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Resumo

Presentemente surgiu um aumento de artigos cientificos que avaliam in vitro e in vivo,
extractos de plantas, para futura aplicagdo em Medicina Dentaria. Nas tltimas décadas,
estudos in vitro tém identificado fitoquimicos de Azadirachta indica que actuam na

terapia e preven¢ao das varias doengas orais.

Os limonoides ou triterpendides, estdo incluidos numa grande variedade de compostos
naturais s30 0s mais promissores no cancro oral, a arvore Neem ¢ uma das fontes mais
ricas em limonodides. Alguns limondides obtidos da arvore de Neem tém demonstrado

em testes clinicos exercerem efeitos em varias linhas celulares cancerigenas.

Compreender o mecanismo de ac¢do de cada molécula de Neem ¢ essencial, para o
desenvolvimento de compostos naturais mais eficazes na patologia oral neoplasica.
Presentemente nimbolida, azadiractina, gedunina e a glicoproteina isolada das folhas
sdo as moléculas melhor investigadas e testadas nos estudos in vitro e testes clinicos em

relagdo aos outros limonoides de Neem, pela sua actividade anticancerigena.

A nivel de patologia oral neoplésica, segundo os estudos realizados, Neem exerce
efeitos citotoxicos no carcinoma oral das células escamosas, sarcoma e osteossarcoma.
Neem apresenta na sua constituigdo quimica moléculas que poderao ser considerados
seguras no tratamento e preven¢do de varias patologias orais, regulam varias vias de
sinalizagdo oncogénicas, como o fator de transcricio NF-kB, as vias de sinalizagdao
PI3K/AKT, WNT/beta-catenina e GSK-3beta. Estes compostos bioactivos actuam na

angiogénese e em metastases, onde podem induzir apoptose das células tumorais.

Neem ¢ constituida também por fitoquimicos que provocam uma ac¢do antimicrobiana
eficaz, exercem uma inibi¢do no crescimento de bactérias, fungos e virus, sendo

importantes na inibi¢do de microorganismos patogénicos a nivel oral.

Testes clinicos realizados com extractos de Neem provaram ter uma boa sinergia com

alguns farmacos utilizados em quimioterapia.

Palavras-chave: Azadirachta indica e cancro oral; Neem e endodontia; sinalizagcdo

oncogénica; fitoquimicos de Neem.






Abstract

Currently there has been an increase in scientific articles evaluating in vitro and in vivo
plant extracts for future application in dentistry. In recent decades, in vitro studies have
identified phytochemicals of Azadirachta indica that act in the therapy and prevention of
various oral diseases.

Limonoids or triterpenoids, included in a wide variety of natural compounds are the
most promising in oral cancer, the Neem tree is one of the richest sources of limonoids.
Some limonoids obtained from the Neem tree have been shown in clinical trials to exert
effects on various cancer cell lines.

Understanding the mechanism of action of each Neem molecule is essential for the
development of more effective natural compounds in oral neoplastic pathology.
Presently nimbolide, azadiractin, gedunine and leaf glycoprotein are the best
investigated and tested molecules in in vitro studies and clinical trials against other
Neem limonoids for their anticancer activity.

At the level of neoplastic oral pathology, according to studies, Neem exerts cytotoxic
effects on oral squamous cell carcinoma, sarcoma and osteosarcoma. Neem has in its
chemical constitution molecules that can be considered safe in the treatment and
prevention of various oral pathologies, regulate various oncogenic signaling pathways,
such as transcription factor NF-kB, signaling pathways PI3K / AKT, WNT / beta-
catenin and GSK-3beta. These bioactive compounds act on angiogenesis and
metastases, where they can induce apoptosis of tumor cells.

Neem is also made up of phytochemicals that cause effective antimicrobial action,
inhibit the growth of bacteria, fungi and viruses and are important in inhibiting oral
pathogens.

Clinical trials with Neem extracts have proven to have a good synergy with some
chemotherapy drugs.

KEYWORDS: Azadirachta indica and oral cancer; Neem and endodontics; oncogenic
signaling; phytochemicals from Neem.
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Introducgdo

I. Introducao

A natureza sempre foi a base para a descoberta de moléculas na producao de
medicamentos para a saude em humanos. Existe uma necessidade em Medicina
Dentaria de investigar novas terapéuticas baseadas em principios activos vegetais,
Azadiractha indica (Neem) ¢ constituida quimicamente por moléculas desconhecidas
que futuramente poderdo beneficiar o tratamento das varias patologias da cavidade oral.

Neem pertence a familia das Meliaceais, ¢ uma arvore perene que se pode
encontrar abundantemente na Australia e em varios paises do sul da Asia (Figura 1)

(Saleem, Muhammad, Hussain, & Bukhari, 2018).

Figura 1- Azadiractha indica (Neem). A — arvore; B — folhas; C — flores; D — frutos (Patel et al., 2016).

Tem sido usada na India para a limpeza dos dentes e manutencdo da saude dos
tecidos do periodonto. As folhas, sementes e casca sdo utilizadas para fazer a higiene
oral, ainda existe um habito nas pessoas de fazerem mastigacdo a seguir as refei¢des
com estas partes da arvore (Chava VR. Manjunath SM. Rajanikanth AV. Sridevi N.,
2012; Rao et al., 2014). Esta planta ¢ utilizada na medicina praticada na India, América
do sul e Asia para tratar varias doengas humanas (Nagini, 2014). Durante vérios séculos,
no oriente, esta planta medicinal tratou febre, infec¢des virais, hipertensao e inflamagao

(Aparecida & Mossini, 2005).

A procura de moléculas naturais com potencial curativo, preventivo e baixos
efeitos secundarios, tem aumentado durante as ultimas décadas (Aparecida & Mossini,

2005). Presentemente tém sido identificados inimeros compostos em extractos de Neem
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Acgao de Azadirachta Indica (NEEM) em Patologias da Cavidade Oral

incluidos no grupo dos limondides e polifenois (He et al., 2016). A ac¢do medicinal de
Neem ¢ atribuida as diferentes moléculas bioactivos derivadas do metabolismo

secundario da planta (Saleem et al., 2018).

Os isoprendides ou também designados de terpenos, constituem uma das
maiores classes de compostos naturais, representando mais de 40 mil compostos
individuais (Chien et al., 2017; de Santana Souza et al., 2014; Sastry et al., 2006).
Apresentam um enorme potencial medicinal, estes fitoquimicos provém do
metabolismo secundario de algumas espécies vegetais e microorganismos derivando de
duas principais vias biossintéticas, dcido mevalonico e 5-fosfato-1-desoxi-D-xilulose
respectivamente (Aarthy et al., 2018; Guimaraes, Serafini, & Quintans-Jinior, 2014;

Silva et al., 2019).

Neem apresenta varios fitoquimicos com uma estrutura quimica diversificada (P.
Sarkar et al., 2016). Existem mais de 135 compostos isolados das varias partes da
arvore, em que foi determinada a sua estrutura quimica, descritos através da literatura
cientifica (Pandreka et al., 2015; Ponnusamy et al., 2015; Rout & Mishra, 2014). As
folhas, contém pelo menos 35 compostos bioldgicamente activos (Tabela 1) (Dasgupta,

Banerjee, Yadava, & Rao, 2004).

O objectivo desta monografia foi pesquisar, analisar e descrever os principais
compostos bioactivos constituintes desta planta e a sua actividade bioldgica em
patologias da cavidade oral, considerando as evidéncias cientificas disponiveis como
testes in vitro e testes clinicos. A metodologia efectuada foram as duas principais bases
de dados PubMed e B-on nas éareas da neoplasia oral e microbiologia oral, para isso
utilizel palavras chave principais como Azadirachta indica e cancro oral, Neem e
endodontia, sinalizagdo oncogénica, fitoquimicos de Neem. Contribuindo assim nesta
linha de pesquisa para evidenciar todo o potencial terapéutico da planta em Medicina

Dentaria.

14



Introducdo

Nome dos Férmula Ponto de Extracio
constituintes quimica fusao (°C)
1 Nimbin C30H3609 205 Oleo assencial,
tronco, e casca
da raiz
2 Nimbinina C28H3406 202 Oleo assencial,
tronco, e casca
da raiz
3 Acido Nimbidico C26H3407 228 Oleo essencial
(Acido salanico)
4 Salannin C34H4409 167 Oleo essencial
5 Desacetil nimbin C28H3408 208 Sementes e
casca
6 Nimbolida C27H3007 245 Folhas
7 Meliantriol C30H5005 176 Oleo essencial
8 Azadirone C28H3604 192 Oleo essencial
9 Epoxyazadiradione C28H3406 202 Oleo essencial
10 Azadiradione C28H3405 205 Oleo essencial
11 Gedunin C28H3407 218 Oleo essencial
12 7-Desacetil Gedunin C26H3406 259 Oleo essencial
13 Meldenina C28H3805 240 Oleo essencial
14 Salannin-lactona C34H44010 244 Oleo essencial
15 Nimbina-lactona C30H36010 184 Oleo essencial
16 Azadiractina C35H44016 155 Sementes
17 Vepinina C28H3605 - Oleo essencial
18 Nimbolin A C39H4608 180 Tronco
19 Nimbolin B C39H46010 243 Tronco
20 Nimbidinina C26H3406 282 Oleo essencial
21 Vilasinin C26H3605 255 Folhas
22 Nomolin C28H3406 205 Frutos
23 Nimolicina C28H3405 166 Frutos
24 17B-Hidroxi- C28H3406 177 Frutos
azadiradiona
25 17-Epi-azadiradione C28H3405 205 Frutos
26 la-Metoxi-1,2-di- C29H3807 235 Sementes
hidroepoxi-
azadiradiona
27 1B, 2B-Diepoxy- C28H3407 110 Sementes
azadiradione
28 7- C28H3605 208 Sementes
Acetilneotrichilenone
29 7-Desacetil-7a- C33H3607 278 Sementes
benzoilgedunina
30 Nimbineno C28H3407 134 Oleo essencial,
folhas e casca
31 6-Desacetil C26H3206 141 Oleo essencial,
nimbineno folhas e casca
32 Nimbandiol C26H3207 121 Oleo essencial,
folhas e casca
33 6-0-Acetil- C28H3408 178 Oleo essencial
nimbandiol
34 3-Desacetilsalannin C32H4208 214 Oleo essencial
35 Salannol C32H4408 208 Oleo essencial
36 Glicoproteina da - - Folhas
folha de Neem

Tabela 1- Compostos de Neem (Adaptado de Paul, Prasad, & Sah, 2011).
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I1. Desenvolvimento

I1.1. Constituicio quimica de Neem

As folhas apresentam uma composicdo quimica complexa constituida por
hidratos de carbono, proteinas, compostos sulfurosos e isoprendides (Chitta et al.,
2014). Varios testes clinicos tém evidenciado que os isoprendides ou terpenos,
apresentam beneficios na prevencgdo e terapia de varias patologias, possuem atividade,
antiinflamatoéria, antibacteriana, antifungica, antiviral, antioxidante e anticancerigena
(Garg et al., 2014; P. Manikandan, Letchoumy, Gopalakrishnan, & Nagini, 2008; Zhou,
Zhang, Wang, Xu, & Liao, 2017).

