominadas 6xido nitrico
sintases. Estimulos inflamat6rios ativam a iINOS (6xido nitrico sintase induziveis) em varias
células, incluindo osteoclastos e osteoblastos, resultando no aumento da producdo de NO nos
tecidos e atuando na reabsorcdo Ossea. Algumas estratégias terapéuticas baseadas no uso de
extratos vegetais tém sido investigadas para modulacdo da resposta inflamatoria, inclusive na
periodontite. Nessa perspectiva, o 0leo essencial de bergamota (BEO) tem mostrado resultados
promissores e desta forma, a hipdtese levantada no presente estudo € que o uso do BEO
apresenta efeito anti-inflamatorio e reduz a perda Ossea alveolar sugerindo potencial acdo
adjuvante na terapia periodontal mecanica em modelo de periodontite induzida. As
propriedades anti-inflamatorias do BEO foram avaliadas por meio de um estudo in vivo em
modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos e uma analise in silico dos principais
compostos do BEO (acetato de linalil e o linalol) para verificar possiveis vias de absorcéo,
biodisponibilidade oral e efeitos toxicos. Um total de 24 ratos Wistar machos foram incluidos
no estudo e divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8): ratos sem ligadura que receberam
gavagem diaria com veiculo (DMSO 2%); 2) Grupo ligadura (n=8): ratos com ligadura que
receberam gavagem diaria com veiculo; 3) Grupo ligadura + BEO (n=8): ratos com ligadura
que receberam gavagem diéria com BEO (0,1 ml/kg em veiculo). Apés 15 dias, 0s animais
foram sacrificados e as amostras de tecidos gengivais em torno dos primeiros molares
inferiores, bem como as hemimandibulas, foram coletadas e armazenadas. Analises da
concentracdo de proteinas totais e da producédo de 6xido nitrico foram realizadas. A reabsorcéo
6ssea foi avaliada por método morfométrico na regido mesial dos primeiros molares inferiores
esquerdos. O teste ANOVA seguido de Tukey foi utilizado na analise estatistica, adotando o
nivel de significancia de 5%. Em relacdo a concentracdo de proteinas totais, 0s grupos ligadura
e ligadura + BEO apresentaram um aumento significante quando comparados ao grupo controle
(p < 0,05). Os grupos ligadura e ligadura + BEO também apresentaram maior producéo de NO

no tecido gengival quando comparados ao grupo controle (p < 0,05). Com relacdo a reabsorgéo



Ossea alveolar, observou-se reducdo estatisticamente significante (p < 0,05) no grupo ligadura
+ BEO quando comparado ao grupo ligadura. Na andlise in silico, os compostos do BEO
demonstram alta absorcdo gastrointestinal e estdo de acordo com os critérios da regra de
Lipinski. O acetato de linalil apresentou DLso de 12000 mg/kg e classe 6 de toxicidade. Os
achados sugerem que o uso de BEO pode reduzir a perda 6ssea alveolar em ratos com
periodontite induzida por ligadura, mesmo sem ter reduzido a producdo de NO no tecido
gengival. Os principais compostos do BEO apresentaram alta absor¢do gastrointestinal, boa

biodisponibilidade oral e baixo potencial de toxicidade.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamag&o. Reabsorcio 6ssea. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

Periodontitis consists of a chronic inflammatory disease characterized by tissue
inflammation associated with progressive loss of gingival insertion, bone resorption and
apical migration of the junctional epithelium. Periodontal health needs a controlled
immune-inflammatory state that can maintain homeostasis in the microorganism-host
relationship; however, in periodontitis, the host's immune response is deregulated. An
inflammatory mediator that seems to play a fundamental role in the evolution of
periodontitis is nitric oxide (NO), which is a free radical produced from L-arginine by the
action of enzymes called nitric oxide synthases. Inflammatory stimuli activate INOS
(inducible nitric oxide synthase) in several cells, including osteoclasts and osteoblasts,
resulting in increased production of NO in the tissues and acting on bone resorption. Some
therapeutic strategies based on the use of plant extracts have been investigated to modulate
the inflammatory response, including periodontitis. From this perspective, bergamot
essential oil (BEO) has shown promising results and, therefore, the hypothesis raised in the
present study is that the use of BEO has an anti-inflammatory effect and reduces alveolar
bone loss suggesting potential adjunctive action in mechanical periodontal therapy in an
induced periodontitis model. The anti-inflammatory properties of BEO were evaluated by
means of an in vivo study in a model of ligature-induced periodontitis in rats and an in silico
analysis of the main compounds of BEO (linalyl acetate and linalool) to verify possible
absorption routes, oral bioavailability and toxic effects. A total of 24 male Wistar rats were
included in the study and divided into 3 groups: 1) Control Group (n = 8): rats without
ligature that received daily gavage with vehicle (DMSO 2%); 2) Ligature group (n = 8): rats
with ligature that received daily gavage with vehicle; 3) Ligature + BEO group (n = 8): rats
with ligature that received daily gavage with BEO (0.1 ml / kg in vehicle). After 15 days,
the animals were sacrificed and samples of gingival tissues around the lower first molars,
as well as the hemimandibles, were collected and stored. Analyzes of total protein
concentration and nitric oxide production were performed. Bone resorption was evaluated
by morphometric method in the mesial region of the first left lower molars. The ANOVA
test followed by Tukey was used in the statistical analysis, adopting a significance level of
5%. Regarding the total protein concentration, the ligature and ligature + BEO groups
showed a significant increase when compared to the control group (p <0.05). The ligature
and ligature + BEO groups also showed higher NO production in the gingival tissue when

compared to the control group (p <0.05). Regarding alveolar bone resorption, there was a
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statistically significant reduction (p <0.05) in the ligature + BEO group when compared to
the ligature group. In the in silico analysis, the BEO compounds demonstrate high
gastrointestinal absorption and are in accordance with the criteria of the Lipinski rule.
Linalyl acetate showed LDso of 12000 mg / kg and class 6 toxicity. The findings suggest
that the use of BEO can reduce alveolar bone loss in rats with ligature-induced periodontitis,
even without reducing NO production in the gingival tissue. The main compounds of BEO
showed high gastrointestinal absorption, good oral bioavailability and low potential for

toxicity.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Bone resorption. Nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

A periodontite consiste em uma doenca inflamatoria cronica caracterizada por
inflamacdo tecidual, associada com perda progressiva de insercao gengival, reabsorcdo Gssea e
migracdo apical do epitélio juncional (CHENG et al., 2014; KINANE et al., 2017;
PAPAPANOU et al., 2018; TONETTI et al., 2018).

Muitas bactérias participam do processo de rompimento da homeostase microbiana com
o hospedeiro e a identificacdo dessas bactérias demonstraram a capacidade das mesmas em
prejudicar o sistema de defesa inato (HUANG et al., 2001; JI et al., 2007). No processo de
disbiose, a alteracdo que ocorre tanto no biofilme dental quanto na expressdo génica de
mediadores inflamatdrios e imunologicos do hospedeiro, resultando em um estado inflamatorio
intenso, o qual propicia o dano tecidual observado na periodontite (KINANE et al., 2017;
PAPAPANOU et al., 2018).

O ambiente subgengival ¢ intensamente infiltrado por mediadores imunoldgicos e
inflamatorios (NUSSBAUM et al., 2011; YILMAZ, 2008) ¢ manuten¢ao da satde periodontal
depende de um estado imuno-inflamatério controlado que possa manter a homeostase na
relagdo microrganismo-hospedeiro (DARVEAU, 2014; KORNMAN et al., 1997; LAPPIN, D.
F. et al., 2000). Na periodontite, a resposta imune do hospedeiro ¢ desregulada e, portanto,
torna-se ineficaz na invasao bacteriana e a patogenicidade acaba se manifestando
(HAJISHENGALLIS et al., 2012).

