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RESUMO

Na populagdo mundial, existe uma elevada prevaléncia de periodontite que ¢é
responsdvel por grande parte da perda dentdria nos individuos. Portanto, existe uma
constante busca por novas opcoes terapéuticas mais eficazes e seguras para o tratamento
de periodontite. Neste trabalho, avaliamos os efeitos de uma substancia natural, a
mangiferina - uma xantona glicosilada obtida da Mangifera indica, sobre a doenga
periodontal experimental induzida em ratos. Os mecanismos de acdo pela qual a
mangiferina exerce sua acdo, também foram alvos deste trabalho, bem como os
provaveis efeitos toxicos decorrentes de seu tratamento (1, 4 ou 7 dias). A periodontite
foi induzida em ratos machos Wistar (~180 g) aplicando-se uma ligadura ao redor do
primeiro molar inferior direito. Os animais receberam diariamente pela via oral o
veiculo (salina 10 mL/kg), piroxicam (20 mg/kg) ou mangiferina (100 mg/kg). Nos dias
1, 4 ou 7 apés a aplicacdo da ligadura, os animais foram mortos e a perda dssea alveolar
(POA) foi determinada. Com a finalidade de elucidar os mecanismos de agdo da
mangiferina sobre a POA, realizamos as quantificacdes da celularidade presente nos
tecidos gengivais, avaliamos a expressdo de COX-2 neste tecido e determinamos o
rolamento e adesdo leucocitdria. Também avaliamos a atuacdo da mangiferina sobre os
niveis de lipoxina A4 e sobre a acdo das metaloproteinases (MMPs) 2 e 9. A ativacdo da
angiogénese e da proliferacdo celular também foi alvo de avaliacdo nos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. Os possiveis efeitos toxicos da administracdo da
mangiferina foram avaliados através da evolu¢do do peso corporal, pesos dos 6rgaos
vitais (coragdo, figado, pulmdes, rins e bago) e também pela determinagdo bioquimica
(uréia, creatinina, gama-GT, ALT, AST e glicose) do soro dos animais. A administra¢do
oral de mangiferina reduziu a POA apés 1 dia (p<0,05), 4 dias (p<0,001) e 7 dias

(p<0,001) de indug¢do da periodontite quando comparado com os animais tratados com



salina. Observamos também uma redu¢do do nimero de células dos tecidos gengivais
dos animais tratados com mangiferina, indicando um menor recrutamento de células
inflamatérias para o local. Estes dados podem ser explicados pela tendéncia da
mangiferina em inibir a COX-2 e também pela inibicio do rolamento e adesdo
leucocitdria promovida pela mangiferina. A mangiferina também exerceu agdo
antiquimiotdxica de mediadores inflamatérios pela manutencdo dos niveis normais de
lipoxina A4. A mangiferina ndo interferiu na atividade das MMPs 2 e 9, porém ndo
podemos excluir uma possivel ac@o inibitéria sobre a expressdo destas enzimas. A
reducdo da POA induzida pela mangiferina, também pode ser explicada pelo aumento
na formagdo de vasos sangiiineos (angiogénese) e pelo pico de proliferacdo celular mais
precoce que acarretou na aceleracdo no processo de reparo. Além da eficicia da
mangiferina sobre a POA, este estudo comprovou a seguranca de uso da mangiferina
que nado apresentou efeitos téxicos em nenhum dos pardmetros avaliados. Nossos
resultados demonstraram, portanto, que a mangiferina representa grande potencial

terapéutico tanto na prevencio como no tratamento da periodontite.



ABSTRACT

In the global population, there is an elevated prevalence of periodontitis that is
responsible for a large portion of tooth loss in individuals, thus provoking a constant
search for new therapeutic options that treat this affliction more efficaciously and
safely. In the present work, we evaluate the effects of a natural substance, mangiferin - a
glycosylated xanthone obtained from Mangifera indica - on periodontal disease
experimentally induced in rats. The action mechanisms by which mangiferin exerts its
action were also targets of our study, as well as the toxic effects resulting from resulting
its application (1, 4 or 7 days). Periodontitis was induced in male Wistar rats (~180 g)
by applying a ligature around the right inferior primary molar. The animals received the
vehicle daily by the oral route (saline 10 mL/kg), piroxicam (20 mg/kg) or mangiferin
(100 mg/kg). On days 1, 4 or 7 after ligature application, the animals were sacrificed
and alveolar bone loss (ABL) was determined. In order to elucidate the mechanisms of
mangiferin action on ABL, we quantified the cellularity present in gingival tissues,
evaluated COX-2 expression in this tissue and determined rolling and leukocyte
adhesion. We also evaluated the performance of mangiferin on lipoxin A4levels and the
action of metalloproteinases (MMPs) 2 and 9. Activation of angiogenesis and cellular
proliferation were also targets of assessment in animals submitted to the different
treatments. The possible toxic effects of mangiferin administration were evaluated
through the evolution of body weight, vital organ weights (heart, liver, lungs, kidneys
and spleen) and also by biochemical determination (urea, creatinine, gamma-GT, ALT,
AST and glucose) in animal serum. Oral mangiferin administration reduced ABL after 1
day (p<0.05), 4 days (p<0.001) and 7 days (p<0.001) from periodontitis induction,
compared to saline-treated animals. We also observed a reduction of cell number in

gingival tissue in animals treated with mangiferin, indicating lower recruitment of
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inflammatory cells to the location. These data can be explained by the tendency of
mangiferin to inhibit COX-2 and also by inhibition of rolling and leukocyte adhesion
promoted by mangiferin. Mangiferin also exerts anti-chemotaxic action of inflammatory
mediators by maintenance of normal lipoxin A4 levels. Mangiferin did not interfere in
the activity of MMPs 2 and 9, but we could not exclude a possible inhibitory action on
the expression of these enzymes. The drop in ABL induced by mangiferin, can also be
explained by increased formation of blood vessels (angiogenesis) and by an earlier peak
of cellular proliferation that led to acceleration of the repair process. Besides the
efficacious action of mangiferin on ABL, this study demonstrated the safety of
mangiferin by showing that its use did not present toxic effects in any of the parameters
evaluated. Our results demonstrated, therefore, that mangiferin represents great

therapeutic potential as much in prevention as in treatment of periodontitis.
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INTRODUCAO

A DOENCA PERIODONTAL

z

A doenga periodontal inflamatdria cronica é um problema de saidde oral da
populacio, responsdvel por grande parte da perda dentdria no adulto (1). A periodontite
conduz a uma destrui¢do dos tecidos que suportam o dente, incluindo a destrui¢do do
ligamento periodontal e a reabsorcido Ossea alveolar, que em casos severos leva a uma
mobilidade e perda dentéria (2).

A patogénese da periodontite estd relacionada com a formagdo de coldnias de
microorganismos presentes na placa bacteriana subgengival, incluindo algumas
bactérias anaerdbicas gram-negativas, bastonetes mdveis, espiroquetas, assim com virus
(3-5). Entretanto a periodontite também pode ser causada por alteragdes na resposta
imunoldgica (6-9).

Dentre as bactérias gram-negativas mais importantes estdo as Porphyromonas
gingivalis e Bacteriodes forsythus no caso da periodontite cronica, e os Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Aa) no caso da periodontite agressiva localizada. Estes
microorganismos possuem fatores de viruléncia que aumentam a sua infectividade e
fornece condi¢des para a sua multiplicacdo e persisténcia no periodonto (10).

A presenca destes microorganismos leva a formacdo de um biofilme dental
(placa bacteriana) que inicia uma resposta inflamatéria no individuo. Esta resposta
inflamatdria resulta na formacdo de edema, infiltragdo de leucdcitos e liberagdo de
mediadores inflamatdrios. A conseqiiéncia final deste processo € a formacdo de bolsa
periodontal, destrui¢do dos ligamentos periodontais, e reabsor¢do Ossea alveolar, que
resulta na perda dentdria (11).

O infiltrado de leucdcitos é um processo de multiplos passos, caracterizado por
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sua migracdo (rolamento) ao sofrer a acdo das quimiotaxinas, adesdo as células
endoteliais e transmigracdo através do endotélio. A interrup¢do de qualquer um destes
passos constitui um alvo em potencial para as drogas antiinflamatdrias (12-14).

Virios mediadores quimicos estdo envolvidos neste processo, dentre eles
destacam-se as prostaglandinas, cujas principais acdes s@o a vasodilatagdo e o aumento
da permeabilidade capilar, o que favorece a infiltracdo de leucdécitos e conseqiiente
processo inflamatério. As prostaglandinas sdo formadas a partir do dcido araquidonico
pela acdo das enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2), sendo a COX-1 constitutiva e
a COX-2 induzivel, a qual é encontrada abundantemente na doenga periodontal (15-17).
Além das prostaglandinas, o 4cido araquiddnico fornece outros mediadores quimicos
como as lipoxinas A4, que agem como antiinflamatdrios endégenos por apresentar agao
antiquimiotaxica, ou seja, inibindo o rolamento de leucdcitos. As lipoxinas funcionam
como um “stop” da inflamacdo diminuindo o recrutamento de leucdcitos e sua relacdo
com a periodontite tem sido demonstrada por vérios autores, sendo alvo em potencial
para novas estratégias de tratamento (18, 19).