Os fitoquimicos extraidos de Neem sdo agrupados com base na auséncia de
unidades de isoprendides ou com base na presenca dessas unidades, podendo ser
divididos em classes, pelo nimero de unidades de isoprenos (Tabela 2) (de Santana
Souza et al., 2014; Patel et al., 2016).

Estes isoprenodides sdo um vasto grupo de biomoléculas que contém unidades
estruturais repetidas de cinco carbonos conhecidas como unidades de isoprenos, estdo
unidos sequencialmente como (C5) n estruturas. De acordo com o nimero de unidades
de isoprenos ou unidades C5 presentes a classificacdo ¢ feita em hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Guimaraes et al., 2014; Silva et al., 2019).

Uma enorme quantidade de compostos foram isolados e caracterizados mas os
limondides ou tetranortripendides sdo os principais responsaveis pelas propriedades
terap€uticas, constituem um tergo dos fitoquimicos de Neem (Tabela 2) (Nagini, 2014;

Patel et al., 2016).
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Constituicao
Quimica de
Neem
| |
28 Nao-
Isoprendides . .
1sopre701des
| | Flavondides
Coumarinas
Triterpendides Diterpenoides Esteroides Hidratos de
Carbono
Hidrocarbonetos
Acidos Gordos
& Esteres
Protolimonoéides Podacarpanoéides Proteinas
Mononortriterpendides Abeitandides Varios Acidos
Dinortriterpendides
Trinortriterpenodides
Tetranortriterpendides
Tetranortriterpendids de anel fechado
(Limonoides) Tetranortriterpendides
de anel aberto
Pentanortriterpendides
Hexanortriterpendides
Octanortriterpenoides
Nonanortriterpenoides

Tabela 2- Classificagdo dos compostos de Neem, compostos isoprenodides e ndo- isoprendides (Adaptado
de Patel et al., 2016).

Os limondides pertencem a classe dos triterpenoides, as diferentes estruturas
quimicas dos triterpenoides sdo devido as alteracdes dos grupos funcionais (Pandreka et
al., 2015). Os triterpendides apresentam 30 atomos de carbono dispostos em 4 anéis
com cadeias laterais curtas de atomos de carbono que possuem estrutura ciclica ou
aciclica, sao subdivididos em classes, baseadas na remocdo de atomos de carbono a
partir da estrutura quimica base ou a partir da cadeia lateral, caracterizados em
protolimonoéides,monotriterpendides,dinortriterpendides, trinortriterpendides,
tetranortriterpendides,pentanortriterpenoides,hexanortriterpendides,
octanortriterpendides e nonanortriterpendides (Tabela 2).

Os protolimonoides apresentam como cadeia lateral C8 carbonos com todos os
30 atomos da estrutura quimica base, semelhantes & estrutura dos triterpendides. Os
monortriterpenoides, dinortriterpenoides, trinortriterpenodides, tetranortriterpendides,
pentanor, hexanor, octanor e nonanortriterpenoides sdao caracterizados pela perda de

1,2,3,4,5,6,7,8 e 9 carbonos da cadeia lateral respectivamente. Os limonoides estdo
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ligados a um anel de furano, na qual ¢ formado pela perda de 4 atomos de carbono da
cadeia lateral dos protolimonodides (Figura 2) (Patel et al., 2016).

A estrutura quimica base dos limonodides ¢ constituida por 4,4,8-trimetil-17-
furanilesterdide que ¢ substituida por varios grupos funcionais, podem ser classificados
em dois grupos, os intactos em anel com 4 anéis, 4,4,8trimetil-17-furanilesteréide ou
entdo pode haver uma clivagem de um ou mais anéis chamados limondides de anel
aberto, estes apresentam uma enorme actividade farmacéutica, conhecidos
principalmente pela sua acc¢dao anticancerigena (Figura 3) (Haldar, Mulani, Aarthy,
Dandekar, & Thulasiram, 2014; Kowshik et al., 2017; Pandreka et al., 2015;
Ponnusamy et al., 2015).

Figura 3- Tipos de limonodides, anel fechado (A) e anel aberto (B) (Adaptado de Aarthy et al., 2018).
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I1.2. Evidéncias de efeitos fisiologicos benéficos dos fitoquimicos Nimbolida,

Azadiractina, Gedunina e Glicoproteina de Neem no cancro oral
2.1. Carcinoma oral das células escamosas

O cancro oral ¢ classificado como pertencente ao grupo das patologias
oncolégicas da cabeca e pescogo, este grupo abrange varios locais anatdmicos,
incluindo faringe, tecidos moles da cabeca, tirdide, cavidade nasal, cavidade oral,
glandulas salivares, seios perinasais e laringe (Sinevici & O’sullivan, 2016).

E uma doenca multifactorial e uma das principais causas de morte em paises
desenvolvidos, sendo um grave problema de saude a nivel mundial (Alzohairy, 2016;

Bodduluru, Kasala, Thota, Barua, & Sistla, 2014; Elumalai & Arunakaran, 2014).

A maioria das patologias malignas da cavidade oral, aproximadamente 95%, ¢
carcinoma das células escamosas (Ferreira et al., 2018; Paz, Kao, Huang, & Chang,
2017). O cancro oral das células escamosas ou espinocelular da cavidade oral ¢ um dos
principais problemas de saude, sendo o sexto cancro mais comum a nivel mundial
(Alam, Kashyap, Mishra, & Panda, 2018; Dionne, Warnakulasuriya, Zain, & Cheong,
2014; Kowshik et al., 2017).

Apresenta uma incidéncia em mais de trezentos mil casos diagnosticados ao ano,
afectando maioritariamente o sexo masculino durante a sexta e sétima décadas de vida e
novas estratégias na terapia molecular do carcinoma espinocelular da cavidade oral sdo
necessarias na inibicao da progressao e desenvolvimento deste carcinoma, geralmente o
tempo de vida destes pacientes ¢ muito curto (Ferreira et al., 2018; Sophia, Kiran
Kishore T., Kowshik, Mishra, & Nagini, 2016).

Os factores de risco sdo a exposi¢do a luz solar, contacto com produtos
carcinogénicos como Oleos, alcatrdo, exposi¢do a raios X, uma longa histéria de
consumo de 4alcool e uso de tabaco, todos estes factores podem predispor a
transformagdao maligna do epitélio (Ferreira et al., 2018; Reguezi et al., 2008).
Apresenta um grande potencial em metastizar para os ganglios regionais (Regezi et al.,
2008).

Uma grande percentagem deste carcinoma ocorre principalmente no labio ou
entdo no interior da cavidade oral, surgindo na maioria dos casos lesdes clinicas

assintomaticas, que se podem transformar em lesdes malignas (Figuras 4, 5 e 6).
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Existem varias lesdes potencialmente malignas que precedem ao desenvolvimento do
carcinoma oral das células escamosas, as mais comuns sao a leucoplasia e a eritroplasia.

A nivel de diagnostico clinico a eritroplasia define-se como uma mancha
vermelha ardente na qual ndo ¢ possivel relacioné-la patolégicamente a outra doenca, a

leucoplasia caracteriza-se como placas brancas sem causa definida (Dionne et al., 2014).

Figura 4- Carcinoma oral das células escamosas localizado no labio (Adaptado de Reguezi et al., 2008).

Figura 5- Imagem intra-oral do carcinoma das células escamosas da gengiva, 4° quadrante, zona posterior
(Singh & Schenberg, 2013).

Figura 6- Imagem de ortopantomografia demonstrando um zona radiotranslucida no 4 quadrante,
associada ao carcinoma das células escamosas (Singh & Schenberg, 2013).
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2.1.1. Modo de accio dos Fitoquimicos de Neem na terapéutica do

Carcinoma oral das células escamosas

Moléculas sintéticas e naturais foram introduzidas na década de 1970 pelo Dr.
Michael Sporn, com a intencdo de inibir ou bloquear o processo de carcinogénese,
dando o nome de quimioprevencdo. Um composto quimiopreventivo suprime varios

passos na iniciagdo, promogao e progressao do cancro (Wang et al., 2016).

Os compostos originarios de plantas sao uma forma de terapia complementar no
tratamento do cancro, pois apresentam capacidade de inibirem varias vias de sinalizagao
oncogénicas, provocando uma toxicidade minima ou quase nula a nivel celular
(Bodduluru et al., 2014; Dasgupta et al., 2004; Ziech et al., 2012).

Existem varios agentes anti-cancerigenos derivados de plantas que tém
contribuido principalmente no tratamento do cancro, como o placlitaxel (Taxus sp.), a
vincristina (Catharanthus sp.), a vinblastina (Catharanthus sp.) e as epipodofilotoxinas
(Podophyllum sp.) (Guimaraes et al., 2014; Mahmoud et al., 2018; Sengupta et al.,
2017). O irinotecano, etoposide e paclitaxel foram aprovados nos Estados Unidos da
América pela Food and Drug Administration (FDA) na terapia de tumores (He et al.,
2016).