Essa resposta inflamatdria é caracterizada pela ativacdo coordenada de varias vias de
sinalizacdo que regulam a expressdo de mediadores pro e anti-inflamatérios em células de
tecido inflamado, bem como leucdcitos recrutados no sangue. O fator de transcricdo nuclear kB
(NF-kB) é umregulador da resposta inflamatoria que impulsiona a ativacdo de genes associados
a transcricdo de mediadores inflamatdrios, como: interleucinas (IL), fator de necrose tumoral-
a (TNF-a) e prostaglandinas (PGs), bem como enzimas inflamatorias, tais como as 0xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenases (COXs) (FERLAZZO et al., 2016).

A INOS é responsavel pela producéo de 6xido nitrico (NO) por meio de células epiteliais
e inflamatdrias em resposta a citocinas pré-inflamatérias (FORSTERMANN; SESSA, 2012;
LAPPIN et al., 2000). O 6xido nitrico (NO) é um radical livre produzido a partir da L-arginina
pela agdo de enzimas denominadas iNOS (LAPPIN et al., 2000). Estimulos inflamatérios
ativam a iINOS em vérias células, incluindo osteoclastos e osteoblastos, resultando no aumento
da producdo de NO nos tecidos e atuando na reabsorcdo 0ssea (BORKAR; BHUTADA,
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PANDAGALE, 2016). Este infiltrado pode penetrar mais profundamente até destruir os tecidos
de suporte periodontal (DI BENEDETTO et al., 2013; KIRKWOOD et al., 2007), promovendo
a reabsorcao 0ssea alveolar que se apresenta como caracteristica predominante na periodontite
(KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Embora o NO tenha uma funcéo
antimicrobiana protetora, sua concentracao elevada nos tecidos tem um efeito citotoxico para
as células hospedeiras (UGAR-CANKAL; OZMERIC, 2006).

Modelos animais com periodontite induzida por ligadura sdo utilizados para recriar esse
ambiente disbiodtico. Esse modelo foi descrito pela primeira vez em 1966 (ROVIN; COSTICH;
GORDON, 1966) e é atualmente considerado um dos modelos animais mais usados em
pesquisa periodontal, especialmente para estudar a influéncia dos fatores de risco na progressao
da doenga (DUARTE et al., 2004; SAKALLIOGLU et al., 2008) e para testar o efeito de
diferentes abordagens terapéuticas (JIN et al., 2007; MENEZES et al., 2005).

O modelo consiste na inser¢do de uma ligadura (fio) de algodao, seda ou nailon na regido
subgengival dos molares (maxilares ou mandibulares) de ratos para permitir o acimulo de
biofilme, induzindo alteracbes nos tecidos periodontais semelhantes as observadas na
periodontite em humanos, incluindo migracgéo apical de epitélio juncional, influxo de celulas
inflamatarias, ruptura de fibras do ligamento periodontal e perda 6ssea (DUARTE et al., 2004;
GALVAO et al., 2003; ROVIN; COSTICH; GORDON, 1966; WU et al., 2020).

No intuito de aperfeigoar o tratamento da periodontite, medidas terapéuticas assertivas
devem ser adotadas. Observamos que a terapia mecanica quando utilizada isoladamente,
consegue resultados benéficos a longo prazo para a maioria dos pacientes (HEITZ-
MAYFIELD; LANG, 2013). Porém, uma quantidade pequena, entretanto significativa, podem
ndo responder adequadamente a este tipo de tratamento (GRAZIANI et al., 2017).

Para esses pacientes, as terapias sistémicas foram sugeridas como complementares aos
procedimentos mecanicos € quimicos convencionais realizados, possibilitando assim uma
modulagdo da resposta imuno-inflamatoria do hospedeiro (GRAZIANI et al.,, 2017). Um
produto ja comercialmente disponivel e aprovado para uso clinico nos EUA, ¢ o Periostat®,
que ¢ a dose diaria de doxiciclina 20 mg. A doxiciclina, da familia dos antibiodticos, inibe a
metaloproteinase de matriz, que é uma enzima dependente de zinco e é capaz de degradar uma
grande variedade de proteinas da matriz extracelular, incluindo o coldgeno. Para a maioria dos
pacientes ¢ prescrito um unico curso de dose subantimicrobiana de doxiciclina, por 3 meses,

em conjunto com o inicio da terapia ndo-cirargica, Com 0 objetivo de ndo inibir completamente
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a atividade da metaloproteinase de matriz, mas modular os niveis patolégicos destas que estdo
associadas a periodontite (PRESHAW, 2017).

Outra possibilidade que vem sendo pesquisada sdo os inibidores da éxido nitrico sintase
(NOS). Estes demonstraram possuir efeitos protetores contra a reabsorcdo 0ssea alveolar na
periodontite induzida em ratos (LEITAO et al., 2005; LOHINAI et al., 1998) apds 0 uso de um
inibidor seletivo de INOS - mercaptoetilguanidina — confirmaram que o NO tem um papel
deletério na fisiopatologia da periodontite e que sua modulacdo pode prevenir a destruicao
tecidual.

Frente & necessidade de explorar novos medicamentos com possivel efeito anti-
inflamatdrio sobre os tecidos periodontais, os produtos de origem natural tém sido estudados
como uma importante fonte de novos agentes terapéuticos, incluindo farmacos moduladores da
resposta do hospedeiro (FREIRES; ROSALEN, 2016). Essa busca deve ser por farmacos que
possibilitem novas modalidades de tratamento periodontal complementar, que sejam eficazes e
de baixo custo, que tenham bom rendimento, que possam ser bem absorvidos por via oral e que
possuam baixa toxicidade.

Nesse sentido, um produto natural promissor € o 6leo essencial de bergamota (BEO),
produzido por meio da prensagem a frio da casca da Citrus bergamia Risso et Poiteau
(NAVARRA et al., 2015). Este 6leo essencial é composto por terpenos aromaticos volateis e
derivados oxigenados, tais como o linalol e o acetato de linalil (KUWAHATA et al., 2013). E
normalmente utilizado nas industrias cosméticas, na composi¢ao de muitas fragrancias, logdes
corporais, sabonetes, nas industrias alimentares para aromatizar cha, bebidas e doces, nas
industrias farmacéuticas (para absorver o odor desagradavel dos medicamentos e pelas suas
propriedades anti-sépticas e antibacterianas) (CIRMI et al., 2016), assim como na aromaterapia
(NAVARRA et al., 2015).

Pesquisadores comecaram a investigar as propriedades biologicas dos derivados da
bergamota e sugeriram que estes possuam potencial efeito neuroprotetor (CORASANITI et al.,
2007), antiproliferativo (CELIA et al., 2013; NAVARRA et al., 2015), anti-inflamatorio e
analgésico (IMPELLIZZERI et al., 2015; NAVARRA et al., 2015). Estes altimos, foram
descritos, também, por Karaca et al. (2007) em modelo de edema de pata induzido por
carragenina, onde encontraram 63,39% de redu¢do do edema quando usaram o BEO a 0,1 mL

/ kg.
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Devido a grande importancia econdémica dos compostos do género Citrus, o qual a
bergamota faz parte, estudos tém sido realizados e notaram que existe uma grande variagdo na
composi¢do quimica dos 6leos citricos devido as diferengas de origem, contexto genético,
estacdo, clima, idade, estagio de maturacdo, método de extracdo, entre outros. (DOSOKY;
SETZER, 2018). Na revisao sistematica de Perna et al., 2019, mostra que os subprodutos da
bergamota - suco, 6leo essencial e outros - sdo pesquisados usando administracdes por via
inalatoria, intraplantar e oral. Porém, ainda ndo possuem estudos na literatura que utilizem o
BEO por via oral para controle da inflamagao periodontal.