Simultaneamente a estes processos descritos anteriormente, ocorre a acdo das
metaloproteinases (MMPs), as quais constituem uma importante familia de enzimas que
utilizam diversos componentes da matriz extracelular e membrana basal como
substratos. Estas enzimas sdo fundamentais no crescimento, no reparo € na
remodelagem dos tecidos, mas estdo envolvidas também na destrui¢do de tecidos em
casos patoldgicos como na doenca periodontal. Particularmente, as MMP-2 e -9
pertencentes ao grupo das gelatinases tém sido identificadas como predominantes tanto
na periodontite em humanos como em ratos, enfatizando as suas relacdes com a
reabsor¢ao 6ssea decorrente do processo inflamatério periodontal (20-22).

Em contrapartida aos efeitos danosos do processo inflamatério anteriormente

descrito, outros eventos como a formacao de novos vasos sangiiineos (angiogénese) e a
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proliferacdo celular auxiliam na regeneragdo dos tecidos periodontais lesados (23, 24).

Estudos clinicos e histoldgicos da doenga periodontal em ratos t€m demonstrado
uma similaridade com a periodontite em humanos (25), por isso os ratos t€m sido
comumente utilizados como modelo animal em estudos da doenca periodontal (26).

A periodontite, é portanto, caracterizada por um processo inflamatério com
conseqiiente perda dssea. Diante desses dados, a terapéutica coadjuvante empregada
para a periodontite inclui principalmente drogas antiinflamatérias nado-esteroidais
(AINEs) que tém a funcdo de regredir os danos causados pela doenca periodontal.

Porém, esta terap€utica ndo tem apresentado resultados satisfatérios devido aos
diversos efeitos colaterais apresentados pelos AINEs como: lesdes do trato
gastrointestinal, incluindo sangramentos, perfuracdes, obstrugdes, ulceragdes e a doenca

diverticular sintomatica, além de aumento no risco de infarto do miocardio (27-30).

PRODUTOS NATURAIS

A terapéutica através de produtos naturais na odontologia vem ganhando espaco
em especial no mercado internacional. Historicamente comprova-se que a fitoterapia em
odontologia assim como a fitoterapia de um modo geral, ¢ muito mais do que uma
alternativa econdmica ou terap€utica. Atualmente, os estudos na area tém validado
cientificamente o conhecimento popular no uso das plantas e deste modo, estes estudos
tém considerado que a fitoterapia tem-se tornado uma terapia de primeira linha e ndo
apenas uma terapia alternativa (31).

Milhares de plantas medicinais, utilizadas na medicina tradicional chinesa,
indiana, sul-americana, dentre outras, ainda ndo foram estudadas cientificamente, do

ponto de vista farmacoldgico, toxicolégico ou clinico. O desenvolvimento cientifico e

tecnolégico de medicamentos derivados de produtos naturais € estratégico para o Brasil,

16



pois a descoberta de novos compostos com atividade bioldgica estd relacionada com o
manejo cientifico, técnico, e também politico que se da aos recursos naturais (32).

Uma selecdo criteriosa das espécies a serem estudadas, sempre levando em
consideracdo a indicagdo popular de uso medicinal (etnofarmacologia) e principalmente
a participagdo de uma equipe multidisciplinar que realize um biomonitoramento
quimico e farmacolégico das substincias biologicamente ativas em todas as etapas da
pesquisa representa uma grande margem de sucesso na caracterizagdo e isolamento das
substancias com atividade terapéutica efetiva (33, 34).

O desenvolvimento de uma industria nacional de fitoterdpicos é fundamental
para o progresso da ciéncia no Brasil, ao considerar a sua imensa biodiversidade e

inegdvel capacitacdo técnico-cientifica (35).

MANGIFERINA

A Mangiferina é o componente majoritirio (10%) da Mangifera indica L.
(manga) pertencente a familia Anacardiaceae, uma planta que cresce em regides
tropicais e subtropicais, amplamente utilizada pela medicina popular para vérias

indicacdes (36).

Estrutura quimica da Mangiferina

Sigma-Aldrich
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A mangiferina é uma xantona glicosilada (1,3,6,7-tetra-hidroxi-xantona-C2-beta-
d-glicosada) de ocorréncia natural (37), que tem sido descrita por seus efeitos
imunomoduladores (38, 39) e antiinflamatdrio. A acdo antiinflamatdria da mangiferina
ocorre por inibi¢do da expressdo de COX-2, NF-kB (fator de transcri¢do nuclear-kappa
B) responsavel pela ativacdo de macréfagos, TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa) e
IL-1 (interleucina 1), todas citocinas muito importantes no processo inflamatério e na
reabsor¢do Ossea (39-42). A mangiferina também promove a inibicdo de PGE,
(prostaglandina E,;) e LTB4 (leucotrieno Bs4) mediadores eicosandides intimamente
relacionados com a inflamacao (43).

Sua atividade anti-reabsortiva 6ssea em modelo de vértebra lombar foi
comprovada no modelo experimental descrito por Li e colaboradores utilizando uma
dose de 100 mg/kg dia (44). A mangiferina também possui atividade antibacteriana in
vivo contra patdgenos periodontais especificos como a Prevotella intermedia e a
Porphyromona gingivalis (45).

Com base em todas estas atividades optamos por avaliar os efeitos
farmacolégicos da Mangiferina (xantona majoritiria de Mangifera indica) sobre a
reabsor¢do Ossea na periodontite experimental em ratos e seus mecanismos de acio,

incluindo possiveis efeitos toxicos decorrentes de seu tratamento durante 1, 4 e 7 dias.
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito da Mangiferina sobre a progressao da perda
Ossea alveolar da doenca periodontal induzida em ratos;
Caracterizar os provaveis mecanismos de acao da Mangiferina
sobre periodontite e

Avaliar os possiveis efeitos toxicos da mangiferina decorrentes

do seu tratamento durante 1, 4 ou 7 dias.

20



MATBRIAL I3 MIBTODOS

21



MATERIAL E METODOS

Drogas

e Mangiferina (Sigma-Aldrich, USA) na dose de 100 mg/kg/dia. Esta dose foi
selecionada com base na sua atividade anti-reabsotiva 6ssea em modelo de
vértebra lombar descrito por Li e colaboradores (44).

¢ Piroxicam (Feldene®, Sao Paulo, Brasil) 20 mg/kg/dia, a droga foi selecionada
com base na atividade anti-reabsortiva 6ssea alveolar do Meloxicam (46), que é
um antiinflamatério ndo esteroidal com efeitos semelhante ao Piroxicam. A dose
do Piroxicam foi selecionada com base nas doses efetivas comercializadas para
os dois medicamentos.

e Veiculo (Salina = dgua destilada + NaCl 0,9%) 10 mL/kg/dia.

Animais

No trabalho apresentado foram utilizados 88 ratos (Rattus norvegicus albinos,
Wistar) machos, adultos, com peso médio de 180 gramas, alimentados com racdo e dgua
“ad libitum” provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu. Os
ratos foram divididos aleatoriamente em 12 grupos de 7 animais cada e 1 grupo com 4
animais, como demonstrados nas tabelas 1 e 2. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas de acordo com os respectivos grupos experimentais. A racdo e a dgua foram

mantidas durante a experimentacao.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de ratos de acordo com o tratamento proposto (o

periodo experimental foi de 1, 4 ou 7 dias).

N° DE RATOS POR
GRUPO (n) TRATAMENTO (1, 4 e 7 dias)

07 Tratamento com Salina 10 mL/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocacio da ligadura.

07 Tratamento com Piroxicam 20 mg/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocagdo da ligadura.

07 Tratamento com Mangiferina 100 mg/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocacio da ligadura.

Tabela 2 - Distribuicdo dos grupos de ratos de acordo com o tratamento proposto (o
periodo experimental foi de 7 dias). Este experimento foi utilizado exclusivamente para

a obtencdo de amostras dos tecidos gengivais para dosagem de lipoxina As.

N° DE RATOS POR
GRUPO (n) TRATAMENTO (7 dias)

07 Tratamento com Salina 10 mL/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocagdo da ligadura.

07 Tratamento com Piroxicam 20 mg/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocacgdo da ligadura.

07 Tratamento com Mangiferina 100 mg/kg/dia (via oral) e doenca
periodontal induzida por meio da colocagio da ligadura.

04 Controle sem-ligadura

Anestesia

Os animais receberam anestesia geral obtida por injecdo intraperitoneal de 10
mg/kg de Ketamina (Dopalen®, Vetbrands, SP, Brasil) e 10 mg/kg de cloridrato de
Xilazina (Anasedan®, Vetbrands, SP, Brasil). Nos casos em que ndo se obteve a
necessaria profundidade do efeito anestésico desejado, a anestesia foi suplementada

com a metade da dose inicial aplicada.
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Inducao da Doenca Periodontal

Apds os respectivos tratamentos anteriormente descritos, os animais
anestesiados foram posicionados em mesa operatéria apropriada a qual permitiu a
manutencdo da abertura bucal dos ratos, facilitando o acesso aos dentes da regido
posterior da mandibula. Posteriormente ao posicionamento dos animais, foram
realizados afastamentos tempordrios entre o primeiro e o segundo molar inferior direito,
com o auxilio de uma sonda exploradora n° 5. Apds o afastamento, procedeu-se a
colocagdo da ligadura por meio de um fio de algoddo de cor preta n° 24 (marca
Corrente) ao redor do primeiro molar inferior direito. Os fios foram colocados ao nivel
do sulco gengival do primeiro molar inferior direito, e posicionado por meio de nds
cirdrgicos. Esta ligadura atuou como irritante gengival e favoreceu o acimulo de placa
bacteriana, conforme técnica descrita por Johnson (47). Os primeiros molares inferiores
do lado esquerdo ndo receberam a colocacdo da ligadura, e serviram como o controle
sem-ligadura. O tratamento prévio a inducdo da periodontite (1 dia) fornece um

indicativo de acio preventiva sobre a instalagdo da doenga. Este protocolo experimental

foi submetido ao CEEA/IB-UNESP e foi aprovado sobre n° 43/06.