Apesar de varias drogas existirem como terapéutica anti-cancro, podera surgir o
desenvolvimento da quimiorresisténcia por parte das células tumorais (Mahmoud et al.,
2018; Sengupta et al., 2017; Sinevici & O’sullivan, 2016). A quimiorresisténcia ¢ a
capacidade das células cancerigenas promoverem a sua sobrevivéncia, através da
activacdo de varios mecanismos intracelulares, como diferentes vias de sinalizacao
oncogénicas € bombas que existem nas membranas celulares onde vao regular a
disponibilidade de drogas evitando assim a apoptose (Yeldag, Rice, & Hernandez,

2018).

2.1.1.1. Activaciao da apoptose

A apoptose ou morte celular programada, ¢ caracterizada pela autodigestao
controlada dos componentes celulares (Majid, Zaini, & Razak, 2014; Porth et al., 2002).
O mecanismo de activacao da apoptose € um objectivo importante na terapia do cancro,
os defeitos neste mecanismo provocam acumulacdo de alteragdes genéticas que

desrregulam a proliferagdo celular, interferem na diferenciacdo das células e promovem
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a angiogénese durante a progressdo do tumor. As células tumorais podem suprimir a
apoptose adquirindo resisténcia a apoptose através da expressao de proteinas anti-
apoptoticas, ou mutagdes em proteinas pro-apoptoticas (Chien et al., 2017).

Alteragdes na familia das proteinas designadas de linfoma de células B-2 (BCL-
2) pré-apoptose promovem a progressao e desenvolvimento de tumores (Alzohairy,
2016). A func¢do normal da BCL-2 ¢ proteger as células da apoptose, mas existem outras
proteinas intracelulares da familia BCL-2 que promovem a apoptose. A primeira
proteina pro-apoptose a ser identificada foi denominada proteina X da familia BCL-2
(BAX), foi encontrada associada com a BCL-2, pertence a familia de BCL-2. Nos
mamiferos proteinas da familia BCL-2 evitam a apoptose como BCL-2, BCL-xl, BCL-
w, MCL-1 e outras promovem, BAX, BAK, BAD, BID, BCL-xs, NOXA, sao proteinas

localizadas nas membranas externas de alguns organelos celulares, como as

mitocondrias (Lodish et al., 2004).

Foram realizados testes clinicos onde foi induzido o carcinoma oral em ratos
com o carcinogéneo, 7,12-dimetilbenzatraceno (DMBA), devido a este carcinoma
apresentar semelhangcas a nivel de histologia com o carcinoma oral das células
escamosas em humanos (Kowshik et al., 2017). O DMBA (7,12-dimetilbenzatraceno) ¢
um hidrocarboneto aromatico policiclico ¢ um carcinogéneo poluente do ambiente que
provoca mutacdes no 4cido desoxirribonucleico (DNA) em animais de laboratorio,
forma intermediarios electrofilicos ligando-se as bases de adenina do DNA, causando

uma instabilidade gendmica originando neoplasias (Figura 7) (Manikandan et al., 2008).

c

Control

Control DMBA

Group Treatment  Tumor Tumor
burden growth
(mm??  delay (%)°

1 Control -
2 DMBA 7840
6.34*
3 D{swk)+ -
N (8wk)
4 D(l2w)+  1440% 57.30
N (4w) 0.26'

Figura 7- Testes clinicos realizados em animais usando o DMBA (Adaptado de Sophia et al., 2018).

Ambas as moléculas azadiractina, gedunina e nimbolida originarias nos
extractos (conjunto de moléculas) de Neem previnem o carcinoma oral das células
escamosas provocado por DMBA, estes fitoquimicos utilizam varios mecanismos de

accdo, provocando uma interrupcdo NOS Processos € vias que originam o
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desenvolvimento do cancro activando a apoptose tumoral, mas nimbolida apresenta uma
maior poténcia quimiopreventiva quando comparado com azadiractina (Figura 8) (Hao,

Kumar, Yadav, & Chandra, 2014).
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Figura 8- Estrutura quimica de Nimbolida (A), Azadiractina (B) e Gedunina (C) (Adaptado de Nagini,
2014).

O fitoquimico nimbolida pertence ao grupo dos limonoides e apresenta uma
grande ac¢do a nivel de citotoxicidade em células tumorais (Alzohairy, 2016; P.
Manikandan et al., 2008).

E um composto quimiopreventivo que activa varios mecanismos no tratamento e
prevencdo do cancro (Priyadarsini, Manikandan, Kumar, & Nagini, 2009) (Bodduluru et
al., 2014). Na sua estrutura quimica existe um sistema cetona alfa,beta-insaturado, este
val activar a via apoptotica em células cancerigenas (Figura 9) (Chien et al., 2017;

Elumalai & Arunakaran, 2014; Sastry et al., 20006).

/’—- o]
Nimbolida

Figura 9- Estrutura quimica da molécula nimbolida (A) (Adaptado de Chien et al., 2017)

A morte celular programada (apoptose) pode acontecer através de duas formas, a

via extrinseca que vai depender de receptores de morte a nivel de superficie celular e a
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via intrinseca que depende principalmente das mitocondrias (Gonzalez-Flores,

Rodriguez, & Pariente, 2014).

Nimbolida induz apoptose em células tumorais, devido a libertagdo de proteinas
pro-apoptose através da via extrinseca e intrinseca (Sophia et al., 2016; Wang et al.,
2016). Este composto ¢ responsavel pelos efeitos pro-apoptoticos nos testes clinicos,
activando a caspase 3 (protease) e regulando as proteinas da familia BCL-2, anti-
apoptose e pro-apoptose. A diminuicdo da caspase 3 esta fortemente associada ao
aumento das proteinas anti-apoptose no carcinoma oral das células escamosas (P.
Manikandan et al., 2008).

Neem ao activar a via apoptdtica intrinseca, provoca activagao das caspases 9 e
3 (Chitta et al., 2014). A apoptose induzida por Neem ¢ parcialmente dependente da
activagdo das caspases. Neem pode também provocar a activagdo do factor indutor da
apoptose (AIF), esta proteina existe no citosol migra para o nucleo e provoca a
condensagdo da cromatina e a fragmentacao do 4acido desoxirribonucleico (DNA), este
mecanismo ¢ descrito quando ocorre apoptose independente das caspases (Chitta et al.,

2014; Srivastava et al., 2012).

A activagao constitutiva da sinalizacao, factor nuclear-KB (NF-KB), ¢ verificada
em varios tipos de cancro. O NF-KB foi descoberto em 1986 e pertence aos factores de
transcricdo melhores estudados, este factor vai regular a transcricdo de genes
relacionados com a sobrevivéncia, proliferacdo, inflamacdo e angiogénese a nivel
celular (Elumalai & Arunakaran, 2014; Hao et al., 2014; Hoesel & Schmid, 2013;
Mahmoud et al., 2018).

A actividade elevada do factor de transcricdo NF-KB em células cancerigenas
representa uma ac¢ao importante na resisténcia a drogas (Hoesel & Schmid, 2013). NF-
KB activa genes anti-apoptoticos da familia Bcl-2 para evitar a morte das células
tumorais (Gupta, 2018), o uso de inibidores de factores de transcricdo NF-KB tem como
alvo alguns cancros, bloqueando mecanismos anti-apoptose de células malignas (Hoesel
& Schmid, 2013).

Segundo os estudos realizados, a aplicagdo tépica de DMBA que provocou
carcinoma das células escamosas na cavidade oral de animais de laboratorio, aumentou

a expressdo da proteina inibidora KB (IKB), levando 4 sua fosforilagdo, o que provocou
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a libertagdo do factor transcricdo NF-KB que estd no citoplasma para o nucleo e a

transcricao de genes anti-apoptdticos (Palrasu Manikandan et al., 2012).

A figura 10 (B) representa um esquema simplificado onde os factores de
transcrigdo NF-KB que estdo localizados no citoplasma como heterodimero de
subunidades P50 e P65, se ligam 4 proteina inibidora KB (IKB), esta proteina enquanto
estiver ligada ao NF-KB, evita que este factor va para o nicleo. Quando existe uma
estimulagdo da célula, o complexo Inibidor kB Kinase (IKK) ¢ activado, surge
fosforilagao da, IKB (proteina inibitéria KB), esta vai ser degradada no proteossoma,
libertando o factor de transcricdo NF-KB para o nucleo, envolvido na anti-apoptose e na
transcri¢do de genes que originam a sobrevivéncia celular (Figura 12B) (Liu, Hou, Lin,
Tsao, & Hou, 2015; Palrasu Manikandan et al., 2012).

O factor de transcrigdo NF-KB, controla varios processos celulares e induz
também a citocinas que regulam a resposta imune como o factor de necrose tumoral
(TNF) (Elumalai & Arunakaran, 2014; Hoesel & Schmid, 2013; Palrasu Manikandan et
al., 2012).

O TNF (factor de necrose tumoral) ¢ uma citocina produzida principalmente por
macrofagos e outros tipos de células, tem a capacidade de induzir diferentes respostas
bioldgicas e desempenha um papel importante na inflamagdo, resposta ao stress e
apoptose onde pode activar sinalizagdo pré e anti-apoptdtica (Gonzalez-Flores et al.,
2014).

Azadiractina ¢ um limondide que pertence a classe dos triterpendides (Aarthy et
al., 2018; Fernandes et al., 2019). Este fitoquimico interage com o TNF, com os
receptores da superfamilia dos factores de necrose tumoral e inibe a sinalizacdo NF-kB,

induzindo a activagdo de caspases (Srivastava et al., 2012).