Alguns dos compostos majoritarios do BEO, como o acetato de linalil e o linalol, os
quais também estdo presentes em outros Oleos essenciais, vem demonstrando um potencial
efeito anti-inflamatdrio, mesmo que em diferentes modelos de indugdo de inflamagdo (AOE et
al., 2017; KHODABAKHSH; SHAFAROODI; ASGARPANAH, 2015; LOMBARDO et al.,
2020; PEANA et al., 2002; RAI et al., 2020).

Por exemplo, como no dleo essencial de chinotto (CEOs), de forma taxondmica
relacionada a bergamota, o linalol e o acetato de linalil presentes reduziram a producao de NO,
a expressdo de genes inflamatorios, como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e iNOS, citocinas,
incluindo interleucina-1p (IL -1pB) e interleucina-6 (IL-6), e proteina quimiotatica de mondcitos
de quimiocina-1 (MCP-1) por macréfagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS)
(PLASTINA et al., 2018).

Sendo assim, este trabalho investigou o efeito do tratamento com 0 BEO em modelo de
periodontite induzida por ligadura em ratos, avaliando o potencial deste 6leo essencial na
modulacdo da resposta imuno-inflamatdria, bem como seus efeitos sobre a reabsorcdo 6ssea
alveolar. Em acréscimo, realizou-se a avaliacdo in silico dos principais compostos do BEO a
fim de investigar suas possiveis vias de absorcao, biodisponibilidade oral e efeitos tdxicos, pois
0s estudos encontrados com BEO utilizam outras vias de administracdo (KARACA et al., 2007;
SAKURADA et al., 2009; SCUTERI et al., 2019), que ndo a oral.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de bergamota (BEO) sobre 0
processo inflamatorio e a reabsorcdo dssea alveolar relacionados a periodontite induzida por
ligaduras em ratos. Realizar uma andlise in silico dos principais compostos presentes neste 6leo
essencial. Material e Método: O estudo in vivo foi realizado em 24 ratos Wistar machos,
submetidos a inducdo de periodontite pela inserc¢do de ligadura em torno dos primeiros molares
inferiores. Os animais foram divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8): ratos sem
ligadura que receberam gavagem diaria com veiculo (DMSO 2%); 2) Grupo ligadura (n=8):
ratos com ligadura que receberam gavagem diaria com veiculo; 3) Grupo ligadura + BEO (n=8):
ratos com ligadura que receberam gavagem diaria com 0leo essencial de bergamota (0,1 ml/kg
em veiculo). Apos 15 dias, estes foram sacrificados e as amostras de tecidos gengivais em torno
dos primeiros molares inferiores e as hemimandibulas foram coletadas e armazenadas. Anéalises
da concentracgdo de proteinas totais e da producéo de 6xido nitrico (NO) no tecido gengival dos
animais foram realizadas utilizando-se o0 método de Bradford e reacdo de Griess,
respectivamente. A reabsorcdo Ossea alveolar foi avaliada por método morfométrico,
mensurando-se as distancias lineares entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea
(CO) na regido mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos. Os principais compostos do
0leo essencial de bergamota, acetato de linalil e o linalol, foram analisados in silico quanto as
possiveis vias de absorc¢éo, biodisponibilidade oral e toxicidade ao organismo. O teste ANOVA
seguido de Tukey foi utilizado na analise estatistica, adotando o nivel de significancia de 5%.
Resultados: Em relacdo a concentracdo de proteinas totais, os grupos ligadura e ligadura +
BEO apresentaram um aumento significante quando comparados ao grupo controle (p < 0.05).
Os grupos ligadura e ligadura + BEO também apresentaram maior producdo de NO no tecido
gengival quando comparados ao grupo controle (p < 0,05). Com relacdo a reabsorcao dssea
alveolar, observou-se reducéo estatisticamente significante (p < 0,05) no grupo ligadura + BEO
quando comparado ao grupo ligadura. Na analise in silico, os principais compostos do BEO
demonstram alta absorcdo gastrointestinal e estdo de acordo com os critérios da regra de
Lipinski. O acetato de linalil apresentou DLso de 12000mg/kg e classe 6 de toxicidade.
Conclusdo: O BEO reduziu a perda 6ssea alveolar em ratos com periodontite induzida por
ligadura, sem reduzir a producdo de NO no tecido gengival. Os compostos principais do BEO
apresentaram alta absorcdo gastrointestinal, boa biodisponibilidade oral e baixo potencial de
toxicidade.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamag&o. Reabsorcéo 6ssea. Oxido nitrico.
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2.1. INTRODUCAO

A periodontite € uma doenga inflamatdria cronica que leva a destrui¢do dos tecidos de
suporte dos dentes, com perda progressiva de insercdo, reabsorcdo 0ssea e migracao apical do
epitélio juncional®?. E desencadeada devido & infeccdo prolongada causada pelo biofilme
subgengival, capaz de mediar cascatas imuno-inflamatérias locais e sistémicas®.

Essa resposta inflamatéria é caracterizada pela ativagdo coordenada de varias vias de
sinalizacdo que regulam a expressdo de mediadores pro e anti-inflamatorios em células de
tecido inflamado, bem como leucdcitos recrutados no sangue ™.

Um mediador inflamatério que parece ter um importante papel na progressao da
periodontite ¢ 0 NO® que é um radical livre produzido a partir da L-arginina pela agdo de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS)®. O NO pode modular a atividade de
osteoblastos e osteoclastos®, sendo sugerido que o mesmo contribua para o aumento do
infiltrado inflamatério e da destruigao dos tecidos periodontais. Embora o NO tenha uma funcéo
antimicrobiana protetora, sua concentracdo elevada nos tecidos tem um efeito citotdxico para
as células hospedeiras(”.

Farmacos baseados em antimicrobianos e anti-inflamatorios ndo-esterdides atrairam
consideravel interesse das pesquisas®, no entanto, eles possuem varios efeitos colaterais
prejudiciais®. Para limitar esta desvantagem, o uso de medicamentos fitoterapicos,
nutracéuticos e suplementos alimentares aumentaram muito como uma forma de medicina
alternativa e / ou complementar para o tratamento de varias doencas, incluindo as
inflamatorias®.

A humanidade beneficiou-se, empiricamente de medicamentos naturais para tratar ou
prevenir um amplo espectro de doencas. De fato, os produtos naturais representam uma fonte
potencial e valiosa para o desenvolvimento de medicamentos e produtos no manejo de doencas,
entre elas as que acometem a cavidade oral®®. Atualmente, h4 uma busca por farmacos que
possibilitem novas modalidades de tratamento, atuando na modula¢do da resposta imuno-
inflamatoria e em particular, na periodontite®V. Essa busca deve ser por farmacos que
possibilitem novas modalidades de tratamento, que sejam eficazes e de baixo custo, tenham
bom rendimento, que possam ser bem absorvidos por via oral e que possuam baixa toxicidade.