Obtencao das Laminas Histologicas

A mandibula de cada animal foi retirada e fixada em formol tamponado (pH 7,2)
10% durante 48 horas. Em seguida, as mandibulas foram imersas em solucdo
descalcificadora constituida de 50 ml de dcido férmico a 50% e 50 mL de citrato de
sédio a 20% (48) e trocadas tr€s vezes por semana.

Apds a descalcificacdo, as mandibulas foram lavadas em 4agua corrente,
desidratadas em série crescentes de alcoois e diafanizadas em xilol. Apds a

diafanizagdo, as mandibulas foram incluidas em parafina, de forma padronizada para
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obtencdo de cortes histoldgicos seriados de 5 um de espessura no sentido vestibulo —

lingual.

Analise Histométrica

As laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina (H.E.) e a perda dssea
alveolar (POA) foi determinada pela mensuracdo em micrometros (um) da distincia da
jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea alveolar na face distal dos primeiros
molares inferiores, com o auxilio de um microscépio Leica DM (amplitude 5x)
acoplado com o software de captura de imagens Leica QWin Standard Versdo 3.1.0. As
POAs foram obtidas pelas diferencas dos valores do lado com ligadura (1° molar
inferior direito) e do lado sem ligadura (1° molar inferior esquerdo), respeitando a

variacdo individual de cada animal.

Contagem de Células Totais

Através das imagens capturadas das laminas histolégicas coradas com H.E. pelo
programa Leica QWin Standard Versdo 3.1.0., a celularidade foi determinada pelo
programa AVSoft BioView seeker 4, numa drea de 5 cm” de amplitude 40x, obtida na

regido distal dos primeiros molares inferiores.

Analise Imunohistoquimica

Foi utilizada uma ldmina representativa de cada tratamento, que foi
desparafinizada, reidratada e destinada & imunohistoquimica com método de revelacdo
para peroxidase. O bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com leite desnatado e soro
normal de carneiro, posteriormente a recuperacdo antigénica e as amostras foram

incubadas com anticorpos especificos (ver tabela 1) em solucdo de bloqueio
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“overnight”. Posteriormente, a amostra foi lavada em tampao fosfato (0.01 mol/L, pH
7.4) e incubada em anticorpo secunddrio (Kit ABC Vector) e revelado com o Avidina-
Biotina associado com 3-3"diaminobenzina tetrahydrochloride (DAB, Sigma), e
analisada no microscépio Leica DM acoplado com o software de captura de imagens
Leica QWin Standard Versdo 3.1.0., obtendo-se 3 imagens de cada lamina que foram

contadas manualmente.

Tabela 1: Anticorpos e dilui¢des especificas para as reagdes imunohistoquimicas

Anticorpo Cédigo Empresa Titulacao Recu.p eracao peferéncia
antigénica
NCL- ) )
PCNA PCNA Novo Castra 1:100 Citrato+ MW 49
COX 2 160106 Cayman 1:200% | Citrato+ MW 50
Chemical
CXCR4 Novo Castra 1:300 Citrato + MW 51

*= Recomendado pela empresa
Citrato + MW = Tampao citrato 0,01 M com irradiacdo em forno de microondas.
PCNA (Proliferating Cell NuclearAntigen) = marcador de proliferacio celular

COX-2 (cicloxigenase-2) = marcador de inflamagao

CXCR4 (chemokine receptor) = marcador de angiogé€nese

Analise Intravital

Camundongos (Swiss, machos, 18-22 g) fornecidos pelo Instituto Butantan
foram distribuidos em 2 grupos de 6 animais cada e mantidos em jejum por 2 horas.
Ap6s este periodo um grupo recebeu por via oral mangiferina (100 mg/Kg) e 1 hora
depois todos os animais foram anestesiados com pentobarbital sédio (Hypnol® Cristalia;
50 mg/kg, por via intraperitoneal) e submetido a cirurgia para exposi¢cdo do musculo
cremaster (52). Os animais foram mantidos em uma plataforma controlada

termicamente a 37°C. Uma contagem inicial dos leucécitos foi realizada e
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posteriormente 1 mg de LPS foi aplicado topicamente no musculo cremaster. O ndmero
de leucdcitos rolando em vénulas pds-capilares foi registrado a cada 5 minutos por um
periodo de 30 minutos ao passarem por um ponto fixo pré-definido. O nimero de
leucdcitos aderidos a parede do endotélio por um periodo de 30 segundos ou mais em
uma distancia pré-definida de 100 um foi avaliado a cada 5 minutos por um periodo de
30 minutos (53, 54). Este estudo microvascular por transiluminacdo de tecido foi
realizado com o auxilio de um microscépio 6ptico (Axiolab, Carl-Zeiss, Oberkochen,
DE) acoplado a uma camera fotogrifica (Coolpix 990-Nikon) usando uma abertura

objetiva/numérica de distincia longitudinal x10/025 e optovar 1.6.

Determinacio da Concentracio de Lipoxina A4

Ap6s 7 dias de inducdo da periodontite em ratos, os animais foram mortos e os
tecidos gengivais circundantes aos molares inferiores foram removidos. Destes tecidos
foi obtido um homogenato utilizando um macerador de tecidos (ultra-turbax® T 25
basic IKA® - Werke) e adicionado 1 mL de PBS (salina tampao fosfato) com pH 7,4 a
cada amostra, as quais foram mantidas em banho-maria 4 temperatura de 37° C. por 20
minutos, em seguida foram centrifugadas a 9000 rpm por 25 minutos, e entdo extraidos
os sobrenadantes que foram diluidos em 10 vezes com o tampao de extragdo fornecido
pelo kit de ELISA BioAssay™ fornecido pela USBiological (catilogo n° 1.2622-20)
importado pela LGC Biotecnologia. A partir destas amostras foi determinada a
concentra¢do de lipoxina A4 utilizando o kit seguindo as recomendag¢des do manual
fornecido pelo fabricante. A concentrac@o de lipoxina foi expressa em picogramas (pg)
de lipoxina por microgramas (ug) de proteina. A quantidade de proteinas presente na
amostra foi determinada pelo método de BCA segundo metodologia descrita por Smith

et al. 1985 (59).
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Determinacao da Atividade de Metaloproteinases (MMPs)

Andlise de zimografia foi utilizada para avaliar o efeito da Mangiferina sobre a
atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9. Amostras de MMPs recombinantes (4 ng da
MMP-2 e 40 pg da MMP-9) (Calbiochem, CA, USA) foram submetidas a eletroforese,
sob condic¢des ndo-redutoras, em gel de poliacrilamida a 8% copolimerizado com 0,1%
de gelatina. Apoés a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 15 minutos em
uma solugdo de 2,5% de Triton X-100 para remover o dodecil sulfato de sédio (Bio-
Rad, CA, USA), seguindo-se por duas lavagens de 5 minutos em solucio tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0. Posteriormente, os géis foram incubados overnight em tampao
Tris-HCI, contendo 5 mM CaCl, e 1 uM ZnCl, e concentra¢des crescentes de
Mangiferina (10 ug/mL, 100 pg/mL, 500 ug/mL e 1 mg/mL) a 37°C. Ao final, os géis
foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (56). As bandas foram analisadas
em equipamento de captura de imagem de gel ImageQuant 300 acoplado a um software
de andlise de imagem ImageQuant 300 (GE Healthcare, NJ, USA). Os valores foram

expressos em densidade ptica integrada.

Evolucao do Peso Corporal

Os animais submetidos a doenga periodontal foram pesados diariamente por 1, 4
ou 7 dias para se avaliar possiveis alteragdes no ganho de peso. A altera¢do na evolugdo

do peso corporal é um indicativo de toxicidade sobre estes animais.
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Pesos dos 6rgaos vitais

Apds a morte dos animais, o coragdo, pulmdes, figado, rins e bago foram
removidos e pesados (em gramas) em uma balanga analitica de alta precisdo. Foi feita
uma relacdo do peso dos 6rgdos com o peso dos respectivos animais, e os valores
obtidos desta relacdo foram convertidos em arcoseno para a andlise estatistica. A
alterac@o nos pesos de 6rgados vitais é um indicativo importante de toxicidade de uma

droga sobre estes 6rgaos.