Na figura 10 (A) ¢ possivel observar que o TNF ¢ reconhecido por receptores
membranares, um deles designado de receptor 1 do factor de necrose tumoral (TNFR1),
esses receptores trimerizam, formam-se 3 sub-unidades, designadas de dominio de
morte assosiado a receptores (TRADD) ligam-se ao trimero e activam o dominio de
morte associado ao Fas (FADD), consequentemente a prd-caspase 8, uma caspase
iniciadora, nas células que tenham recebido o sinal de destruicdo vai activar outras
caspases que hidrolisam as proteinas da célula, surge apoptose (Figura 10 A) (Gonzélez-

Flores et al., 2014).
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Autocatatytic caspase

activation
i Degradation
by proteasome
Apoplosis

Figura 10- Apoptose mediada pelos receptores da superfamilia dos factores de necrose tumoral (TNF)
(Adaptado de Lodish et al., 2008).

No teste in vitro realizado por Gupta (2018), foram usadas linhas celulares de
células tumorais humanas do cancro do pulmdo, mama, colon e figado, estas células
foram tratadas com o fitoquimico azadiractina aumentando a dose progressivamente
durante 72 horas. Este composto provocou a morte celular independentemente do tipo
de células tumorais, ligou-se directamente ao Inibidor KB kinase- subunidade alfa
(IKKalpha) inactivou a sua fosforilagdo inibindo a activagao de NF-KB, provocando
apoptose nas células tumorais. A apoptose foi verificada através da analise westerm blot
(analisa quantidade de proteinas) verificando a quantidade de poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP) e caspase 8 que neste caso aumentaram. O autor concluiu também
que a morte das células tumorais ndo estava dependente da P53 (Gupta, 2018).

A fosfoproteina nuclear de 53 KDa (P53) ¢ importante na diferenciagdo celular,
reparo do DNA, na progressdo do ciclo celular e apoptose e esta aumentada no cancro
oral, geralmente 50% dos pacientes com cancro oral possuem uma mutag¢dao no gene P53
(Ferreira et al., 2018; Sinevici & O’sullivan, 2016).

A P53 ¢ um factor de transcri¢do localizado no niicleo, uma proteina supressora
de tumores, estd associada ao stress genotdxico, a instabilidade genomica provoca a
paragem do ciclo celular nas fases G1, S e G2 para permitir a reparacio do DNA. E um
factor de transcricdo instavel e em condigdes normais nao acumula em niveis
suficientemente altos para activar a transcrigdo de genes, estd associada a outra proteina
a duplo mutante murino 2 (MDM2), uma ubiquitina ligase, que a medida que a P53 vai
sendo feita ¢ também degradada no proteossoma através da MDM?2 que induz a sua

ubiquitinagdo. Quando este sistema se desequilibra, a concentragdo de P53 aumenta,
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surge a transcricdo de genes, um dos quais o gene que codifica a proteina inibidora do
ciclo celular de 21KDa (P21), a P53 activa a P21 e esta proteina faz a paragem das
células nas varias fases do ciclo celular e a célula realiza ou nao a reparacdo do DNA.
Quando o dano do DNA ¢ muito extenso, a P53 também activa a transcri¢ao de genes
que levam a apoptose (Lodish et al.,2004).

Segundo Gupta (2018), as células tratadas com azadiractina expressam a P53 e
P21 por analise western blot (analisa quantidades de proteinas), existe um aumento
destas proteinas mas nao sdo fosforiladas, logo nao ficam activas. O aumento destas
proteinas ¢ devido ao fitoquimico azadiractina, este composto vai interagir com MDM?2
no sitio de ligacdo da P53, azadiractina liga-se nos residuos hidroféobicos de MDM?2 e
forma ligacdes de hidrogénio, inibindo a degradacdo de P53 mediada por MDM?2
(Figura 11). A fosforilacio da P53 ¢ realizada pela quinase designada de Ataxia
Telangiectaxia Mutada (ATM) na serina 15 (Serl5), enquanto que a fosforilagdo na
serina 46 (Ser46) ¢ um marcador para a célula realizar apoptose.

Gupta (2018), ndo observou nenhuma activacio de P53 mediada pela
fosforilagdo na Serl5 e Ser46, o que permite concluir que ndo existiu activagdo da P53,
azadiractina ligou-se a MDM2 e inibiu a P53. O fitoquimico azadiractina ligou-se
directamente a sub-unidade IKK-alfa inibindo assim a activa¢do de NF-KB e provocou

apoptose tumoral activando caspases.

Figura 11- Competicdo entre Azadiractina e a proteina P53 pela ligagdo a MDM?2. Proteina MDM2 — cor
rosa; Azadiractina — cor azul; proteina P53 - cor verde; ligacdo nos residuos hidrofébicos — cor amarela
(Adaptado de Gupta, 2018).

2.1.1.2. Inibicao da angiogénese e metastase tumoral

A angiogénese € um processo em que existe a formagao de novos vasos capilares
sanguineos a partir de vasos preexistentes fornecendo O2 e outros nutrientes ao corpo,

permitindo o seu crescimento e cicatrizacdo de feridas, entre outros. No entanto a
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angiogénese também esta associada a situagdes patologicas, sendo essencial no
crescimento e metastase tumoral (Alzohairy, 2016; Gutiérrez et al., 2015).

O crescimento e proliferacao das células neopldsicas ¢ uma das caracteristicas
principais no desenvolvimento de metéstases na patologia cancerigena (Hao et al.,
2014). Aproximadamente 90% das mortes relacionadas com cancro, sdo devido a

metastases tumorais (Wang et al., 2016).

O principal indutor fisiologico e patoldgico da angiogénese ¢ a hipdxia, quando
num determinado tecido os niveis de oxigénio (O2) caiem, o sistema de resposta a
hipdxia promove a activagdo dos factores indutiveis de hipoxia (HIFs) (Gutiérrez et al.,
2015). O tumor diferencia-se em duas regides, uma zona periférica relacionada com a
vasculatura sanguinea e uma zona central, a zona central do tumor ¢ onde existe maior
hipoxia (Goswami et al., 2016).

A activagdo da sub-unidade alfa do factor indutivel de hipdxia 1 (HIF-lalfa)
surge quando existem baixos niveis de oxigénio nesse tecido, inicia-se a formacdo e
crescimento de novos vasos sanguineos que garantem as necessidades de O2 e outros
nutrientes nos tecidos pouco oxigenados (Gutiérrez et al., 2015). O HIF-1alfa estimula a
adaptacdo metabolica em condigdes de hipdxia beneficiando a sobrevivéncia dos
tumores, origina também a activacdo de factores de transcricdo oncogénicos, induzindo

a proliferagdo da célula neoplasica (Sinevici & O’sullivan, 2016).

A activagdo das vias de sinalizacdo oncogénicas PI3K/AKT e NF-KB sao
reconhecidas por promoverem a angiogénese através da activacdo da subunidade alfa do
factor de indugdo de hipdxia 1 (HIF-1alfa) e o factor de crescimento vascular endotelial
(VEGF) (Kishore T, Ganugula, Gade, Reddy, & Nagini, 2016).

A via de sinalizagdo oncogénica fosfoinositol-3 kinase/proteina quinase B
(PI3K/AKT) ¢ desrregulada numa ampla gama de neoplasias malignas e tem um papel
principal na progressdo e desenvolvimento de tumores (Kishore T et al., 2016).

PI3K/AKT esta envolvida na carcinogénese oral, inibindo a apoptose tumoral
através da activagao do factor de transcricdo NF-KB. A activagdo da PI3K, provoca o
recrutamento da proteina quinase B (AKT) da membrana plasmaética para a membrana
celular, seguidamente AKT ¢ fosforilada pela quinase dependente de fosfatidilinositol
(PDK), AKT fica activa e vai fosforilar varias proteinas, como a proteina inibidora

Kappa B Kinase (IKK), este complexo ao ficar fosforilado activa a proteina inibidora
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KB (IKB) e esta ¢ degradada no proteossoma, activando o factor de transcricdo NF-KB
para o nucleo, este vai transcrever genes que activam proteinas relacionadas com a
sobrevivéncia das cé€lulas tumorais como HIF-lalfa e VEGF (Kishore T et al., 2016;
Sinevici & O’sullivan, 2016).

O factor de crescimento vascular endotelial (VEGF) libertado na matriz
extracelular, desencandeia uma rede de vias de sinalizagdo que promove a angiogénese
(Priyadarsini et al., 2009). Durante o crescimento tumoral existe uma expressao
aumentada de proteinas da familia de factor de crescimento vascular endotelial (VEGF)
e os seus receptores do factor de crescimento vascular endotelial (VEGFR2) estas
proteinas, produzem o revestimento de novos vasos sanguineos para o fornecimento de
nutrientes ao tumor em crescimento, provocando neovascularizacdo (Banerjee et al.,
2014).

O uso do fitoquimico gedunina que faz parte do extracto (conjunto de
moléculas) das folhas de Neem, bloqueou o desenvolvimento do carcinoma oral das
células escamosas, através da inibi¢do das vias de sinalizagdo NF-KB ¢ PI3K/AKT,
inactivando o inibidor Kappa B quinase (IKK) e a proteina AKT (PKB)
respectivamente. Este estudo demonstrou que gedunina ao bloquear a sinalizagdo
PIBK/AKT e NF-KB, inibe a expressdo da subunidade alfa do factor de indugdo de
hipoxia 1 (HIF-lalpha) e o factor de crescimento vascular endotelial (VEGF) no
carcinoma oral, uma vez que o factor NF-KB j4 ndo vai ser libertado no nicleo e

consequentemente ndo existe a activacdo de VEGF e HIF-1alfa (Kishore T et al., 2016).

Fitoquimicos que actuam nas vias de sinalizagdo, fosfoinositol-3kinase (PI3K) e
aldose redutase (AR), sugerem ser uma importante estratégia para bloquearem a
angiogénese em neoplasias malignas. A aldose redutase (AR) ¢ uma enzima que cataliza
e reducao de aldeidos lipidicos e estimula as reacgdes redox nas vias de sinalizagdo
oncogeénicas, mediando os sinais de hipoxia que provocam a angiogénese (Kishore T et
al., 2016).