Nesse sentido, um produto natural promissor é o 6leo essencial de bergamota (BEO),
produzido através da prensagem a frio da casca da Citrus bergamia Risso et Poiteau?. Este
6leo essencial € composto por terpenos aromaticos volateis e derivados oxigenados, tais como

o linalol e o acetato de linalil®®,
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Pesquisadores comecaram a investigar as propriedades biologicas dos derivados da
bergamota e sugeriram que estes possuem potencial efeito neuroprotetor?),
antiproliferativo!>!>, anti-inflamatério e analgésico!*!®, Estes ultimos, sido descritos,
também, por Karaca et al., 200717 em teste de edema de pata induzido por carragenina, onde
encontraram 63,39% de redu¢do no edema quando usaram o BEO a 0,10 mL / kg. Alguns dos
principais compostos do BEO, como acetato de linalil e o linalol, vém demonstrando um
potencial efeito anti-inflamatério, mesmo que, em diferentes modelos de indugao de inflamagao
ou até, em outros 6leos essenciais, nos quais também possuem esses compostos13-22),

Por exemplo, como no dleo essencial de chinotto (CEOs), de forma taxon6mica
relacionada a bergamota, o linalol e o acetato de linalil presentes reduziram a producao de NO,
expressdo de genes inflamatorios, como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), citocinas, incluindo interleucina-1p (IL -1B) e interleucina-6 (IL-6), e
proteina quimiotatica de mondcitos de quimiocina-1 (MCP-1) por macréfago estimulado por
LPS®?),

Sendo assim, este trabalho investigou o efeito do tratamento com BEO em modelo de
periodontite induzida por ligadura em ratos, avaliando o potencial deste dleo essencial na
atuacdo da modulacdo da resposta imuno-inflamatoria, bem como seus efeitos sobre a
reabsor¢do Ossea alveolar. Em acréscimo, realizou-se a avaliacdo in silico dos principais
compostos do BEO a fim de investigar suas possiveis vias de absor¢ao, biodisponibilidade oral
tedrica e efeitos toxicos possiveis, pois os estudos encontrados com BEO utilizam outras vias

de administracio!7**? que ndo a oral.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Animais

Um estudo experimental em modelo animal de periodontite induzida, conforme figura
1, foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Ceuma
(Maranhao, Brasil) e teve inicio somente apds a sua aprovacao sob o protocolo 110/19.

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), provenientes do
biotério da Universidade Ceuma (Maranhdo, Brasil), com idade de aproximadamente 8 semanas
e peso entre 300 g e 400 g. Os animais receberam racao balanceada e dgua ad libitum durante
todo o periodo em que estiveram acondicionados no biotério. A temperatura da sala foi mantida
a 22° + 1 °C, sob ciclo de iluminagao claro/escuro de 12/12 horas. Foi utilizado o ARRIVE

como guia para as diretrizes de todo o experimento animal®®).
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2.2.2. Inducio da periodontite, tratamentos e periodo experimental

Para inducdo da periodontite, os animais foram anestesiados, previamente, utilizando-
se solucdes de cloridrato de ketamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal.

Em seguida, foi inserido um fio de algoddo (Corrente 10, Brasil), chamado de
“ligadura”, passando-se pelo espago interproximal, em torno dos primeiros molares inferiores
direitos e esquerdos a nivel do sulco gengival®’?®. Animais sem ligadura foram utilizados como
grupo controle.

Os animais foram, aleatoriamente, divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8
animais): Ratos sem ligadura que receberam gavagem diaria com veiculo (DMSO 2%); 2)
Grupo Ligadura (n= 8 animais): Ratos com ligadura que receberam gavagem diaria com veiculo
(DMSO 2%); 3) Grupo Ligadura + BEO (n=8 animais): Ratos com ligadura que receberam
gavagem didria com BEO a 0,1 ml/kg em veiculo!”. O BEO foi adquirido comercialmente
(Sigma®) e sua concentragdo testada foi definida com base em suas agdes anti-inflamatorias
descritas na literatura®®-9,

Os animais receberam gavagem oral diaria com veiculo e/ou com BEO no primeiro dia
apos a inducdo da periodontite e por um periodo de 14 dias. As doses eram reduzidas
/aumentadas de acordo com os pesos dos animais. Estes, foram pesados no baseline, 3, 7 e 14
dias do experimento. Foi realizado o0 acompanhamento de peso e condicdes clinicas dos animais
com o objetivo de avaliar o efeito da medicacgéo testada durante o periodo experimental.

Os animais foram sacrificados por inducédo de anestesia profunda apds 15 dias do inicio

do experimento e respectivos tratamentos realizados®!-32),

2.2.3. Coleta e armazenamento das amostras

Os tecidos gengivais em torno dos primeiros molares inferiores direitos foram coletados
com o auxilio de lamina de bisturi 15C e armazenados a -80°C para avaliacdo da producéo de
NO e dosagem de proteinas totais. Logo apos, as hemimandibulas foram armazenadas em

formaldeido 10% para avaliagdo da reabsorcdo dssea alveolar por analise morfométrica®3-4,

2.2.4. Preparo dos tecidos gengivais

Inicialmente, os tecidos gengivais do lado direito foram homogeneizados utilizando-se
solucgéo de PBS (Phosphate Buffered Saline) (150 pL em cada amostra) juntamente com esferas
de aco introduzidas em tubos individuais. Os tecidos foram submetidos a maceracdo com o

auxilio de um extrator automatico (Tissue Lyser LT - QIAGEN, Alemanha) durante o periodo
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de 20 minutos. Logo apos, foi realizada a centrifugacdo (Centrifuga Novatecnica — NT 820)

das amostras homogeneizadas por 10 min/2000 g para coleta dos sobrenadantes.

2.2.5. Avaliacido da concentracio de proteinas totais no tecido gengival
O método de Bradford®> foi utilizado para esta avaliagdo, sendo todas as fases deste
método feitas em uma placa de 96 pogos. Realizou-se uma curva-padrdo de albumina nesta
placa e, em cada pogo, colocou-se 25 uLL da amostra e 200 uL do reagente de Bradford (corante
de "Coomassie brilliant blue" BG-250) (diluicdo 1:4). As amostras passaram por um periodo
de incubacdo de 5 minutos em temperatura ambiente. A leitura de absorbancia foi feita
utilizando-se um espectrofotdometro (Microplate reader MB-580, Heales) a 630 nm.

2.2.6. Avaliacido da producio de NO no tecido gengival

Para esta avaliacdo, os sobrenadantes obtidos do tecido gengival dos animais foram
analisados quanto a producio de NO?" e NO*  usando o reagente de Griess (0,1% de n-1-naftil-
dihidrocloridrato etilenodiamina em 5% de acido fosforico e 1% de sulfanilamida), o qual foi
adicionado as amostras (50 pl do reagente / 50 ul do sobrenadante) em uma placa de 96 pocos.
Nitrito de s6édio (NaNQO3) foi utilizado para a confec¢ao da curva-padrao. Apds um periodo de
30 minutos de incubacgdo, a temperatura ambiente e protegidos da luz, foi realizada a leitura da

absorbancia com um espectrofotometro a 550 nm (Microplate reader MB-580, Heales)®"

2.2.7. Avaliacdo morfométrica da reabsorcéo 0ssea alveolar

Para esta avaliacdo, as hemiarcadas esquerdas foram, inicialmente, imersas em solugéo
de perdxido de hidrogénio (H20.) a 30% por 2 horas®®. Em seguida, todo o tecido mole
remanescente foi retirado das mesmas. Para visualizacdo da JCE, todas as pecas foram coradas
com uma mistura de azul de metileno e dgua destilada (1g9/100ml) por 30 minutos. Logo apds,
as pecas foram lavadas em agua corrente para remocao do excesso do corante (Figura 2).

Em seguida, as hemimandibulas foram observadas em lupa estereoscépica (UEye,
Alemanha) em aumento de 40 vezes, sendo posicionadas de forma que ocorresse a sobreposicdo
das cuspides vestibulares e linguais, ndo havendo a possibilidade de visualizacdo da superficie
oclusal. As hemimandibulas foram digitalizadas e mensuradas com auxilio do software Ueye
cockpit.