Avaliacido Bioquimica do Soro

Amostras de sangue foram obtidas de todos os animais submetidos ao tratamento
com salina, piroxicam ou mangiferina, que entdo foram centrifugadas e retirado o soro
para determinar as dosagens séricas de wuréia, creatinina, Y-GT (gama
glutamiltransferase), ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase)
e glicose. Para a quantificacdo destes parametros bioquimicos séricos utilizou-se o
analisador bioquimico automdtico Cobas Mira S® (Roche) e kits cinéticos e

colorimétricos CELM®, Brasil.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média *+ erro padrio (e.p.) dos
parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a andlise de variancia
de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett ou Tukey, com nivel de

significancia minimo de P < 0,05.
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Resumo

Objetivos: Este trabalho visa avaliar o efeito da mangiferina (uma xantona isolada da
Mangifera indica) sobre a perda éssea alveolar na periodontite experimental.

Métodos: A periodontite foi induzida em ratos machos Wistar (~180 g) aplicando-se
uma ligadura ao redor do primeiro molar inferior direito. Grupos de animais foram
submetidos oralmente aos seguintes tratamentos: salina 10 mL/kg, piroxicam 20 mg/kg
ou mangiferina 100 mg/kg. Nos dias 1, 4 ou 7 ap6s a aplicacdo da ligadura, os animais
foram mortos e as perdas Osseas alveolares (POAs) foram determinadas, bem como
alguns parametros de toxicidade. Com a finalidade de elucidar os mecanismos de agcdo
envolvidos na ac¢do da mangiferina, avaliamos o efeito da mangiferina sobre a
celularidade, expressdao de COX-2, rolamento e adesdo leucocitdria, concentracdo de
lipoxina A4, atividade gelatinolitica das metaloproteinases (MMPs) 2 e 9, angiogénese e
proliferacao celular.

Resultados: A administragdo oral de mangiferina reduziu a POA apés 1 dia (p<0,05), 4
dias (p<0,001) e 7 dias (p<0,001) de tratamentos consecutivos em animais submetidos a
periodontite. Ao avaliarmos a celularidade da regido lesada pela periodontite,

observamos uma reducdo do nimero de células nos animais tratados com mangiferina
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decorrente da acdo inibitéria da mangiferina sobre a enzima COX-2, sobre o rolamento
e a adesdo de leucdcitos e também pela manutencdo dos niveis normais de lipoxina Ay,
A mangiferina ndo interferiu na atividade das MMPs 2 e 9, entretanto aumentou a
angiogénese na regido lesada. Os animais tratados com mangiferina apresentaram um
pico de proliferacdo celular mais precoce e demonstrou auséncia de toxicidade nos
parametros avaliados.

Conclusao: Nossos resultados demonstraram que a mangiferina apresenta grande

potencial terapéutico tanto na prevencao e no tratamento da periodontite.

Introducao

A periodontite é uma doenga inflamatéria cronica cuja patog€nese estd
relacionada com a formagdo de col6nias de microorganismos presentes na placa
bacteriana subgengival, incluindo algumas bactérias anaerébias gram-negativas,
bastonetes moveis, espiroquetas, assim como virus (1-3). Esta doenca também pode ser
devido a alteragdes na resposta imunoldgica (4-7). Dentre os microorganismos gram-
negativos indutores da periodontite, os mais importantes estdo as Porphyromonas
gingivalis e Bacteriodes forsythus, os quais possuem fatores de viruléncia que
aumentam a sua infectividade e fornece condicdes para a sua multiplicacdo e
persisténcia no periodonto (8). A presenca destes microorganismos leva a formacgao de
um biofilme dental que inicia uma resposta inflamatéria no individuo. Esta resposta
inflamatédria resulta em formacdo de edema, infiltracdo de leucécitos e liberacdo de
mediadores inflamatérios. A conseqiiéncia final deste processo inflamatéria é a
formacdo de bolsa periodontal, destrui¢do dos ligamentos periodontais, reabsor¢do
Ossea alveolar e perda dentdria (9).

A infiltracdo de leucdcitos € um processo de multiplos passos, caracterizado por
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sua migracdo (rolamento) ao sofrer a acdo das quimiotaxinas, adesdo as células
endoteliais e transmigracdo através do endotélio. A interrup¢do de qualquer um destes
passos constitui um alvo em potencial para as drogas antiinflamatdrias (10-12).

Virios mediadores quimicos estdo envolvidos no processo inflamatério, dentre
eles, as prostaglandinas, cujas principais agdes sdo a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade capilar, favorecendo a infiltracio de leucdcitos e conseqiiente
desenvolvimento do processo inflamatério. As prostaglandinas sdo formadas a partir do
4cido araquidodnico pela acdo das enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2). A COX-1
¢ a constitutiva e a COX-2 € a induzivel, a qual é encontrada abundantemente na doenca
periodontal (13-15). Além das prostaglandinas, o 4cido araquidonico fornece outros
mediadores quimicos como o leucotrieno B4 (LTB4) responsavel pela quimiotaxia dos
leucdcitos, e as lipoxinas A4 que agem como antiinflamatérios endégenos por apresentar
acdo antiquimiotdxica, ou seja, inibindo o rolamento de leucdcitos. As lipoxinas
funcionam como um “stop” da inflamagdo diminuindo o recrutamento de leucdcitos e
sua relacdo com a periodontite tem sido demonstrada por vdrios autores, sendo alvo em
potencial para novas estratégias de tratamento (16, 17).

Simultaneamente a estes processos descritos anteriormente, durante a
periodontite ocorre a a¢do das metaloproteinases (MMPs). As MMPs constituem uma
importante familia de enzimas que utilizam diversos componentes da matriz extracelular
e membrana basal como substratos. Estas enzimas sao fundamentais no crescimento, no
reparo e na remodelagem dos tecidos, mas estdo envolvidas também na destruicdo de
tecidos em casos patoldgicos como na doencga periodontal. Particularmente, as MMP-2 e
-9 pertencentes ao grupo das gelatinases tém sido identificadas como predominantes
tanto na periodontite em humanos como em ratos, enfatizando as suas relagdes com a
reabsor¢do dssea decorrente do processo inflamatério periodontal (18-20).

Em contrapartida aos efeitos danosos do processo inflamatério, outros eventos
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como a formacdo de novos vasos sangiiineos na regido lesada (angiogénese) e a
proliferacdo celular auxiliam na regeneracdo dos tecidos periodontais lesados (21, 22).

Diante de uma periodontite, diversos medicamentos, principalmente drogas
antiinflamatérias nao-esteroidais (AINEs) s@o utilizados como opcdo terapéutica
coadjuvante para regredir os danos causados pela doenca periodontal. Porém com
resultados insatisfatdrios devido aos diversos efeitos colaterais como lesdes do trato
gastrointestinal, incluindo sangramentos, perfuracdes, obstrucdes, ulceracdes e doenca
diverticular sintomdtica, além de aumento no risco de infarto do miocardio (23-26).

A Mangiferina ¢ o componente majoritirio (10%) da Mangifera indica L.
(manga) pertencente a familia Anacardiaceae. Esta planta que cresce em regides
tropicais e subtropicais € amplamente utilizada pela medicina popular para vérias
indicacOes terap€uticas (27). A mangiferina ¢ uma xantona glicosilada (1,3,6,7-tetra-
hidroxi-xantona-C2-beta-d-glicosada) de ocorréncia natural (28), que tem sido muito
descrita por possuir efeitos como imunomoduladora (29, 30), antiinflamatdria ao inibir
as expressdes de: COX-2 (31, 32), NF-«xB (fator de transcri¢do nuclear-kappa B), TNF-
o (fator de necrose tumoral-alfa) e IL-1 (interleucina 1), todas citocinas muito
importantes no processo inflamatério e na reabsor¢do dssea (30, 33, 34, 35). A
mangiferina também inibe o LTB4 (36). Sua atividade anti-reabsortiva 6ssea em modelo
de vértebra lombar foi demonstrada no modelo experimental descrito por Li e
colaboradores utilizando uma dose de 100 mg/kg/dia (37). Esta espécie vegetal também
possui atividade antibacteriana in vivo contra patégenos periodontais especificos como a
Prevotella intermedia e a Porphyromona gingivalis (38). Com base em todas estas
atividades ja descritas para a mangiferina, este trabalho visa avaliar os efeitos

farmacolégicos da Mangiferina sobre a perda dssea alveolar na periodontite

experimental em ratos. Este trabalho também avalia os possiveis efeitos téxicos.
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Materiais e métodos

Drogas

Mangiferina (Sigma-Aldrich, USA) na dose de 100 mg/kg/dia. Esta dose foi
selecionada com base na sua atividade anti-reabsotiva ¢ssea em modelo de vértebra
lombar descrito por Li e colaboradores (35). Piroxicam (Feldene®, Sao Paulo, Brasil)
20 mg/kg/dia, a droga foi selecionada com base na atividade anti-reabsortiva Gssea
alveolar do Meloxicam (39), que é um antiinflamatério nao esteroidal com efeitos
semelhante ao Piroxicam. A dose do Piroxicam foi selecionada com base nas doses
efetivas comercializadas para os dois medicamentos. Veiculo (Salina = 4gua destilada +

NaCl 0,9%) 10 mL/kg/dia.

Animais

Foram utilizados 88 ratos (Rattus norvegicus albinos, Wistar) machos, adultos,
com peso médio de aproximadamente 180 gramas, alimentados com racio e dgua “ad
libitum” provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu. Os ratos
foram divididos aleatoriamente em grupos, os quais receberam por via oral salina,
piroxicam ou mangiferina. Apds o tratamento os ratos foram anestesiados com uma
injecdo intraperitoneal de 0,08 mL/100g de peso corporal de ketamina (Dopalen®,
Vetbrands, SP, Brasil) e 0,04 mL/100g de peso corporal de cloridrato de xilazina

(Anasedan®, Vetbrands, SP, Brasil).