No teste clinico realizado por Kishore et al. (2016), onde se induziu o carcinoma
oral das células escamosas com DMBA, foi administrado gedunina, (Figura 12), numa
concentracdo de 1, 10 e 100 microgramas/kg durante 14 semanas em ratos, existiu uma
redu¢do do tumor significavelmente, este fitoquimico liga-se a varias quinases, das vias
de sinalizagdo oncogénica como a quinase Akt (proteina quinase B) na lisina 277

(Lys277) e ligou-se a Aldose Redutase (AR) no aminoacido glutamina 49 (GIn49).
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Gedunina diminui a expressdo da AR devido a formar ligagdes estaveis com o

aminoacido Gln 49 no seu sitio activo.
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Figura 12- Estrutura quimica da molécula gedunina (Adaptado de Nagini, 2014).

Segundo Kishore T et al.,(2016), existem estudos que confirmam que a inibi¢ao
da AR inactiva a sinalizagdo PI3K/AKT e NF-KB inibindo assim a angiogénese. O
autor Kishore T et al. (2016), justifica que existe uma associagdo entre a enzima AR e o
oncogene microRNA-21. O composto Gedunina estd associado a inibi¢do da aldose
redutase (AR), este fitoquimico ao inibir a AR provoca uma regulacdo negativa ou
diminui¢do do microRNA-21 (miR-21). O miR-21¢ uma molécula associada a tumores
agressivos, activa varias vias oncogénicas, uma destas ¢ a via de sinalizagdo PI3K/AKT.
O microRNA-21 activa a via PI3K/AKT através da inibicdo do gene que codifica a
proteina fosfatase homologa 4 tensina (PTEN), e consequentemente vai promover a
angiogénese (Kishore T et al., 2016). A inactivagdo do gene PTEN ¢ verificada em
varios tipos de cancro (Alzohairy, 2016; Elumalai & Arunakaran, 2014; Mahmoud et
al., 2018). Este gene PTEN se estiver activo € um gene supressor de tumores, regula a

fosforilagdo da proteina PI3K (Kishore T et al., 2016).

A matriz extra celular (ECM) constituida por varias proteinas apresenta uma
accdo 1mportante na homeostasia dos tecidos (Kowshik et al., 2017). As
metaloproteinases da matriz (MMPs) degradam a ECM provocando angiogénese e
invasdo tumural (Kowshik et al., 2017; Priyadarsini et al., 2009). As MMPs sao
endopeptidases dependentes de zinco e calcio, actuam na modificagdo da matriz
extracelular degradando elementos especificos nos diferentes processos biologicos,

como remodelacao dos tecidos, migragdo e angiogénese (Gutiérrez et al., 2015).

As células vasculares endoteliais sdo constituidas por vdarios tipos de enzimas

como metaloproteinases da matriz (MMPs) e ADAM (proteinas desintegrinas e
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metaloproteinases). A proteina RECK (proteina indutora da reversdo tumoral rica em
cisteina com motivos kazal (motivos proteicos conservados evolutivamente, inibidores
de proteases)) ¢ uma glicoproteina da membrana celular, muito importante na
remodelagdo da matriz extracelular regulando a actividade das metaloproteinases da
matriz e das proteases ADAM (proteinas desintegrinas e metaloproteinases) que estao
ancoradas nas membranas celulares nas células vasculares endoteliais. A nivel de
estrutura quimica esta proteina ¢ rica em cisteina e ¢ constituida por regides
hidrofobicas nos dominios terminais amino terminal (NH2) e carboxilo terminal
(COOH). RECK ¢ constituida por trés dominios, o dominio terminal NH2 actua como
um sinal peptidico, o dominio terminal COOH, serve de sinal na membrana celular para
fazer a ancoragem da proteina, via glicosilfosfatidilinositol (GPI) e o motivo Kazal ¢ um
motivo tipo inibidor serino-protease (enzimas que clivam proteinas € na sua composicao
central apresentam residuos de serina), inibe a actividade das proteases (Gutiérrez et al.,
2015).

RECK apresenta uma ac¢do fundamental na inibicdo das metastases e
angiogénese (Bahgat, Shahin, Makar, Aziz, & Hunter, 2016; Gutiérrez et al., 2015;
Kowshik et al., 2017). Esta proteina existe em grande quantidade nos tecidos normais
mas diminui nos fibroblastos alterados por oncogenes ¢ em varios tumores (Kowshik et
al., 2017). Uma diminui¢do do gene RECK provoca invasdo e angiogénese em varios
tumores. Sinais de hipdxia e miRs (microRNAs) provocam uma inibi¢do da transcri¢do

do gene RECK e activam MMPs que degradam a ECM (Kowshik et al., 2017).

Kowshic et al. (2017), verificaram através de anélises de reac¢do de cadeia da
polimerase (PCR) que ao induzir o carcinoma oral das células escamosas com DMBA
durante 12 semanas, o oncogene miR-21 aumentou sequencialmente durante a
progressao deste carcinoma, finalizadas estas 12 semanas foi utilizado o fitoquimico
nimbolida das 12 as 16 semanas, nimbolida inibiu o0 miR-21 nos testes em animais e
activou RECK. Os autores sugeriram que o miR-21 inibe directamente a expressdo de
RECK e promove a angiogénese, concluiram que este poderia ser um mecanismo de
regulacdo da proteina RECK. O mecanismo exacto da inibicdo do miR-21 pelo

nimbolida ndo esta totalmente compreendido.

O uso de nimbolida reduziu o tumor no seu crescimento em aproximadamente

53%, este composto activou RECK em condi¢des de hipoxia, e evita a degradagdo da
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matriz extracelular, RECK inibiu MMPs-2 ¢ MMPs-9, nimbolida inibiu a activagdo da
sinalizacdio VEGF mediada por HIF-lalfa, este fitoquimico formou liga¢des de
hidrogénio no dominio PAS-A de HIF-1alfa, inactivando este factor, inibindo assim a

angiogénese (figura 13) (Kowshik et al., 2017).
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Figura 13- Actividade do fitoquimico nimbolida na metastase tumoral e angiogénese (Adaptado de
Kowshik et al., 2017).

A alteracdo na expressdo do gene RECK esta associada a sinalizagdo VEGF e
Notch. O aumento de RECK provoca uma inibi¢do na progressao e desenvolvimento de
tumores devido a induzir a inibicdo do VEGF (factor de crescimento endotelial
vascular) e inibe também a via Notch. A activa¢do da via Notch, uma via relacionada
com genes que regulam varios eventos fisiologicos como a sobrevivéncia, proliferacao,
diferenciag¢do e apoptose nos diferentes tecidos celulares, facilita a progressao tumoral
(Kowshik et al., 2017). A diminui¢do de RECK aumenta ADAM-10 uma protease que
activa a sinalizagdo Notch provocando um aumento da angiogénese (Gutiérrez et al.,

2015; Kowshik et al., 2017).

Na figura 14, podemos observar a célula que emite sinal Notch expressa o
ligante Notch, este ligante liga-se ao seu receptor Notch da célula receptora de sinal (1),
seguidamente a ligacao do ligante no seu receptor sofre uma mudanga de conformacgao,

levando a exposi¢do do dominio da regido extracelular na membrana plasmatica, existe
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uma primeira clivagem dessa zona pela protease ADAM-10 (2), depois surgem
clivagens realizadas por uma enzima, a gama-secretase, esse dominio intracelular da via
Notch (NICD) ¢ activado e vai para o ntcleo fazer a transcricdo de genes que actuam na
sinalizagdo Notch (3). RECK pode inactivar ADAM-10 ¢ ADAM-17, na célula
receptora de sinal Notch, inibindo a primeira clivagem que ¢ realizada por ADAM-10,
inactivando a protease ADAM-10, bloqueando assim a activacdo do NICD (dominio
intracelular da via Notch) (4). O contrario também existe a proteina RECK ¢ expressa
na célula que emite sinal notch e protege os ligandos Notch da ADAM-10 e ADAM-17,
potencializando a sinalizagdo Notch (5) (figura 14) (Gutiérrez et al., 2015).

Notch signal- . S 1 e

sending cell ( . ) )

Notch signal-
receiving cell

e 1 | 9 s

RECK NOTCH NOTCH ADAM-10 ADAM-10 y-secretase
receptor ligand ADAM-17

Figura 14- Proteina RECK como regulador da via de sinalizagdo Notch (adapatado de Gutiérrez et al.,
2015).

A activagdo da via de sinalizacdo Notch facilita a progressdo do tumor e RECK
inibe esta sinalizag¢do através da inactivagdo de ADAM-10. Nimbolide inibe o miR-21, e
consequentemente activa RECK, RECK vai inibir ADAM-10 e evita assim a activagao
do NICD, nao existe a transcricdo de genes que activam a sinaliza¢do Notch diminuindo

assim a angiogénese e metastase tumoral (Kowshik et al., 2017).

A quinase glicogénio sintetase-3beta (GSK-3B), esta relacionada com a sintese
do glicogénio e com varias vias de sinalizacdo que regulam a mobilidade celular, sintese
proteica, sobrevivéncia e proliferacao celular. A desrregulacdo de GSK-3B (quinase

glicogénio sintetase-3beta) estd relacionada com varias doencas malignas, incluindo
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cancro oral. A inactivagdo da GSK-3B por fosforilagdo do aminodcido serina9 (ser9) e a
activacao das vias de sinalizacdo oncogénicas PI3K/AKT, proteina Kinase activada por
mitdgenos/quinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK) e wingless/beta-
catenina (Wnt/B-catenina), estdo associados a inibicao da apoptose e ao aumento da
proliferagdo celular durante a evolugdo gradual do carcinoma oral das células
escamosas. A actividade da GSK-3B que desempenha um papel central na via WNT/B-
catenina (wingless/beta-catenina) ¢ regulada pela fosforilagdo especifica na Ser9 e
tirosina216 (Tyr216). Varias quinases inactivam a GSK-3B, esta ¢ inactiva
principalmente pelas vias PI3K/AKT (fosfoinositol-3 kinase/proteina kinase b) e
ERK/MAPK (quinase regulada por sinal extracelular/ proteina quinase activada por

mitogenos) (Sophia et al., 2016).