A avaliacdo da perda 6ssea alveolar foi feita pela mensuracdo da distancia entre JCE e
a CO da regido lingual das hemimandibulas, sendo seguida a inclinagdo radicular®®. As

mensuragOes foram obtidas na regido mesial do primeiro molar pelo lado lingual destas
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hemimandibulas.
Além disso, as mensuracgdes foram feitas por um unico avaliador calibrado, sendo que
0 mesmo ndo tinha conhecimento dos grupos avaliados, pois foi realizada uma randomizacéo

prévia para caracterizar a avaliacdo como duplo-cego.

2.2.8. Avaliagéo in silico

Esta avaliacdo computacional foi realizada com auxilio de programas com bancos de
dados on-lines. Onde, de acordo com o CAS (Chemical Abstracts Service) do BEO (8007-75-
8), foram selecionados os principais compostos dessa substancia (acetato de linalil — 30 a 60%
e linalol — 11 a 22%) e foram verificadas possiveis vias de absorcdo, biodisponibilidade oral e
toxicidade no organismo.

Para avaliagdo das possiveis vias de absorcdo, foram selecionadas estimativas de
absorcdo gastrointestinal, permeabilidade atraves da barreira hematoencefélica e permeacao
através da pele (log Kp em cm / s). Foi utilizado o programa SwissADME (http: //
www.swissadme.ch/index.php#)©®” para esta avaliacdo. Para avaliar o log Kp, quanto mais
negativo for o valor encontrado, menos permeavel a pele é a molécula.

A verificacdo quanto a biodisponibilidade oral tedrica desses principais compostos, foi
realizada por meio do programa SwissADME (http: //www.swissadme.ch / index.php #)G7.
Este programa fornece informagdes sobre as seguintes propriedades: 1) Area de superficie polar
total - TPSA; 2) Coeficiente de particdo (dgua /6leo) — iLogP; 3) Peso molecular — MW, 4)
Numero de receptores de hidrogénio - nALH e 5) Numero de doadores de hidrogénio - nDLH.
Com a finalidade de prever a biodisponibilidade oral dos principais compostos do BEO, seus
valores de TPSA, iLogP, peso molecular, nALH e nDLH foram analisados baseados na "Regra
dos Cinco"®®, onde para apresentar uma boa estimativa, uma molécula precisa atender aos
requisitos de pelo menos trés dos parametros analisados: 1) TPSA <140 A?; 2) iLogP < 5; 3)
MW <500 daltons; 4) nALH <10, e 5) nDLH <5.

Por ultimo, foi realizada a avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos dos compostos
majoritarios do BEO por meio do programa Osiris (www.organic-chemistry.org/prog/ peo /
drugScore.html)©®7),

Esses parametros obtidos foram avaliados através da comparacdo das estruturas
quimicas dos compostos com um banco de dados contendo medicamentos disponiveis
comercialmente. Os efeitos tdxicos foram classificados como mutagénicos, tumorigénicos,

irritantes e se possuiam efeitos na reproducéo.


http://www.swissadme.ch/index.php
http://www.organic-chemistry.org/prog/
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Os valores de DLsp em mg / kg foram estimados usando o programa PROTOX
(http://tox.charite.de/protox_l1/index.php?site=compound_input) e classificados quanto a
toxidade das substancias®?.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, EUA)
e foram apresentados como médias e desvio-padrao (DP). A normalidade das variaveis foi
realizada usando o teste de Shapiro-Wilk. Comparag¢des entre os grupos foram realizadas

usando ANOVA One-Way seguido por teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

2.4. RESULTADOS

2.4.1. Avaliacdo do Peso dos animais

Como mostra a Figura 3a, os diferentes grupos apresentavam animais com pesos
similares no baseline e em todo o periodo experimental (p > 0,05). A inser¢do da ligadura
promoveu leve tendéncia a queda de peso nos animais no dia 3, porém sem diferenca
estatisticamente significante. (p >0,05). Os animais continuaram ganhando peso até o final do

experimento.

A Figura 3b mostra que ndo houve perda de peso ao longo do experimento relacionado
ao tratamento com o BEO; ao contrario, os animais tiveram ganho de peso quase significativo

em relacdo aos outros grupos aos 7 e 14 dias.

2.4.2. Avaliacao da concentracdo de proteinas totais no tecido gengival

Na andlise de proteinas totais, observou-se que 0s grupos onde 0s animais receberam
ligadura apresentaram um aumento da concentracdo de proteinas totais do tecido gengival em
relacdo ao grupo controle (p < 0.05). Néo houve diferenca entre os grupos Ligadura e Ligadura
+ BEO (p > 0,05) (Figura 4).

2.4.3. Avaliacao da producéo de oxido nitrico no tecido gengival
Na analise da producdo de NO nos tecidos gengivais, ndo houve variacdo

estatisticamente significante entre os trés grupos (p > 0,05) (Figura 5).

2.4.4. Avaliacdo morfométrica da reabsorgdo Gssea alveolar

As hemimandibulas apresentaram uma maior perda Gssea nos grupos que receberam


http://tox.charite.de/protox_II/index.php?site=compound_input
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ligadura em comparagéo ao grupo controle (p <0,05). Observou-se, também, uma redugdo na
reabsorcdo Ossea alveolar, com diferenca estatisticamente significante, no grupo de animais

tratados com BEO comparado ao grupo ligadura (p <0,05) (Figura 6).

2.4.5. Avaliacao in silico dos principais compostos do BEO

Em relacdo a absorcédo, a tabela 1 mostra que os compostos apresentaram uma alta
absorcdo no trato gastrointestinal e apresentaram permeabilidade para atravessar a barreira
hematoencefélica. Com relagdo a permeabilidade na pele (log Kp) todos apresentaram
resultados negativos, demonstrando que estes compostos possuem baixa permeabilidade na
pele.

Esta mesma tabela demonstra que os principais compostos, acetato de linalil e o linalol,
se enquadram nos critérios para apresentar boa estimativa de biodisponibilidade oral, de acordo
com a Regra dos Cinco®®).

E, em relacdo a avaliacdo de toxicidade nos principais compostos do BEO, ficou
demonstrado na tabela 1, que o acetato de linalil ndo apresenta nenhum dos efeitos descritos.
Entretanto, o linalol pode apresentar altos efeitos mutagénicos e irritantes.

O DLsp do acetato de linalil foi de 12000 mg/kg. E em relagéo a classe de toxicidade, o

acetato de linalil foi classificado como ndo téxico.

2.5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo mostram que o tratamento oral com éleo essencial
de bergamota reduziu a reabsorcdo dssea alveolar nas hemimandibulas de ratos submetidos a
um modelo de periodontite induzida por ligadura®®®44) apesar de ndo termos encontrado uma
reducdo da producdo de NO nos tecidos gengivais. Aléem disso, 0 BEO mostrou ter boa absor¢édo
gastrointestinal, boa biodisponibilidade oral e ndo ser tdxico. Em conjunto, esses achados ndo
apenas confirmam a potencial capacidade anti-inflamatéria do BEO, mas também sdo 0s
primeiros a demonstrar uma possibilidade terapéutica complementar promissora na doenca
periodontal.

Os derivados da bergamota vém sendo pesquisados como uma possibilidade de
apresentar efeitos terapéuticos em relagdo a doencas inflamatdrias®. Na revisdo sistematica de
PERNA et al., 2019“? mostra que os subprodutos da bergamota - suco, dleo essencial e outros

- sdo pesquisados usando administragdes por via inalatdria, intraplantar e oral . Porém, ainda
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ndo possuem estudos na literatura que utilizem o BEO por via oral para controle da inflamacao
periodontal.