Inducao da Doenca Periodontal

ApOs a anestesia os animais receberam uma ligadura com um fio de algoddo n°
24 (Corrente, SP, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior direito, posicionado no

nivel gengival conforme método descrito por Johnson (40). Os primeiros molares
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inferiores do lado esquerdo nio receberam a colocagdo da ligadura, e serviram como o
controle sem-ligadura. A ligadura foi mantida por 1, 4 ou 7 dias apds a sua colocagdo e
entdo os animais foram mortos por decapitacdo. O tratamento prévio a inducgdo da
periodontite (1 dia) fornece um indicativo de ag@o preventiva sobre a instalacdo da

doenga. Este protocolo experimental foi submetido ao CEEA/IB-UNESP e foi aprovado

sobre n° 43/06.

Obtencao das Laminas Histologicas

A mandibula de cada animal foi retirada e fixada em formol tamponado (pH 7,2)
10% durante 48 horas. Em seguida, as mandibulas foram imersas em solucdo
descalcificadora constituida de 50 ml de 4cido férmico a 50% e 50 ml de citrato de
sédio a 20% (41) e trocadas trés vezes por semana.

Apés a descalcificacdo, as mandibulas foram lavadas em 4gua corrente,
desidratadas em série crescentes de &lcoois e diafanizadas em xilol. Apds a
diafanizacdo, as mandibulas foram incluidas em parafina, de forma padronizada para
obtencdo de cortes histoldgicos seriados de 5 pm de espessura no sentido vestibulo —

lingual.

Analise Histométrica

As laminas foram coradas com Hematoxilina/Eosina (H.E.) e a perda dssea
alveolar (POA) foi determinada pela mensuracdo em micrémetros (um) da distincia da
jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea alveolar na face distal dos primeiros
molares inferiores, com o auxilio de um microscépio Leica DM (amplitude 5x)
acoplado com o software de captura de imagens Leica QWin Standard Versdo 3.1.0. As

POAs foram obtidas pelas diferencas dos valores do lado com ligadura (1° molar
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inferior direito) e do lado sem ligadura (1° molar inferior esquerdo), respeitando a

variacdo individual de cada animal.

Contagem de Células Totais

Através das imagens capturadas pelo programa Leica QWin Standard Versdo
3.1.0. das laminas histolégicas coradas com H.E., a celularidade da regido lesada foi
determinada pelo programa AVSoft BioView seeker 4, numa area de 5 cm’® de

amplitude 40x, obtida na regido distal dos primeiros molares inferiores.

Analise Imunohistoquimica

Foi utilizada uma lamina representativa de cada tratamento, que foi
desparafinizada, reidratada e destinada & imunohistoquimica com método de revelagcdo
para peroxidase. O bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com leite desnatado e soro
normal de carneiro, posteriormente a recuperacdo antigé€nica e as amostras foram
incubadas com anticorpos especificos (ver tabela A) em solucdo de bloqueio
“overnight”. Posteriormente, a amostra foi lavada em tampao fosfato (0.01 mol/L, pH
7.4) e incubada em anticorpo secundario (Kit ABC Vector) e revelado com o Avidina-
Biotina associado com 3-3"diaminobenzina tetrahydrochloride (DAB, Sigma), e
analisada no microscépio Leica DM acoplado com o software de captura de imagens
Leica QWin Standard Versao 3.1.0., obtendo-se 3 imagens de cada lamina que foram

contadas manualmente.
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Tabela A: Anticorpos e dilui¢des especificas para as reacdes imunohistoquimicas.

Anticorpo Cédigo Empresa Titulacao Recu.p(Aer:ilgao Referéncia
antigeénica
NCL- )
PCNA PCNA Novo Castra 1:100 Citrato+ MW 42
COX 2 160106 Cayman 1:200% | Citrato+ MW 43
Chemical
CXCR4 Novo Castra 1:300 Citrato + MW 44

*= Recomendado pela empresa
Citrato + MW = Tampdo citrato 0,01 M com irradia¢do em forno de microondas.

PCNA (Proliferating Cell NuclearAntigen) = marcador de proliferacdo celular

COX-2 (cicloxigenase-2) = marcador de inflamagdo
CXCR4 (chemokine receptor) = marcador de angiogénese

Analise Intravital

Camundongos (Swiss, machos, 18-22 g) fornecidos pelo Instituto Butantan
foram distribuidos em 2 grupos de 6 animais cada e mantidos em jejum por 2 horas.
Ap6s este periodo um grupo recebeu por via oral mangiferina (100 mg/Kg) e 1 hora
depois todos os animais foram anestesiados com pentobarbital sédio (Hypnol® Cristélia;
50 mg/kg, por via intraperitoneal) e submetido a cirurgia para exposicdo do musculo
cremaster (45). Os animais foram mantidos em uma plataforma controlada
termicamente a 37°C. Uma contagem inicial dos leucécitos foi realizada e
posteriormente 1 mg de LPS foi aplicado topicamente no musculo cremaster. O nimero
de leucdcitos rolando em vénulas pds-capilares foi registrado a cada 5 minutos por um
periodo de 30 minutos ao passarem por um ponto fixo pré-definido. O nimero de
leucécitos aderidos a parede do endotélio por um periodo de 30 segundos ou mais em
uma distancia pré-definida de 100 um foi avaliado a cada 5 minutos por um periodo de
30 minutos (46, 47). Este estudo microvascular por transiluminacdo de tecido foi
realizado com o auxilio de um microscépio 6ptico (Axiolab, Carl-Zeiss, Oberkochen,
DE) acoplado a uma camera fotogrifica (Coolpix 990-Nikon) usando uma abertura

objetiva/numérica de distincia longitudinal x10/025 e optovar 1.6.
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Determinacio _da Concentracio de Lipoxina A4 nos Tecidos

Gengivais

Ap6s 7 dias de inducdo da periodontite em ratos, os animais foram mortos e os
tecidos gengivais circundantes aos molares inferiores foram removidos. Destes tecidos
foi obtido um homogenato utilizando um macerador de tecidos (ultra-turbax® T 25
basic IKA® - Werke) e adicionado 1 mL de PBS (salina tampao fosfato) com pH 7,4 a
cada amostra, as quais foram mantidas em banho-maria 4 temperatura de 37° C. por 20
minutos, em seguida foram centrifugadas a 9000 rpm por 25 minutos, e entdo extraidos
os sobrenadantes que foram diluidos em 10 vezes com o tampao de extragdo fornecido
pelo kit de ELISA BioAssay™ fornecido pela USBiological (catilogo n° 1.2622-20)
importado pela LGC Biotecnologia. A partir destas amostras foi determinada a
concentra¢do de lipoxina A4 utilizando o kit seguindo as recomendag¢des do manual
fornecido pelo fabricante. A concentrac@o de lipoxina foi expressa em picogramas (pg)
de lipoxina por microgramas (ug) de proteina. A quantidade de proteinas presente na
amostra foi determinada pelo método de BCA segundo metodologia descrita por Smith

etal. 1985 (48).

Determinacao da Atividade de Metaloproteinases (MMPs)

Andlise de zimografia foi utilizada para avaliar o efeito da Mangiferina sobre a
atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9. Amostras de MMPs recombinantes (4 ng da
MMP-2 e 40 pg da MMP-9) (Calbiochem, CA, USA) foram submetidas a eletroforese,
sob condic¢des ndo-redutoras, em gel de poliacrilamida a 8% copolimerizado com 0,1%
de gelatina. Apoés a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 15 minutos em
uma solugdo de 2,5% de Triton X-100 para remover o dodecil sulfato de sédio (Bio-

Rad, CA, USA), seguindo-se por duas lavagens de 5 minutos em solucio tampao Tris-
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HC1 50 mM, pH 8,0. Posteriormente, os géis foram incubados overnight em tampao
Tris-HCI, contendo 5 mM CaCl, e 1 uM ZnCl, e concentracdes crescentes de
Mangiferina (10 pg/mL, 100 pg/mL, 500 pg/mL e 1 mg/mL) a 37°C. Ao final, os géis
foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (49). As bandas foram analisadas
em equipamento de captura de imagem de gel ImageQuant 300 acoplado a um software
de andlise de imagem ImageQuant 300 (GE Healthcare, NJ, USA). Os valores foram

expressos em densidade Optica integrada.

Evolucao do Peso Corporal

Os animais submetidos a doenga periodontal foram pesados diariamente por 1, 4
ou 7 dias para se avaliar possiveis alteragdes no ganho de peso. A altera¢do na evolugdo

do peso corporal é um indicativo de toxicidade sobre estes animais.