Na figura 15 ¢ possivel observar num modelo simplificado que a PI3K activa
AKT (proteina kinase B) para a membrana citoplasmatica activando a quinase
dependente de fosfatidilinositol (PDK), AKT activada vai fosforilar GSK-3B esta fica
inactiva, levando a activacao da via de sinalizacio WNT (wingless/beta-catenina).

Observando a figura 16, a ligagdo dos ligantes WNT ao receptor frizzled activa
a sinalizagdo WNT, surge acumulagdo de B-catenina (beta-catenina) no citosol que
depois vai para o nucleo fazer a transcricdo de genes relacionados com a angiogénese,
metdastases, invasao, inflamacgdo, apoptose e progressao do ciclo celular.

Na auséncia de sinais WNT, o factor de transcricao B-catenina mantido em um
complexo multiproteico com GSK-3B, sofre fosforilagdo sequencialmente pela caseina
quinasel(CK1) e GSK-3B, posteriormente ¢ ubiquitinado e degradado nos
proteossomas (Figura 15) (Sophia et al., 2016).

Nimbolida inibiu a passagem para o nicleo de Beta-catenina, devido a activar

GSK-3beta, bloqueando a activagdo das quinases ERK (kinases reguladas por sinais

extracelulares) e PI3K/AKT (Figuras 15 e 17) (Sophia et al., 2016).
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Figura 15- Representacdo esquematica de gedunina, nimbolida e azadiractina as 3 moléculas principais
que actuam nas diferentes vias de sinaliza¢do oncogénicas (Nagini, 2014).
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Figura 16- Activagdo da via de sinalizagdo WNT (Adaptado de Golpich et al., 2015).
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Figura 17- Ligacdo da molécula nimbolida a proteina AKT. Azul - nimbolida; laranja — proteina AKT;
verde — ligagoes de hidrogénio entre nimbolida e residuos especificos da proteina AKT (Raja, Elayapillai,
Priya, & Balakrishnan, 2016).

Num estudo realizado por, Sophia et al.,(2016), foram realizados testes clinicos
onde se avaliou os varios mecanismos de sinalizagdo da GSK-3B no carcinoma oral das
células escamosas, provocado pelo uso tépico de DMBA e a ac¢do quimioterapéutica de
nimbolida nesse tipo de carcinoma. Os autores ao usarem DMBA topicamente
verificaram um aumento de PI3K, AKT, kinases reguladas por sinais extracelulares
(ERK), ciclina D1 e quinase 4 dependente de ciclina (CDK4) e uma diminui¢do da
proteina inibidora do ciclo celular de 21KDa (P21) em relagdo ao grupo control, entre as
0 e 16 semanas. Apos 12 semanas utilizou-se o fitoquimico Nimbolida
100microgramas/KG por via oral e Wortmannina (um inibidor da PI3K)
500microgramas/kg, das 12 as 16 semanas existiu uma reducao dos tumores, nimbolida

foi utilizado em concentracdo cinco vezes menor que a Wortmannina.

Na figura 18 € possivel observar que nimbolida liga-se & proteina PI3K inibindo-
a e inactiva também ERK, esta accdo provoca activacdo de GSK-3beta, esta vai
fosforilar e inactivar a ciclina D1 (Figura 18), a ciclina D1 € o substrato da GSK-3beta,
ao ficar fosforilada sai do nucleo para o citoplasma e ¢ degradada (Sophia et al., 2016).
D1¢ uma proteina reguladora essencial na transi¢cao da fase G1 para a fase S (Sinevici &
O’sullivan, 2016). As ciclinas do tipo D foram identificadas como proto-oncogenes
(genes cuja fun¢do consiste na indug¢do da proliferacdo celular), a sua superexpressiao
estd activada numa grande variedade de cancros humanos, como carcinomas da cabeca
e pescogo, cancros da mama e sarcomas (Dionne et al., 2014; Elumalai & Arunakaran,
2014; Gordon, Ravicz, Liu, Chawla, & Hall, 2018). A apoptose das células tumorais foi
verificada pelo aumento de Bax, citocromo c, caspase 9 e 3 proteinas pro-apoptdticas e
diminuicao de Bcl-2, anti-apoptotica (Sophia et al., 2016).
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Figura 18- Mecanismo de ac¢@o de nimbolida no carcinoma oral das células escamosas provocado por
DMBA (Sophia et al., 2016).

2.2. Sarcomas

Sarcomas sdo um grupo heterogénio de tumores malignos que surgem em
qualquer parte do corpo, originarios de tecido mesenquimal, um tecido embrionario
derivado da mesoderme e geralmente sdo classificados em dois tipos, os sarcomas que
possuem origem nos tecidos moles (tecido conjuntivo) e sarcomas que se originam a
partir dos 0ssos que constituem o esqueleto humano. A sua histologia ¢ diversa, a
Organizacao Mundial de Saude (OMS) classifica 50 subtipos histoldgicos de sarcomas,
o diagnéstico e classificacdo é feito por amostras de bidpsia e marcadores oncoldgicos
(Tabela 3) (Breakey, Crowley, Anderson, Milner, & Ragbir, 2017; Makary & Gopinath,
2017; Neill, Bilsky, & Kraus, 2013; Rapidis, 2008; Tudor-green, 2017; Vassiliou et al.,
2017).

Existem varios factores de risco associados a patogénese de sarcomas dos 0ssos
e partes moles como carcinogénicos quimicos, radiagdo, quimioterapia, mutacdes
genéticas adquiridas, irritagdo cronica e infecgdes virais. A nivel de diagnostico clinico
0s pacientes apresentam sintomas associados pelo envolvimento das estruturas

anatomicas adjacentes ao tumor, envolvimento da base do cranio pode provocar
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diplopia, poptose, dor facial e dor de cabeca, envolvimento do trato sinonasal pode
surgir epistaxe, obstru¢do nasal e dor, envolvimento da larinje pode provocar dispeneia
oral ou disfonia (Makary & Gopinath, 2017).

A ocorréncia de sarcomas da cabeca e pescogo originarios de tecidos moles e
tecidos duros sdo aproximadamente 10% de todos os sarcomas. Embora os sarcomas
sejam raros, esta patologia representa um desafio importante a nivel terapéutico devido
a sua taxa de sobrevida em cinco anos ser relativamente baixa (Makary & Gopinath,

2017; Rapidis, 2008)

Classificacio dos sarcomas da cabeca e pescoco

A. Tumores malignos dos tecidos moles

1. Fibrossarcoma (sindnimos: fibromixossarcoma,

condromixofibrosarcoma)

2. Sarcoma pleomorfico (histiocitoma fibroso maligno; sindnimos:
fibroxantossarcoma, xantoma fibroso maligno, mixofibrossarcoma,
histiocitoma fibroso maligno mixoide)

Leiomiossarcoma
4. Rabdomiossarcoma (sindnimos: miossarcoma, sarcoma embrionario,
rabdomioma maligno, rabdossarcoma, sarcoma botrdide, sarcoma
embrionario, rabdomioblastoma)
5. Angiossarcoma (sindnimos: hemangioendotelioma maligno,
angioendotelioma maligno, linfangiossarcoma, hemangiossarcoma)
Lipossarcoma
Sarcoma sinovial
Sarcoma epitelidide
Sarcoma de Kaposi
0. Tumor maligno da bainha do nervo periférico (sindnimos: sarcoma
neurogénico, schwannoma maligno, neurofibrossarcoma, tumor de
Triton)

11. Dermatofibrossarcoma protuberante

12. Sarcoma alveolar de partes moles
B. Tumores malignos dos ossos e cartilagens

1. Condrosarcoma, incluindo condrossarcoma mesenquimatoso

(sinénimo: poli-histioma)

2. Osteossarcoma (sindnimo: sarcoma osteogénico)
C. Tumores hematolinfoides

1. Sarcoma mieldide extramedular (sindnimos: sarcoma granulocitico,

tumor mieloide extramedular, cloroma)

2. Sarcoma histiocitico

3. Sarcoma / tumor de células dendriticas foliculares

W

=YX

D. Tumores neuroectodérmicos
1. Sarcoma de Ewing

E. Sarcomas odontogénicos
1. Fibrossarcoma ameloblastico (sindnimos: sarcoma ameloblastico,
fibrodentino sarcoma ameloblastico, fibro-odontosarcoma,
dentinosarcoma ameloblastico, odontosarcoma ameloblastico,
sarcoma odontogénico)

F. Sarcomas induzidos por radiagao

Tabela 3- Tipos de sarcomas originarios na cabeca e pescogo (Adaptado de rapidis, 2008).
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A recidiva de tumores no pos-operatdrio ¢ uma situagdo bastante comum, sendo
a principal causa de morte em sarcomas da cabega e do pescogo, antes do

desenvolvimento de metastases (Makary & Gopinath, 2017; M. Sarkar et al., 2017).

A indu¢do da imunidade reduz o risco de patologias na cavidade oral (Doddana
et al., 2012). A activacdo ou adaptagdo do sistema imunoldgico num paciente apos
cirurgia, ou apos cirurgia em combinac¢ao com radioterapia/quimioterapia pode resultar

em inibi¢ao do crescimento tumoral e inibi¢ao de metastases (M. Sarkar et al., 2017).

Segundo estudos realizados, a glicoproteina que existe em folhas de Neem,
impede a recidiva, apds a cirurgia de sarcomas (M. Sarkar et al., 2017). Esta
glicoproteina constituida por 33% de hidratos de carbono e a estrutura restante ¢
formada por proteinas, apresenta um efeito imunomodulador no sistema imunolédgico de
animais de laboratorio (Goswami et al., 2016; M. Sarkar et al., 2017).