Este presente estudo mostra que o tratamento oral com 6leo essencial de bergamota
modulou positivamente a reabsorcdo 6ssea alveolar em ratos que foram submetidos a um
modelo de periodontite induzida por ligadura. O modelo de indugéo que foi utilizado em nosso
estudo é bem consolidado na literatura®>4%4! e demonstra ser bem efetivo quando comparamos
grupos controle com grupos onde a periodontite foi induzida®?.

Para confirmar a efetividade deste modelo, foi realizada a analise da concentracdo de
proteinas totais no tecido gengival dos animais. Nesta analise, observou-se que nos grupos onde
0s animais foram induzidos a periodontite por ligadura, estes apresentaram um aumento da
concentracdo de proteinas totais do tecido gengival em relagdo ao grupo controle. Portanto, este
modelo de inducdo de periodontite por ligadura mostra-se efetivo nos grupos avaliados e
corrobora com outros estudos que utilizaram este mesmo método de indugao®24%41),

O BEO e seus principais compostos mostraram possuir uma atividade anti-inflamatoria
promissora, pois ele conseguiu reduzir a reabsorcdo Ossea alveolar das hemimandibulas dos
animais que receberam essa substancia por gavagem oral. Esta reducdo na reabsorcdo 0ssea
alveolar, com diferenca estatisticamente significante, foi encontrada no grupo de animais
tratados com BEO quando comparado ao grupo ligadura. Esses resultados corroboram com o
estudo in vitro de Han et al., 2017“% onde verificou-se que o BEO conseguiu inibir
significativamente os 17 marcadores estudados (MCP-1, VCM-1, ICAM-1, IP-10, I-TAC, IL-
8, MIG, Colageno | e Ill, EGFR, MMP-1, PAI-I, TIMP-1 e 2, M-CSF, proliferacdo e
citotoxidade) que estdo relacionados as moléculas inflamatérias bem como a remodelacao
tecidual.

Entretanto, o BEO ndo teve uma atividade demonstrada sobre a producdo do 6xido
nitrico no tecido gengival dos animais no presente estudo. Em contraste com o estudo de
Graziano et al., 2012“, onde ensaios realizados em queratinocitos demonstraram que CBE
(extrato de Citrus bergamia Risso and Poiteau) ndo inibiu a proliferacdo celular e conseguiu
reduzir significativamente a producéo de NO entre outros.

O NO ¢ muito relevante na periodontite pois funciona como um marcador bioldgico e
seus niveis podem assumir papel deletério na osteoclastogénese. Altos niveis de NO inibem
tanto a reabsorcdo quanto a formacao 0ssea e podem extinguir a renovacdo 6ssea na inflamacgao
grave®. De acordo com Borkar et al., 2016®), sdo encontradas baixas concentragdes de NO no
tecido saudavel e funcionam como uma barreira protetora dos tecidos adjacentes aos dentes.

Provavelmente, o NO se mostre prejudicial quando produzido em maiores quantidades durante
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a inflamacdo, levando tanto a uma destruicdo do tecido quanto das bactérias presentes. Apesar
de ndo termos encontrado uma atividade considerdvel do BEO sobre a producdo de 6xido
nitrico, encontramos uma reducdo na reabsorcdo Ossea alveolar, o que sugere que o 6leo
essencial de bergamota possui uma agéo positiva sobre a inflamacéo.

Por isso, recomenda-se que sejam avaliados novos mediadores inflamatorios ou até o
préprio 6xido nitrico s6 que a nivel de expressdo génica. Pesquisas ja mostram efeitos positivos
na inativacdo seletiva do 6xido nitrico, a nivel de expressdo génica, atuando como possivel
modulador nas doencas orais("4748),

Em relacdo a dose utilizada no experimento, esta mostrou-se adequada de acordo com o
parametro dos pesos dos animais que ndo apresentou mudanca significativa, e também por
mostrar, na analise in silico, do acetato de linalil, DLsg de 12000 mg/kg e ser classificado como
ndo toxico. O que corrobora com o estudo in vivo realizado por Jenner et al., 1964“9, onde
referiu que o acetato de linalil possui DLso oral de 14550 mg/kg em ratos, valor semelhante ao
encontrado em nosso estudo.

A analise in silico também mostrou que 0s compostos majoritarios apresentam uma alta
absorcdo no trato gastrointestinal e possuem boa disponibilidade oral, sugerindo que o0 BEO
possa ser absorvido, de uma forma segura, também por via oral em contraste com os estudos
que encontramos na literatura®”242% que adotaram outras vias de administragdo. Ja o resultado
a respeito da reabsorcéo 0ssea alveolar, corrobora com a analise anterior, pois demonstra que o
BEO foi bem absorvido por via oral pelos animais, apresentando concentracGes eficazes para
uma acao terapéutica anti-inflamatéria e de prevencdo da reabsorcdo éssea alveolar
inflamatoria.

O acetato de linalil ndo apresenta risco de provocar efeitos mutagénicos, tumorigénicos,
irritantes e na reproducdo. Mas, a analise in silico sugere que o linalol demonstra risco de
provocar efeitos mutagénicos e irritantes quando avaliado de forma isolada. Porém, neste
estudo, o linalol encontrava-se diluido no 6leo essencial, 0 que torna mais seguro 0 seu uso.

Sabe-se, também que 0s monoterpenos, entre os quais o linalol e acetato de linalil,
principais compostos do BEO, possuem capacidade anti-inflamatoria e analgésica®t-°%5),
Portanto, pelo menos em parte, os efeitos anti-inflamatério e analgésico do BEO poderiam ser
atribuiveis a estes compostos, embora, este estudo ndo tenha como objetivo investigar qual
substancia isolada seria responsavel por esses resultados e sim, utilizar esses compostos
diluidos em éleo.

Baseado na hip6tese levantada e nos resultados obtidos, o uso do BEO apresenta efeito

anti-inflamatorio e reduz a perda 6ssea alveolar em modelo de periodontite induzida, podendo
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ter um papel promissor como adjuvante na terapia periodontal mecénica. Mais pesquisas devem
ser realizadas a fim de elucidar os mecanismos de atuacdo deste 6leo essencial nas diferentes
vias da resposta inflamatéria. Podendo investigar outros mediadores inflamatdrios ou mesmo o
6xido nitrico a nivel de expressdo génica para obter resultados mais consolidados, analises as

quais ndo conseguimos realizar neste estudo.

2.6. CONCLUSAO

E sugerido que o BEO tenha ag&o sobre a reabsorcdo 6ssea nos animais que utilizaram
essa substancia por via oral, apesar de ndo haver correlagdo com os achados sobre o NO. Os
compostos principais do BEO apresentaram alta absorcdo gastrointestinal, boa
biodisponibilidade oral e baixo potencial de toxicidade.
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FIGURAS E TABELAS

Figura 1 — Fluxograma com o delineamento experimental do estudo.
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Figura 2 — Hemimandibula corada com azul de metileno para visualizacdo da Juncéo

cemento-esmalte (JCE).
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Figura 3a. Resultados da avalia¢éo de pesos dos animais nos grupos Controle, Ligadura e
Ligadura + BEO durante diferentes etapas do periodo experimental (baseline, 3, 7 e 14
dias). Os dados foram expressos através de médias + DP (n = 8 animais por grupo). p > 0.05
quando comparado com o grupo controle de acordo com o teste de ANOVA seguido pelo teste

de Tukey.
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Figura 3b. Resultados dos pesos dos animais do grupo Ligadura + BEO durante o periodo
do experimento. Os dados foram expressos através de médias + DP (n = 8 animais no grupo).
p > 0.05 quando comparado entre os diferentes dias de pesagem de acordo com o teste de
ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Resultados da avaliacdo de proteinas totais no tecido gengival de animais
com periodontite induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram expressos
através de meédias = DP (n = 8 animais por grupo). *p < 0.05 quando comparado com o
grupo controle de acordo com o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Resultados da avaliacdo da produc¢do de oxido nitrico (NO) no tecido gengival
de animais com periodontite induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram
expressos através de médias + DP (n = 8 animais por grupo). Nenhuma diferenca estatistica

entre os grupos foi detectada pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 6. Resultados da avaliacao da perda dssea alveolar de animais com periodontite
induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram expressos através de médias
+ DP (n = 8 animais por grupo). Houve diferenca estatistica entre os grupos detectada pelo
teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey. *p < 0.05 quando comparamos com 0 grupo

controle; Tp < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ligadura.
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Tabela 1 - Estimativa in silico da absorcéo, da biodisponibilidade oral, dos efeitos
téxicos, DLso e classe de toxicidade dos principais compostos do BEO.