Pesos dos 6rgaos vitais

Apds a morte dos animais, o coragdo, pulmdes, figado, rins e baco foram
removidos e pesados (em gramas) em uma balanca analitica de alta precisdo. Foi feita
uma relacdo do peso dos 6rgdos com o peso dos respectivos animais, e os valores
obtidos desta relacdo foram convertidos em arcoseno para a andlise estatistica. A
alteracdo nos pesos de 6rgdos vitais é um indicativo importante de toxicidade de uma

droga sobre estes 6rgaos.
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Avaliacao Bioquimica do Soro

Amostras de sangue foram obtidas de todos os animais submetidos ao tratamento
com salina, piroxicam ou mangiferina, que entdo foram centrifugadas e retirado o soro
para determinar as dosagens séricas de wuréia, creatinina, Y-GT (gama
glutamiltransferase), ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase)
e glicose. Para a quantificacdo destes parametros bioquimicos séricos utilizou-se o
analisador bioquimico automdtico Cobas Mira s® (Roche) e kits cinéticos e

colorimétricos CELM®, Brasil.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média *+ erro padrdo (e.p.) dos
parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a anélise de varidncia
de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett ou Tukey, com nivel de

significancia minimo de P < 0,05.

RESULTADOS

Efeito da Mangiferina sobre a perda 6ssea alveolar

Conforme a Tabela 1, os resultados demonstraram que ap6s 1 dia de indugdo da
periodontite somente o grupo de animais tratados com mangiferina foi capaz de reduzir
significativamente (p<0,05) a POA (105,5 £ 33,1 um) quando comparado com o grupo
tratado com salina (217,6 + 18,9 um). Apds 4 dias de tratamento didrio, tanto os animais
tratados com piroxicam como aqueles tratados com mangiferina apresentaram reduzidas
(p<0,001) as POAs (167,2 + 134 um; 162,2+11 pm, respectivamente) quando
comparados com os animais tratados com salina (290,4 = 20 um). Apés 7 dias de

tratamento, os animais tratados com piroxicam ou mangiferina mantiveram reduzidas
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(p<0,01; p<0,001, respectivamente) as POAs (298,5 + 30,9 um; 220,3 = 15,7 pum,
respectivamente) quando comparados com o grupo tratado com salina (620,9 + 103,3

um).

Tabela 1. Perda Ossea alveolar (em pm) em ratos submetidos a periodontite
experimental e tratados com veiculo (salina), piroxicam ou mangiferina.

Duracéo do Tratamento

Grupos

(dose) 1 dia 4 dias 7 dias

Salina 217,67 £ 18,95 290,47 £ 20,00 620,98 £ 103,37
Piroxicam

(20 mg/kg) 138,14 £ 18,68 167,29 + 13,48%%** 298,53 + 30,99%*
Mangiferina

(100 mg/kg) 105,56 + 33,12* 162,26 + 11,03%:** 220,32 + 15,79%%*

Os valores representam a média + e.p. (n=7). ANOVA, seguido do teste de Tukey
*p<0,05 **p< 0,01 ***p< 0,001 versus o grupo Salina dentro do mesmo periodo
experimental.

Contagem de Células Totais

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da contagem de células totais apds 1, 4 e
7 dias de tratamento com salina, piroxicam ou mangiferina. Apés 1 dia de indugdo da
periodontite houve um aumento significativo (p<0,001) da celularidade dos animais
tratados com salina (221,8 + 4,5 células) quando comparada com os animais do grupo
controle sem-ligadura (155,1 + 3,6 células). Os animais tratados com piroxicam ou
mangiferina  apresentaram reduzidas = significativamente  (p<0,01; p<0,001,
respectivamente) as celularidades (196 =+ 5,1 células; 187,6 + 1,8 células,
respectivamente) quando comparadas com a celularidade dos animais tratados com
salina. Ap6s 4 dias de inducdo da periodontite a celularidade dos animais tratados com
salina (221 £ 8,2 células) continuou aumentada significativamente (p<0,001) quando
comparada com os animais do grupo controle sem-ligadura (155,6 + 6,3 células).
Enquanto que os animais tratados com piroxicam ou mangiferina apresentaram

reduzidas significativamente (p<0,05; p<0,001, respectivamente) as celularidades
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(191,6 £ 4,6 células; 173,8 + 7,8 células, respectivamente) quando comparadas com as
celularidades dos animais tratados com salina. Apés 7 dias de indugdo da periodontite a
celularidade dos animais tratados com salina (249,4 + 9 células) se manteve
significativamente aumentada (p<0,001) quando comparada com os animais do grupo
controle sem-ligadura (153 + 3,5 células). Tanto os animais tratados com piroxicam
com aqueles tratados com mangiferina apresentaram reduzidas significativamente
(p<0,001) as celularidades (204,2 + 3 células; 181,5 + 2,7 células, respectivamente)

quando comparadas com as celularidades dos animais tratados com salina.

Tabela 2. Contagem de Células Totais em ratos com periodontite experimental.

Duracao do Tratamento

Grupos

(dose) 1 dia 4 dias 7 dias

Controle sem-ligadura 155,17 + 3,64 155,6 £ 6,35 153 +£3,5

Salina 221,8 £ 4,59%*%* 221 £ 4,14%** 249.,4 +9,04%**
Piroxicam

(20 mg/kg) 196 £ 5,12++ 191,6 £ 4,63+ 204,25 + 3,09+++
Mangiferina

(100 mg/kg) 187,6 + 1,88+++ 173,8 +7,87+++ 181,5 + 2,78+++

Os valores representam a média + e.p. (n=4-6). ANOVA, seguido do teste de Tukey.
***p<0,001 versus o grupo Controle sem-ligadura dentro do mesmo periodo
experimental.
+p<0,05 ++p<0,01 +++p<0,001 versus o grupo Salina dentro do mesmo periodo
experimental.

Analise Imunohistoquimica de COX-2

Conforme a Tabela 3, os resultados da andlise imunohistoquimica demonstraram que 0s
animais tratados com salina apresentaram uma tendéncia em aumentar a expressio de
COX-2 nos dias 1 (48 células), 4 (84 células) e 7 (58 células) apds a indugdo da
periodontite quando comparados com os animais do grupo controle sem-ligadura (0
célula). Ja a mangiferina apresentou uma tendéncia em inibir este aumento da expressio
de COX-2 com presenga de 33 células (1 dia), 2 células (4 dias) e 9 células (7 dias). E

possivel constatar também que a inibi¢do da expressio de COX-2 promovida pela
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administracdo de mangiferina foi mais evidente no 4° e 7° dia quando comparado aos

animais tratados com salina.

Tabela 3. Andlise Imunohistoquimica de COX-2 em ratos com periodontite
experimental.

Duracéao do Tratamento

Grupos

(dose) 1 dia 4 dias 7 dias
Controle sem-ligadura 0 0 0
Salina 48 84 58
Piroxicam

(20 mg/kg) 0 3 7
Mangiferina

(100 mg/kg) 33 2 9

Os valores representam a somatodria das células coradas de trés imagens obtidas a partir
de uma lamina representativa de cada grupo.

Analise Intravital

Rolamento de Leucocitos
Como demonstrado na Figura 1, a mangiferina administrada previamente aos
animais inibiu o rolamento de leucécitos induzido pela aplicacdo tépica de LPS em

todos os periodos experimentais avaliados.

Figura 1. Efeito da Mangiferina sobre o Rolamento de leucdcitos em vénulas pés-
capilares do musculo cremaster de camundongos induzido pela aplicagdo tépica de LPS.
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Os valores representam a média * e.p. (n=6). ANOVA, seguido do teste de Tukey ***
p<0,001 dentro do mesmo periodo experimental.
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Adesao de Leucdcitos ao Endotélio
De acordo com a Figura 2, os animais tratados previamente com mangiferina

apresentaram uma inibi¢@o significativa da adesdo de leucécitos ao endotélio induzida
pela aplicacdo topica de LPS ap6s 15, 20, 25 e 30 minutos.
Figura 2. Efeito da Mangiferina sobre a Adesao de Leucécitos ao endotélio de vénulas

pos-capilares do muisculo cremaster de camundongos induzido pela aplicacio tépica de
LPS.
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Os valores representam a média * e.p. (n=6). ANOVA, seguido do teste de Tukey ***
p<0,001 dentro do mesmo periodo experimental.

Determinacio da Concentracao de Lipoxina A4nos Tecidos Gengivais

Conforme demonstrado na Figura 3, tanto os animais tratados com salina ou piroxicam
apresentaram suas concentragdes de lipoxina A4 (0,86 = 0,07 e 0,91 £ 0,09 pg de
lipoxina/pg de proteina, respectivamente) reduzidas significativamente (p<0,05) quando
comparados com os animais do grupo controle sem-ligadura (1,48 + 0,18 pg de
lipoxina/ug de proteina). Os animais tratados com mangiferina apresentaram suas
concentracdes de lipoxina A4 aumentadas (1,32 + 0,14 pg de lipoxina/pg de proteina)
significativamente (p<0,05) quando comparados com os animais tratados com salina.

Nao houve diferenca significativa entre os animais tratados com mangiferina e os
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animais do grupo controle sem-ligadura, demonstrando que houve a manutengdo dos
niveis normais de lipoxina A4 nos ratos tratados com mangiferina. Diferentemente, os
animais tratados com salina ou piroxicam ndo foram eficazes na manutencdo da
normalidade dos niveis de lipoxina Ay.

Figura 3. Determinacdo da Concentragdo de Lipoxina A4 nos Tecidos Gengivais ap6s 7
dias de indugdo da periodontite em ratos.
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Os valores representam a média + e.p. (n=4-7). ANOVA, seguido do teste de Tukey.
*p<0,05 versus o grupo Controle sem-ligadura; +p<0,05 versus o grupo Salina.
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Determinacio da Atividade de Metaloproteinases

Como demonstra na Figura 4, as diferentes concentra¢des de mangiferina nao alteraram

a atividade gelatinolitica das metaloproteinases 9 e 2.