As células neoplasicas, apresentam varias caracteristicas especificas, como a
inibicdo do sistema imunoldgico, as células T reguladoras (Tregs) sdo uma
subpopulagdo hereditaria das células T que suprimem o sistema imunoldgico para
prevenir reac¢des imunes e autoimunidade excessivas, no entanto o desenvolvimento de
tumores envolve um aumento acentuado de células Tregs (T reguladoras) como um
mecanismo para suprimir a actividade imune contra células tumurais no hospedeiro e

esta associado com o pior progndstico em pacientes com cancro (Hao et al., 2014).

A activacdo de células natural killer (NK) e células linfocitos T citotoxicos
CD8+ (TCD8+), induzidas por Neem reduzem a acumulagdo e a capacidade de
supressdo das células MDSCs (células supressoras derivadas de células mieloides)
provocando apoptose celular mediada pela via receptor membranar Fas-Fas ligando
(FAS-FASL). Estas células MDSCs vao inibir as fungdes das células TCD8+, produzem
oxido nitrico que se vai combinar com a arginase € vai provocar apoptose das células
TCD8+. A actividade da arginasel causa a diminui¢do de arginina e bloqueio
traducional da cadeia CD3epson, que impede que as células T respondam a varios
estimulos. O pré-tratamento com a glicoproteina da folha de Neem vai facilitar a

infiltragdo das células TCD8+ dentro do parénquima tumoral (Banerjee et al., 2014).
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Os linfocitos NK (natural killer) e os linfocitosT citotoxicos apresentam dois
mecanismos principais de morte celular em células-alvo, a via perforina/granzima e a
via Fas-FasL (Cavalcanti, 1997). As células TCD8+ apresentam fungdes citotdxicas
formando poros nos seus alvos utilizando a perforina, seguidamente provocam a lise por

libertagdo de granulos de granzima B (figura 19) (M. Sarkar et al., 2017).
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Figura 19- Apoptose via perforina/granzima (Apraiz, 2011).

Nao esta claro o mecanismo exacto de libertagdo dos granulos de granzima,
Apraiz (2011) descreve 2 mecanismos, no modelo A, a perforina forma directamente
poros na membrana plasmatica e liberta as granzimas no citoplasma onde vao activar
proteinas provocando apoptose. As granzimas B activam caspases clivando-as, as
granzimas A provocam apoptose independente de caspases, via dano directo no DNA.
No modelo B o mecanismo ¢ descrito via endocitose, formando vesiculas na passagem

de granzimas para o citoplasma das células alvo.

Observando a figura 20, o FAS ligando (FASL), produzido por células do
sistema imunitario, como linfocitos T citotdxicos e NK, ¢ um sinal, que induz a morte
celular, liga-se ao receptor FAS da membrana celular, trimeriza activa a pro-caspase 8§ e

depois as caspases (Figura 20) (Lodish et al., 2004).
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Figura 20- Mecanismo de apoptose via Fas-FasL (Adaptado de Lodish et al., 2004).

2.2.1. Osteossarcoma

O osteossarcoma ¢ um tipo de sarcoma, ¢ um tumor maligno primdrio associado
ao tecido dsseo, pode ocorrer em qualquer idade mas o pico de incidéncia da patologia
surge durante os 20 e os 30 anos (Rapidis, 2008). Tem um mau progndstico e
geralmente ¢ de dificil tratamento a nivel de quimioterapia. O tratamento
quimioterdpico ¢ realizado como adjuvante para melhorar o prognostico (Liu et al.,
2015; Rickel, Fang, & Tao, 2017).

A recidiva desta patologia, manifesta-se localmente ou para ossos distantes,
ocorrendo na maior parte das vezes como metastase pulmonar, o que dificulta o
prognostico. A quimioterapia e a cirurgia sdo os tratamentos de elei¢do e a taxa de cura

¢ de 58% a 76% (Liu et al., 2015).

Os osteossarcomas surgem dos tecidos mineralizados e correspondem
aproximadamente a 20% de todos os sarcomas, 5% dos osteossarcomas ocorrem nos
0ssos gnaticos. A nivel histologico podem ser classificadas em 3 subgrupos,
condroblésticos, fibroblasticos e osteoblasticos, definidos de acordo com a presenca e
natureza da matriz tumoral e local de origem. Os tumores justacorticais, que surgem na
superficie do periosteo, designados de osteossarcomas condroblasticos (25%), na qual
apresentam um grau varidvel de areas de tecido condroide, misturadas com células
fusiformes, sdo caracterizados pela producdo de matriz cartilaginosa. Osteossarcomas
extra-esqueléticos, originam-se nos tecidos moles, designados do tipo fibroblastico
(25%), apresentam células fusiformes indiferenciadas com capacidade de produzir
tecido fibroso e o osteossarcoma tipo convencional designado de osteoblastico, surge da

cavidade medular, com grau varidvel de mineralizagdo sendo caracterizado pela
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producdo em grande quantidade de matriz ostedide (Figura 21) (Rickel et al., 2017;
Reguezi et al., 2008).

A sindrome de Li Fraumeni e displasias 6sseas como a doenga de Paget e
displasia fibrosa predispdem a ocorréncia de osteossarcomas. Os osteossarcomas

também podem surgir apos tratamentos com radioterapia (Neill et al., 2013).

Figura 21- Osteossarcoma na mandibula (Jornal of oral Maxillofacial Pathology'.)

A nivel de caracteristicas clinicas, a mandibula é mais afectada do que a maxila,
a maioria dos osteossarcomas mandibulares surgem no corpo da mandibula. No maxilar
superior o tumor localiza-se no seio maxilar e no rebordo alveolar e palato. E uma
neoplasia maligna que apresenta uma predilec¢do pelos homens em aproximadamente
60%, a média de idade em que ocorre esta patologia ¢ de 35 anos (Figura 22) (Neill et
al., 2013; Reguezi et al., 2008).

No tratamento clinico os pacientes s3o tratados de forma idéntica,
indepentemente dos subtipos desta patologia, as mutagdes ou genes condutores que
originam o osteossarcoma ainda ndo estdo bem esclarecidas (Rapidis, 2008; Rickel et

al., 2017).

Figura 22- Osteossarcoma na maxila (Adaptado de Prabhusankar et al., 20167).

! Fonte: http://www.jomfp.in/text.asp?2014/18/4/143/141371
2 Fonte: http://www.jispcd.org/text.asp?2016/6/8/171/189762
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Nos osteossarcomas da mandibula e maxila as caracteristicas clinicas a nivel de
sinais e sintomas sdao dor localizada, mobilidade e perdas dentarias, parestesia
envolvendo o nervo alveolar inferior e infraorbitario na mandibula e maxilar superior,
repectivamente, podera também surgir obstrucao nasal e problemas oculares (Neill et
al., 2013; Reguezi et al.,2008).

A nivel de imagem radiografica, observa-se espessamento do ligamento
periodontal, este ¢ devido 4 invasdo tumoral e podera também observar-se reabsor¢ao
do osso alveolar circundante. Nos tumores avancados as imagens de rx, podem
apresentar radiopacidades irregulares e maldefinidas (figura 23), ou entdo

radiotranslucidez tipo “roido de traca” (Reguezi et al., 2008).

Figura 23- Radiografia onde se observa osteossarcoma da mandibula (Adaptado de Naik et al., 2014°).

2.2.1.1 Avaliacao do fitoquimico Nimbolida na terapéutica do
Osteossarcoma

Neste modelo de estudo in vitro, nimbolida inibiu véarias vias de sinalizagao
oncogénicas em células humanas de osteossarcoma, nimbolida reduz a metéstase
tumural, diminuindo a expressdo de integrina alfaV beta 5, em células de osteossarcoma
(Liu et al., 2015).

As integrinas sdo glicoproteinas transmembranares heterodiméricas que
desempenham um papel principal na metastase e invasdo das células tumorais, podem
activar varias vias de sinalizagdo de sobrevivéncia e proliferacdo celular, facilitam a
adesdo célula-matriz extracelular, célula-célula e migragdo celular (Schneider, Amend,
& Weilbaecher, 2011). Fornecem uma conexao fisica entre a ECM (matriz extra celular)
e o citoesqueleto de actina e participam na sinalizagdo bidirecional através da membrana

plasmatica (Morse, Brahme, & Calderwood, 2014).

3 Fonte: http://www.jomfp.in/text.asp?2014/18/4/143/141371.
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Este estudo realizado em células humanas de osteossarcoma, revelou que
nimbolida pode regular a migracdo de células de osteossarcoma através da proteina
integrina alfaV beta 5, a expressao da proteina integrina alfaV beta 5 ¢ regulada pelas
vias de sinalizacao PI3K/Akt e NF-KB.

Nos testes in vitro, as células humanas de osteossarcoma foram incubadas com
nimbolida durante 24 horas e a percentagem de células em apoptose foi verificada e
comparada com o grupo control. Nimbolida tem um papel fundamental nas vias de
sinaliza¢do PI3K/Akt e NF-KB. O tratamento com nimbolida, diminui a fosforilacao da
subunidade P65 de NF-KB e a fosforilagdo das subunidades IKKalpha e IKKbeta, nas
cé¢lulas humanas de osteossarcoma. Doses baixas de nimbolida inibiram a invasdo e

migracdo celular ndo afectando a viabilidade celular (Liu et al., 2015).

O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ responsavel pela sintese, maturacdo e
enrrolamento de proteinas, entre outros, alteragdes na homeostase do calcio,
acumulagdo de hipoxia celular, falta de nutrientes, stress oxidativo e outras
desrregulagdes metabolicas provocam stress no RE, esse stress ¢ detectado por proteinas
sensores de resposta a proteinas desenroladas (UPR), como enzimal requer inositol
(IRE1), proteina kinase do reticulo endoplasmatico (PERK) e o factor de transcricao
activado 6 (ATF6), estas proteinas sensor tornam-se activas e recuperam as fungodes
normais no RE, se estas fun¢des ndo forem corrigidas entdo estas proteinas poderdo

provocar apoptose (Bahar, Kim, & Yoon, 2016; Liu et al., 2015).