1. ESTIMATIVA DA ABSORCAO Acetato de Linalil Linalol
Absorgio Gastrointestinal Alta Alta
Permeabilidade na barreira hematoencefalica Sim Sim
Log Kp (em/s) - indice de permeacio na pele 4,71 -5,13

2. ESTIMATIVA DA BIODISPONIBILIDADE ORAL
iLogP - indice de lipofilicidade 3.08 2.70
MW (g/mol) - peso molecular 196.29 154.25
TPSA (A2) - drea da superficie polar total 26.30 20.23
nDLH - nimero de doadores de hidrogénio 0 1
pALH - numero de receptores de hidrogénio 2 1

3. ESTIMATIVA DE EFEITOS TGXICOS, DLsg E CLASSE

DE TOXICIDADE
Efeitos mutagénicos Nenhum Alto
Efeitos tumorigénicos Nenhum Nenhum
Efeitos irritantes Nenhum Alto
Efeitos na reprodugio Nenhum Nenhum
DLso (mg'kg) - dose letal 50% 12000 -

Classe de toxicidade
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3. CONSIDERACOES FINAIS

No modelo in silico, observou-se que 0s compostos majoritarios presentes no BEO
podem ser bem absorvidos pelo trato gastrointestinal e possuem boa biodisponibilidade oral e
no modelo in vivo, observou-se um aumento na concentracdo de proteinas totais nos grupos de
animais com ligadura e uma reducdo na reabsorcao Ossea alveolar no grupo ligadura + BEO
quando comparado ao grupo ligadura porém, o tratamento com o BEO ndo reduziu a producgéo
de NO nos tecidos gengivais dos animais. Deve-se, portanto, investigar outros mediadores
inflamatorios ou até mesmo o éxido nitrico a nivel de expressdo génica para constatar se existe
atuacdo do BEO na reducéo da producdo de NO.

Mais pesquisas devem ser realizadas no intuito de estabelecer quais 0s mecanismos e
substancias possam estar envolvidas na acdo anti-inflamatdria do BEO sobre a reabsorcéo 0ssea
alveolar.

Uma grande contribuicdo do nosso estudo foi em mostrar que a administragdo por via
oral do BEO consiste em uma nova possibilidade segura. Diferentemente de estudos anteriores

gue adotavam somente as vias intraplantar e inalatoria para a administracdo do BEO.
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ANEXO A - Parecer do Comité Etico em Pesquisa de Animais

e

atiVidadoe :I::ﬁj:::::zr: :earizlr;::c ;SEO) tem sido investigado por sues
(Navarra et. al, 2015; Impellizzeri et
al., 2015) sendo demonstradas por Karaca et al. 2007 em teste de edema de
pata induzido por carragenina, onde encontraram redugdo na inflamagéo em
95,70% com indometacina (controle padrao), 27,56% com 0,025 mL / kg de BEO,
30,77% com 0,05 mL / kg de BEO e 63,39% com 0,10 mL / kg de BEO.

Ainda nio existem estudos avaliando um potencial efeito do extrato
hidroalcoolico da A. Brachypoda ou do 6leo essencial de bergamota em modelos
de doenga periodontal, entretanto, resultados de andlises preliminares in vitro do
nosso grupo de pesquisa revelaram tanto uma agao anti-inflamatéria do extrato
bruto das folhas da A.brachypoda quanto do 6leo essencial de bergamota, com
reducdo de IL1-B e oxido nitrico (NO) produzidos por macrofagos estimulados

por lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (dados nao publicados). |

Para essa pesquisa serdo selecionados 2 animais com idade de,
aproximadamente, 3 meses € peso entre 250 e 350—§; oS quais serao
distribuidos, aleatoriamente, em 4 grupos (n= 8 animais/grupo):

Os animais serao, aleatoriamente, divididos em 4 grupos:

1) Grupo Controle (n=8 animais): Ratos sem ligadura que receberdo
gavagem diaria com veiculo (DMSO 2%);

2) Grupo ligadura (n= 8 animais): Ratos com ligadura que receberao

gavagem diaria com veiculo;

3) Grupo ligadura + extrato hidroalcodlico de A. brachypoda (n= 8
animais): Ratos com ligadura que receberao gavagem diaria com 0 extrato
hidroalcodlico de A. brachypoda 50 mg/kg em veiculo (dose baseada nos
resultados preliminares in vitro).

4) Grupo ligadura + BEO (n=8 animais). ratos com ligadura que
receberdo gavagem diéria com 6leo essencial de bergamota (0,1 mL/kg). O BEO
sera adquirido comercialmente (Sigma®), e sua concentragao a ser testada foi
definida com base em suas agoes anti-inflamatérias descritas, anteriormente, na

literatura (Berliocchi et al., 2009; Bagetta et al., 2010).
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al., 2915) sendo demonstradas por Karaca et al. 2007 em teste de edema de
pata induzido por carragenina, onde encontraram redugao na inflamagdo em
95,70% com indometacina (controle padrao), 27,56% com 0,025 mL / kg de BEO,
30,77% com 0,05 mL / kg de BEO e 63,39% com 0,10 mL / kg de BEO.

Ainda ndo existem estudos avaliando um potencial efeito do extrato
hidroalcoolico da A. Brachypoda ou do dleo essencial de bergamota em modelos
de doenga periodontal, entretanto, resultados de andlises preliminares in vitro do
nosso grupo de pesquisa revelaram tanto uma agao anti-inflamatéria do extrato
bruto das folhas da A.brachypoda quanto do éleo essencial de bergamota, com
redugéo de IL1-B e oxido nitrico (NO) produzidos por macréfagos estimulados

por lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (dados n&o publicados). \
Para essa pesquisa serdo selecionados 2 animais com idade de,

aproximadamente, 3 meses e peso entre 250 e 350 g 0s quais serao

distribuidos, aleatoriamente, em 4 grupos (n=8 animais/grupo):
Os animais serdo, aleatoriamente, divididos em 4 grupos:
1) Grupo Controle (n=8 animais): Ratos sem ligadura que receberao

gavagem diaria com veiculo (DMSO 2%);
2) Grupo ligadura (n= 8 animais): Ratos com ligadura que receberao

gavagem diaria com veiculo;
3) Grupo ligadura + extrato hidroalcodlico de A. brachypoda (n= 8

animais); Ratos com ligadura que receberdao gavagem digria com o extrato
hidroalcodlico de A. brachypoda 50 mg/kg em veiculo (dose baseada nos

resultados preliminares in vitro).
4) Grupo ligadura + BEO (n=8 animais): ratos com ligadura que

receberao gavagem diaria com ¢leo essencial de bergamota (0,1 mL/kg). O BEO
seré adquirido comercialmente (Sigma®), e sua concentragao a ser testada foi
definida com base em suas acées anti-inflamatorias descritas, anteriormente, na

literatura (Berliocchi et al., 2009; Bagetta et al., 2010).
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A CEUA - UNICEUMA SOBRE PROTOCOLO SUBMETIDO
DATA DO RECEBIMENTO: 21/06/2019 \ }”
LS
N° DO PROTOCOLO: 110/19 C .
N
N° DO PARECER: 09/19 (}O\\O %
DATA DO PARECER: 19/09/19 D

TiTULO DO PROJETO/AULA: Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria da Arrabidaea
brachypoda em modelo animal de periodontite

CARACTERISTICAS DA AMOSTRA: 18 Ratos (Rattus norvegicus albinus), machos, linhagem
Wistar, com 4 a 9 semanas de vida.