Figura 4. Efeito de diferentes doses de Mangiferina sobre a atividade gelatinolitica das
MMPs 9 e 2.
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Os valores representam a média * e.p. (n=6-7). ANOVA, seguido do teste de Dunnett
versus o grupo controle.

Analise Imunohistoquimica de Angiogénese

Conforme a Tabela 4, os resultados demonstraram que os animais tratados com salina
ndo apresentaram uma tendéncia em aumentar a formagdo de novos vasos sanguineos
ap6s 1 (8 vasos), 4 (9 vasos) e 7 (14 vasos) dias de inducdo da periodontite quando
comparados com os animais do grupo controle sem-ligadura (10 vasos), (6 vasos) e (15
vasos) respectivamente. Em contrapartida, os animais tratados com mangiferina
apresentaram uma tendéncia de aumento da angiogénese apds 1 (14 vasos), 4 (27 vasos)
e 7 (38 vasos) dias da inducdo da periodontite em ratos quando comparados com 0s

animais tratados com salina.
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Tabela 4. Andlise Imunohistoquimica de Angiogénese em ratos com periodontite
experimental.

Duracao do Tratamento

Grupos

(dose) 1 dia 4 dias 7 dias
Controle sem-ligadura 10 6 15
Salina 8 9 14
Piroxicam

(20 mg/kg) 13 29 26
Mangiferina

(100 mg/kg) 14 27 38

Os valores representam a somatdria das células coradas de trés imagens obtidas a partir
de uma lamina representativa de cada grupo.

Analise Imunohistoquimica de PCNA

Conforme a Tabela 5, os animais tratados com salina e mangiferina apresentaram uma
tendéncia de aumento da proliferacdo de células nos dias 4 (48 e 88 células
respectivamente) e 7 (98 e 72 células respectivamente) apds a indugdo da periodontite
quando comparados com os animais do grupo controle sem-ligadura (23 células) e (37
células) respectivamente. Os animais tratados com mangiferina apresentaram um
aumento mais evidente apds 4 dias de tratamento, o que demonstra um inicio de reparo
e cicatrizacdo mais precoce quando comparado com os animais tratados com salina ou
mesmo quando comparado aos animais tratados com piroxicam.

Tabela 5. Andlise Imunohistoquimica de PCNA em ratos com periodontite
experimental.

Duracéo do Tratamento

Grupos

(dose) 1 dia 4 dias 7 dias
Controle sem-ligadura 0 23 37
Salina 0 48 98
Piroxicam

(20 mg/kg) 0 69 90
Mangiferina

(100 mg/kg) 0 88 72

Os valores representam a somatdria das células coradas de trés imagens obtidas a partir
de uma lamina representativa de cada grupo.
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Evolucao do Peso Corporal

Nio houve alteragdes na evolugdo do peso corporal dos animais submetidos a doenca

periodontal por 1, 4 ou 7 dias e tratados com salina, piroxicam ou mangiferina.

Pesos dos ()rgﬁos Vitais

Conforme a Tabela 6, os resultados demonstraram que os animais tratados com
piroxicam ou mangiferina ndo apresentaram alteracdes significativas nos pesos dos
orgdos apods 1, 4 e 7 dias de indugdo da periodontite quando comparado aos animais que
receberam apenas o veiculo. A andlise destes dados, ndo indicou efeitos tdxicos

aparentes sobre estes 6rgaos.

Tabela 6. Pesos dos Orgdos apés 1, 4 e 7 dias de inducdo da periodontite em ratos e

tratados com veiculo (salina), piroxicam ou mangiferina.

Duracao Tratamento

(dose) Coracao Pulmoes Figado Rins Baco
1 dia
Salina 3,72+ 0,01 4,37+0,05 12,63 +0,13 5,30 £0,02 3,60 +0,08
Piroxicam
(20 mg/kg) 3,70 £0,04 4,50+0,06 12,14 +0,17 5,27 +£0,04 3,53 £0,07
Mangiferina
(100 mg/kg) 3,72+0,03 4,47 +0,06 12,16 +0,16 5,22 +0,04 3,40 £ 0,07
4 dias
Salina 3,82+0,04 4,74+0,14 12,29 £0,24 5,30 £ 0,04 3,63 0,08
Piroxicam
(20 mg/kg) 3,95+0,08 5,05+0,14 12,50 +£0,09 5,31 £0,06 3,60 + 0,06
Mangiferina
(100 mg/kg) 3,96 +0,05 4,97+0,19 11,96 £0,07 5,36 £0,05 3,56 £ 0,07
7 dias
Salina 3,65+0,07 442+0,06 11,62+0,19 5,18 +£0,05 3,15+0,14
Piroxicam
(20 mg/kg) 4,17+0,27 4,82+0,34 11,80 +0,13 5,32 +0,04 3,32 +0,05
Mangiferina
(100 mg/kg) 3,83 +0,05 4,22+0,06 11,68 +0,11 5,07+0,04 3,11 £0,08

Média * e.p. (arcoseno), (n=6-7). ANOVA, seguido do teste de Dunnett versus Salina
dentro do mesmo periodo experimental. P>0.05.
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Analises Bioquimicas

Os resultados demonstraram (Tabela 7) uma reducfo significativa (p<0,01) nos niveis
de AST nos dias 1 (204,43 + 7,78 u/L) e 4 (220,4 + 9,25 u/L) apds a inducdo da
periodontite dos animas tratados com mangiferina quando comparados com 0s animais
tratados com salina (256,86 = 5,91 u/L) e (280,14 + 8,48 u/L) respectivamente. Apds 7
dias de inducdo da periodontite ndo houve alteracdes nos pardmetros bioquimicos
avaliados.

Tabela 7. Andlises bioquimicas séricas apds 1, 4 e 7 dias de tratamento com salina,
piroxicam ou mangiferina de ratos submetidos a periodontite.

Uréia Creatinina Gama-GT ALT AST Glicose
1 dia mg/dL mg/dL U/L U/L U/L mg/dL
Salina 36,14+£3,00 0,39+0,01 14,85+3,85 70,14+2,12 256,86+5,91 70,57+4,63

Piroxicam  34,57+2,12 0,43+0,01 21,57+4,14 79,5743,49 235,43+6,02 85,574+2,67
Mangiferina 29,28+2,39 0,38+0,01 17,85+5,33 68,57+5,19 204,43+7,78** 84,57+5,85
4 dias

Salina 35,57+1,88 0,4+0,03 12,5744,29 94,57+6,89 280,14+8,48 76,71+5,30
Piroxicam  35,4242,28 0,37+0,01 23,85+6,60 77,14+7,18 247,7+13,26 81,85+2,87
Mangiferina 310,75 0,35+0,00 10,7144,78 93,2843,68 220,4+925%*  88,1442,72
7 dias

Salina 36,16+£2,45 0,41+0,01 23+8,48 87,16£2,42 252+17,50 92,83+1,24
Piroxicam  34,14+3,81 0,39+0,01 41,28+7,64 85,71+8,28 239,86+34,40 88,42+5,81
Mangiferina 31,71+1,68 0,37+0,00 26,14+6,28 87,57+3,58 203,29+15,47 103,43+2,75

Os valores representam a média * e.p. (n=6-7). ANOVA, seguido do teste de Dunnett
** p< 0,01 versus Salina dentro do mesmo periodo experimental.

DISCUSSAO

7

A periodontite ¢ uma doenc¢a inflamatéria cronica que leva a perda de osso
alveolar (9), e pode ser induzida em ratos de forma reproduzivel (50). Estudos
anteriores tém propalado a acdo antireabsortiva 6ssea de mangiferina (100 mg/kg) em
modelo de vértebra lombar (37). Neste trabalho nos propomos a avaliar o efeito desta
mesma concentracdo de mangiferina sobre a perda dssea alveolar na periodontite

induzida em ratos. Como a mangiferina foi administrada previamente a inducdo da

periodontite, podemos afirmar que ela apresentou um efeito preventivo na instalacdo da

50



doenca periodontal ao demonstrar uma reducdo significativa da POA apés 1 dia da
induc@o nos animais tratados com mangiferina quando comparados com 0s animais
tratados com salina. E também apresentou um efeito protetor sobre a doenga periodontal
ja instalada ao reduzir significativamente a POA apés 4 e 7 dias da indugdo nos animais
tratados com mangiferina quando comparados com os animais tratados com salina
(Tabela 1).

Ao considerarmos que a POA € decorrente de um processo inflamatério, e o
recrutamento de células de defesa é uma das caracteristicas principais deste processo
que resulta numa grande quantidade de células no local inflamado (46), optamos por
realizar a quantificacdo das células presentes nesta regido. Constatamos em nossos
resultados que os animais tratados com mangiferina apresentaram uma quantidade de
células significativamente reduzidas quando comparado com os animais tratados com
salina (Tabela 2). Estes resultados demonstraram que houve um menor recrutamento de
células de defesa nos animais tratados com mangiferina.

O recrutamento de células estd diretamente relacionado com a vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade capilar, e estes efeitos sdo em grande parte resultado da
acdo das prostaglandinas, as quais sdo sintetizadas a partir das enzimas ciclooxigenases
1-constitutiva e 2-induzida (COX-1 e COX-2 respectivamente) (14, 15). A COX-2
induzida € abundantemente encontrada na periodontite (13), e nossos resultados
demonstraram uma tendéncia em inibir a COX-2 nos animais tratados com mangiferina
quando comparado com os animais tratados com salina (Tabela 3). Estes dados estdo em
concordancia com a literatura na qual ja foi demonstrada a ag@o inibitéria da COX-2
pela mangiferina em outros modelos experimentais (32, 33).

Dentre as células de defesa recrutadas para o processo inflamatério da
periodontite podemos destacar os leucécitos. Estas células ao serem atraidas pela acdo

de quimiotaxinas aumentam o seu rolamento através dos vasos sangiiineos e se aderem
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ao endotélio com a finalidade de atravessa-lo, indo em direcdo ao sitio da inflamacao
(10-12). Portanto, o rolamento e a adesdo leucocitdria ao endotélio constituem
pardmetros importantes para se avaliar o mecanismo de acdo de substincias
antiinflamatérias, como € o caso da mangiferina. Nossos resultados demonstraram que
os animais tratados com mangiferina apresentaram uma inibicdo significativa do
rolamento e da adesdo leucocitdria ao endotélio quando comparado com os animais do
grupo controle (Figura 1 e 2 respectivamente). A inibi¢do da adesdo de leucdécitos ao
endotélio demonstrada em nossos resultados confirmam os dados de literatura sobre a
inibicdo da expressdo de vdrias moléculas de adesio como as ICAM-1, ICAM-2,
ICAM-3, ELAM-1 e VCAM-1 promovida pela mangiferina (31, 51).

Como dito anteriormente, o rolamento é estimulado pela acdo de quimiotaxinas,
como o leucotrieno B4 (LTB,4) e inibido pela a¢do de mediadores antiquimiotdxicos
como as lipoxinas A4 (LXA4) (16, 17). O efeito inibitério da mangiferina sobre o LTB4
ja foi demonstrado na literatura (36), entretanto ndo existem relatos do efeito da
mangiferina sobre a LXA4. Nossos resultados demonstraram que tanto os animais
tratados com salina como aqueles tratados com piroxicam apresentaram seus niveis de
lipoxina A4 reduzidos significativamente quando comparados com os animais sem
ligadura. Ja os animais tratados com mangiferina apresentaram seus niveis de lipoxina
A4 aumentados significativamente quando comparados com os animais tratados com
salina, e sem diferenca significativa quando comparados com os animais sem ligadura
(Figura 3). Nossos resultados demonstraram que a administracio de mangiferina
manteve os niveis normais de LXA4 nos animais. Portanto, a ag¢do conjunta da
mangiferina sobre o LTB4 e sobre a LXA4, demonstrado neste trabalho, confirmam a
acdo antiquimiotdxica da mangiferina sobre o rolamento de leucécitos. Esta manutencdo
dos niveis normais de LXA4 ndo foi demonstrada pelos animais tratados com piroxicam.

Sabe-se que as MMPs 2 e 9 sdo abuntamente encontradas na periodontite e estao
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envolvidas na reabsor¢do dssea alveolar (18-20), avaliamos o efeito da mangiferina
sobre a atividade destas enzimas, entretanto nossos resultados demonstraram que nao
houve uma reducéo na atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9 (Figura 4). Por outro
lado ndo podemos descartar uma possivel ac¢do inibitéria da mangiferina sobre a
expressdo destas enzimas, uma vez que ja existem relatos da acdo da mangiferina nas
citocinas TNF-alfa e IL-1 (27, 31, 34, 35), as quais apresentam a capacidade de ativar as
expressoes das MMPs (52, 53).

Se por um lado estd ocorrendo processos inflamatérios que conduzem a
destruicdo dos tecidos periodontais como a reabsor¢do Gssea alveolar, por outro lado,
eventos como a formacdo de novos vasos (angiogénese) e a proliferacido celular sdao
eventos importantes para a recuperacio desta drea lesada (21, 22). Nossos resultados
demonstraram que os animais tratados com mangiferina apresentaram uma tendéncia ao
aumento da angiogénese quando comparados com os animais tratados com salina, e a
um pico de proliferacdo celular mais precoce quando comparado com 0s animais
tratados com salina ou piroxicam (Tabela 4 e 5 respectivamente). Portanto estes
resultados indicaram que os animais tratados com mangiferina apresentaram uma
aceleracdo no processo de reparo e cicatrizagdo dos tecidos periodontais lesados pelo
processo inflamatoério.

Sabe-se hd muito tempo que as drogas antiinflamatdrias nio esteroidais, assim
como o piroxicam apresentam graves efeitos adversos sobre o trato gastrointestinal (24-
26), além de aumentarem o risco de infarto do miocardio (23).

A administragdo de mangiferina na dose de 100 mg/kg/dia ndo apresentou
efeitos toxicos aparentes nos periodos experimentais descritos com relacdo aos
parametros séricos, peso dos 6rgdos (Tabela 6 e 7) e evolugdo do peso corporal. A
diminuic@o dos niveis de AST provocados pela mangiferina (Tabela 7) s@o indicios de

efeito hepatoprotetor, confirmando os dados da literatura (54) sobre este produto
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natural.

Apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa entre a reducdo da perda éssea
alveolar promovida pela mangiferina e a promovida pelo piroxicam, a mangiferina
possui uma grande vantagem ao demonstrar efeito gastroprotetor (55), o que nio ocorre
com o piroxicam.

Nossos resultados claramente demonstraram que a mangiferina reduz a perda
Ossea alveolar em ratos submetidos a periodontite experimental, e que seu mecanismo
de agdo estd relacionado a sua agdo antiinflamatdria e a sua capacidade de acelerar o
processo de reparo e cicatrizacdo das dreas lesadas. Estes dados caracterizam a
mangiferina como um grande potencial teraputico tanto na prevencdo como ho

tratamento da periodontite.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho nos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A mangiferina reduziu a perda dssea alveolar apds 1, 4 ou 7 dias de indugdo da
periodontite em ratos;

A mangiferina reduziu a quantidade de células totais presentes nas regides
afetadas pela periodontite;

A mangiferina reduziu a expressio de COX-2 nas regides afetadas pela
periodontite;

A mangiferina inibiu o rolamento e a adesdo de leucdcitos ao endotélio de
vénulas pds-capilares de camundongos;

A mangiferina manteve os niveis normais de lipoxina A4 nos tecidos gengivais
de ratos submetidos a periodontite experimental;

A mangiferina ndo reduziu a atividade gelatinolitica das metaloproteinases 2 e 9.
A mangiferina aumentou a formacdo de vasos sangiiineos e antecipou o pico de
proliferacdo celular nas regides afetadas pela periodontite e

A mangiferina ndo apresentou efeitos téxicos aparentes decorrentes de seu

tratamento durante 1, 4 ou 7 dias.
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APENDICE

Perda Ossea Alveolar

As imagens representam a Perda Ossea Alveolar na distal dos primeiros
molares inferiores apds 1 dia da indug¢do da periodontite em ratos, a qual
foi determinada pela medida da jun¢do cemento-esmalte (A) a crista dssea
alveolar (B). As medidas aqui representadas sdo apenas ilustrativas.

A
A\
B B
Medida Basal Salina
A\
B
B
Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Perda Ossea Alveolar na distal dos primeiros
molares inferiores apds 4 dias da inducdo da periodontite em ratos, a qual
foi determinada pela medida da jun¢do cemento-esmalte (A) a crista dssea
alveolar (B). As medidas aqui representadas sdo apenas ilustrativas.

Medida Basal Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Perda Ossea Alveolar na distal dos primeiros
molares inferiores apds 7 dias da inducdo da periodontite em ratos, a qual
foi determinada pela medida da jun¢do cemento-esmalte (A) a crista dssea
alveolar (B). As medidas aqui representadas sao apenas ilustrativas.

"\
B A
B
Medida Basal Salina
A\ A
B B
Piroxicam Mangiferina
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Celularidade

As imagens representam a Celularidade na distal dos primeiros molares
inferiores apds 1 dia de inducdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Celularidade na distal dos primeiros molares
inferiores apods 4 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Celularidade na distal dos primeiros molares
inferiores apds 7 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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Expressao de COX-2

As imagens representam a Expressio de COX-2 na distal dos primeiros
molares inferiores apds 1 dia de indu¢do da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Expressdo de COX-2 na distal dos primeiros
molares inferiores apds 4 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a expressdo de COX-2 na distal dos primeiros
molares inferiores ap6s 7 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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Angiogénese

As imagens representam a Angiogénese na distal dos primeiros molares
inferiores apds 1 dia de induc¢do da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Angiogénese na distal dos primeiros molares
inferiores apds 4 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Angiogénese na distal dos primeiros molares
inferiores apds 7 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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Proliferacao Celular (PCNA)

As imagens representam a Proliferacdo Celular na distal dos primeiros
molares inferiores apds 1 dia de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Proliferagdo Celular na distal dos primeiros
molares inferiores apds 4 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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As imagens representam a Proliferacdo Celular na distal dos primeiros
molares inferiores ap6s 7 dias de indugdo da periodontite em ratos.

Controle sem-ligadura Salina

Piroxicam Mangiferina
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Das incertezas deste mundo, uma certeza tenho, e pode-se dizer que é

absoluta, “SO JESUS SALVA”.
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