PESQUISADOR/PROFESSOR RESPONSAVEL: Lidio Gongalves Lima Neto

COLABORADORES: Luciana Salles Branco de Almeida, Luciana Maia Moura Naves, Claudia
Quintino da Rocha e Lucas Daylor Aguair da Silva.

DECISAO: (X ) APROVADO ( ) PENDENTE ( ) EXCLUIDO ( ) NAO APROVADO

A CEUA-UNICEUMA, em sua fungdo de examinar previamente os procedimentos de ensino
e pesquisa a serem realizados na Instituicdo, para determinar sua compatibilidade com a
legislagao aplicavel (Lei. 11794 e Resolugdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal — CONCEA). Reuniu-se no dia 20/09/2018, para apreciar a analise do
relator da proposta de protocolo n® 110/19, tendo chegado por votag@o da maioria dos membros

presentes, as seguintes consideragdes:

Consideragdes: O projeto tem como objetivo avalia os efeitos da Arrabidaea brachypoda (DC)
Bureau em modelo de doenca periodontal (DP) induzida por ligaduras em ratos. O delineamento
experimental do presente projeto consta de 18 ratos Ratos (Rattus norvegicus albinus), machos,
linhagem Wistar, com 4-9 semanas de vida. 56 camundongos isogénicos (machos), linhagem
C57BL6, peso 20 — 25 g, adultos, 8-10 semanas de vida, oriundos do Biotério de Criagao e
Experimentagdo Animal do UNICEUMA. Os animais serdo distribuidos em 3 grupos
experimentais (Controle; ratos sem ligaduras que receberdo gavagem diaria com veiculo DMSO
2%: Ligadura: ratos com ligaduras que receberdo gavagem didria com o veiculo; Ligadura +
extrato hidroalcodlico A. brachypoda, ratos com ligadura que receberao gavagem com 0 extrato
hidroalcotlico A. brachypoda 50 mg/kg em veiculo), contendo em cada grupo 06 animais. O
projeto foi delineado no periodo experimental de 14 dias para tratamentos, com subsequente
avaliagdo dos animais e eutanasia. Os animais serao tratados por gavagem 1x ao dia durante
14 dias. Seré realizado neste periodo coleta diaria de fezes. Apos os tempos de tratamento, 0S

animais serao submetidos a eutanasia com uso prévio de anestésico (Ketamania 90 mg/Kg)
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Em seguida, serao coletados: os te(:\q%:\\& s

7.
para avaligao de expressao génica de IL- ~
o da produgao de NO, mensuragdo da

(Xilaniza 10 mg/Kg)-

associado ao relaxante muscular 9
tra sendo utilizada

gengivais. figado rins, com a amos

1@, IL-17 e iNOS nos tecidos gengivais, mensuraga

figado dos rins.

reabsorgao 0ssea alveolar e avaliagao histopatologica do

Itens a serrem revisados:

2- Item 9.4.2.7 Avaliagao do fi
a solugao de formaldeido 10% dos determinados
com o manual da Fiocruz & de 24 a 48 horas. o
3. Item 9.6 Condigdes de alojamento alimentagao dos animais: S0 6 animais por
grupos. Serdo colocados 4 animais por gaiola. Os demais animais, no caso 2, podem ficar em
uma unica gaiola, ao invés de gaiolas individuais.

4- Item 10.2 Uso de farmaco anestésicos: A via de administraga
intramuscular, porém no item 9.4.2.2.1 a via descrita ea intraperitoneal.

rido projeto © tempo para fixagdo com

i dos rins: NO refe
i s sao de 7 dias. O tempo de acordo

6rgaos

o do anestésico é

Conclusao: Aprovado

Com base nos dados fornecidos pelo proponente, a Comissao, autoriza 0 protocolo supracitado,
devendo o presente documento ser apresentado @ Coordenagao do Biotério, para agendamento
do inicio dos procedimentos.

* Copia do protocolo segueé anexa.

Sao Luis/MA, 20/09/2019

Lidio Gongalves Lima Neto
Coordenador CEUA-UNICEUMA

| ,).;}( e =) yma NetO
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ANEXO B - Normas do Periddico Journal of Periodontal Research

MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

Page Charge

Articles exceeding 7 published pages (including figures and tables) are subject to a charge
of GBP70.00 per additional page. For guidance purposes, one published page amounts
approximately to 5,500 characters; text should be reduced if figures/tables are included
within the 7 pages. If authors are unable to pay additional page fees they will need to reduce
the length of their articles.

Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language must have their manuscript professionally edited by an English speaking person
before submission to make sure the English is of high quality. It is preferred that manuscript
is professionally edited. A list of independent suppliers of editing services can be found
at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid
for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication

Abbreviations and symbols: Abbreviations should be in accordance with Guidelines laid
down by the American Society of Microbiology. Unless they are in common usage (e.g.
DNA), all terms must be displayed in full in the key words, and the first time that they
appear in the abstract, the main text, tables and figures, followed by the abbreviation in
parentheses. If an abbreviation is used in the body of figure or table only it must be defined
in the figure legend or table footnotes. The symbol % is to be used for percent, h for hour,
min for minute, and s for second. In vitro and in vivo are to be italicized. Use only standard
abbreviations. All units will be metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a
decimal point, and not a comma, will be used. In cases of doubt, the spelling orthodoxy
of Webster 's Third New International Dictionary will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined in the typescript. The full proper name (e. g. Streptococcus sanguis ) must be
given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first
letter of the genus (e. g. S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause

confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e. g.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp
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streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalized and the name
is not underlined. Use of two letters of the genus (e. g. Ps .for Peptostreptococcus ) is
incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names should
be used instead of proprietary names.

It is strongly recommended that all abbreviations be introduced in the first paragraph in
Materials and Methods. Alternatively, define each abbreviation and introduce it in
parentheses the first time it is used; e.g., "Cultures were grown in Eagle minimal essential
medium (MEM)." Generally, eliminate abbreviations that are not used at least three times
in the text (including tables and figure legends).

Structure

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research should include: Title page,
abstract, main text, references and tables, figures and figure legends were appropriate.
Title Page: should contain the title of the article, name(s) of the author(s), initials, and
institutional affiliation(s), and the name and complete mailing address, including email
address, of the author responsible for correspondence. We accept only one corresponding
author per manuscript and in case of co-correspondence a foot note will be added indicating
‘Both the authors have contributed equally to the work’.The author must list 4 keywords for
indexing purposes.

Abstract: The abstract should consist of 1) the objective 2) the background data discussing
the present status of the field 3) methods 4) results 5) conclusion.

Main Text of Original Research Articles

Introduction: Summarize the rationale and purpose of the study, giving only strictly
pertinent references. Do not review existing literature extensively.
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