Na figura 24 podemos observar uma hipotese de modelo de vérias vias de
activagdo da apoptose em condi¢des de stress no RE, quando existe stress prolongado
no RE, IRE1, PERK e ATF6 podem induzir a sinalizagdo pro-apoptose activando a
proteina homologa do factor de transcricdo (CHOP), CHOP ¢ considerado um factor de
transcricdo que induz apoptose mediada por stress no RE, através da regulagdao das
proteinas pro-apoptose BCL-2 nas membranas das mitocondrias. A activacdo de IREI
pode activar também a via de sinalizacdo pro-apoptose IRE1-TRAF2-JNK provocando
apoptose. A associacdo IRE1-TRAF2 derivada de stress no RE pode activar a
procaspase 12, esta activa a caspase 9, depois a activagdo da caspase 3 e surge apoptose

(Figura 24).
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Figura 24- Diferentes vias de apoptose provocadas por stress no reticulo endoplasmatico (RE) (Adaptado
de Bahar et al., 2016).

Um outro mecanismo de activacdo da apoptose devido a stress no RE estd
relacionado com as proteinas BAX e BAK da familia BCL-2 pro6-apoptose, estas
proteinas estdo envolvidas na apoptose mediada por calcio (Ca2+) devido a stress no
RE, o Ca2+ ¢ um regulador da sobrevivéncia celular, o aumento de Ca2+ no limen do
RE leva & sua libertacdo no citosol através dos canais designados receptores inositol
1,4,5 trifosfato (IP3Rs) e receptores rianodina (RyRs), surge despolarizacdo da
membrana do RE, existem alteragdes conformacionais de BAK ¢ BAX existentes na
membrana do RE, inicia-se um efluxo de Ca2+ para o citosol, este Ca2+ vai activar
proteinas m-calpainas, seguidamente estas proteinas vao clivar e activar pro-caspases
12, provocando uma activacdo na cascata de caspases e surge apoptose (figura 24)
(Bahar et al., 2016). As proteinas calpainas sdo proteases activadas por calcio, que
clivam varias proteinas alvo activando-as (del Carmen Lafita-Navarro & Conacci-

Sorrell, 2019).

O stress do RE poderd activar também a apoptose, através da mitocondria, que
liberta proteinas da familia Bcl-2 pro-apoptdticas como Bax e Bak (Liu et al., 2015). O
Ca2+ libertado através dos receptores IP3Rs do RE em contacto com as mitocondrias
provoca um aumento dos niveis de Ca2+ nas mitocondrias, posteriormente existe uma

activacdo do Citocromo c, bax e bak vao aumentar a permeabilidade do Citocromo ¢
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para o citosol e este activa a Apaf-1, surge activagdo das caspases 9 e 3 provocando

apoptose (figura 24) (Bahar et al., 2016).

Nimbolida activa o mecanismo apoptdtico dependente de stress no RE,
relacionado com a libertagdo de calcio do RE, este fitoquimico induziu a saida do célcio
para o citosol e activou as proteinas m-calpainas, seguidamente estas vao activar
caspases, surge apoptose das células tumorais. Liu et al. (2015), verificaram através de
analise western blot que existiu um aumento das proteinas m-calpainas, o tratamento
com nimbolida activou a caspase 9 e 3 provocando apoptose tumoral. Este foi um

acontecimento ainda nao verificado noutros tipos de cancro (figura 24).

Segundo Liu et al.,(2015), afirmaram que as vias de sinalizagdo apoptdticas
relacionadas com stress no RE sdo complexas, e ndo expecificaram qual a via exacta de
apoptose derivada de stress no RE provocada pela molécula nimbolida, relataram que
existiu uma saida do Ca2+ do RE para o citosol provocando um aumento de proteinas
m-calpainas no citosol, e que futuramente iriam examinar os detalhes desta sinaliza¢ao
na apoptose provocada por stress no RE.

Os autores Liu et al., (2015), referem também que nimbolida provocou apoptose
mitocondrial nas células de osteossarcoma aumentado a quantidade de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) (Liu et al., 2015). As espécies reactivas de oxigénio (ROS)
sdao 10es, moléculas ou radicais que apresentam na sua configuracdo electronica um
electrdo desemparelhado, devido a esta caracteristica sdo altamente reactivas (Liou &

Storz, 2010).

Nas células normais, ROS que ¢ constituido principalmente por peroxido de
hidrogénio (H202), o anido superdxido de hidrogénio (O2-) e o radical hidroxilo (OH-)
estdo em equilibrio redox celular com antioxidantes bioquimicos e sdo produzidos como
subprodutos do metabolismo. Um aumento na producdo de ROS pode provocar stress
oxidativo, que se pode definir como um desiquilibrio entre a producdo de radicais livres
e as defesas antioxidantes (Liu et al., 2015; Ziech et al., 2012).

O stress oxidativo provoca peroxidagdo lipidica, desintegra as membranas
celulares que sdo ricas em acidos gordos polinsaturados, estas ficam susceptiveis a

oxidacdo, a célula perde toda a sua fungdo (Ahmad et al., 2018).
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Os agentes em radioterapia e quimioterapia sdo toxicos para as células
cancerigenas, devido aumentarem a producdo de ROS (Liu et al., 2015). ROS ¢ uma
substancia metabodlica que se forma endogenamente no reticulo endoplasmatico, nas
mitocondrias e peroxissomas pelas enzimas do citocromo P450 (CYP) mas também se
pode formar exogenamente, através da exposicdo a radiagdo ionizante e radiagdo

ultravioleta (Figura 25) (Ziech et al., 2012).
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Figura 25- Resposta celular ao efeito das espécies reactivas de oxigénio (ROS) (Adaptado de Wojcik,
Kaminska, Blasiak, & Szaflik, 2013).

Na figura 25 podemos observar que ROS se pode formar a nivel endogeno e
exogeno. A producdo de ROS, representada no tridngulo de cor cinza, ¢ regulada pelos
mecanismos de defesa antioxidantes, em condigdes normais as moléculas enzimaticas e
nado-enzimaticas diminuem a quantidade de ROS e mantém a homeostase celular,
importante na manuten¢do das fungdes fisiologicas como transdugdes de sinal,
proliferacdo, defesa do hospedeiro e transcri¢do genética. Um aumento na produgdo de
ROS pode causar stress oxidativo, levando a apoptose, alteracdo das vias de transdugao
de sinal, danos nos componentes celulares e envelhecimento da célula (Adaptado de
Wojcik, Kaminska, Blasiak, & Szaflik, 2013).

O aumento de ROS a nivel celular, provoca dano celular excessivo resultando na
eliminagdo de células defeituosas através da apoptose (Hao et al., 2014). ROS
desempenha um papel principal na apoptose, acumula-se nas mitocondrias diminuindo o

potencial de membrana mitocondrial (MMP), provocando apoptose celular. A apoptose
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na mitocondria esta associada a um aumento de stress oxidativo mitocondrial, libertagao

do citocromo c e activagao de caspases (Giampazolias & Tait, 2016; Liu et al., 2015).

Nimbolida provoca um aumento de ROS em células humanas de osteossarcoma,
este fitoquimico aumenta o peroxido de hidrogénio (H202) nas membranas
mitocondriais, diminuindo o potencial de membrana mitocondrial e inicia assim o
mecanismo de apoptose nas mitocondrias, surge aumento de proteinas pré-apoptose,
Bak, Bax e Citocromo c, esta liga-se a Apaf-1 e as caspases sao activadas provocando

apoptose tumoral (Liu et al., 2015).

2.3. Combinacgao de fitoquimicos de Neem com a Quimioterapia

A actividade, quimiopreventiva e antigenotdxica dos compostos da folha de
Neem, no carcinoma oral das células escamosas ¢ mediada pela indug¢do da quantidade
de antioxidantes (Dasgupta et al., 2004).

O aumento de antioxidantes a nivel sanguineo estd relacionado com baixa
incidéncia de cancro (Dasgupta et al., 2004; Priyadarsini et al., 2009). Neem ¢
constituido por varios principios activos com propriedades antioxidantes, a principal
fun¢@o do antioxidante ¢ neutralizar os radicais livres, evitando danos celulares (Ahmad
et al., 2018). A neutralizagdao da ac¢ao dos radicais livres € importante na prevengao de

varias patologias (Alzohairy, 2016).

Em estudos realizados por Dasgupta et al.,(2003), 80% de extracto da folha de
Neem foi utilizado em duas doses diferentes, 250 e 500mg por kg de peso corporal, em
animais de laboratorio com tumores no figado, pulmdo e rim, induzidos pelo
benzopireno. Para avaliar a capacidade deste extracto na desintoxicacdo destes Orgaos,
verificou-se o aumento de varias enzimas antioxidantes, como a glutationa s-transferase,
superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase que protegem as
macromoléculas celulares contra danos oxidativos. O aumento da superdxido dismutase,
provoca a remocao de ROS (espécies reactivas de oxigénio), a catalase ajuda a remover
o peroxido de hidrogénio (H202), produzido pela actividade da superoxido dismutase, a
actividade da super 6xido dismutase (SOD) em conjunto com a catalase, explica a
diminuic¢do da peroxidacao lipidica, que ¢ um indicador de stress oxidativo existente na

célula (Dasgupta et al., 2004).
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Os compostos de Neem apresentam uma boa sinergia com alguns medicamentos
anti-cancerigenos, aumentando a eficacia de alguns compostos quimioterapicos (Hao et
al., 2014). A hidroxiureia ¢ um medicamento usado frequentemente na anemia
falciforme, infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humano (HIV) e em varios tipos de
cancro (Ahmad et al., 2018).

Segundo Ahmad et al. (2018), foi demonstrado a eficicia de nimbolida, esta
molécula diminui os efeitos adversos causados pela Hidroxiureia. Neste teste clinico,
realizado em animais, nimbolida melhorou, a peroxidacdo lipidica, a fisiologia dos
hepatocitos e dos corpusculos renais, que estava alterada devido aos efeitos adversos da
Hidroxiureia, o autores sugeriram que nimbolida podera ser uma molécula adjuvante
nos tratamentos com o medicamento hidroxiureia reduzindo a toxicidade induzida pela

quimioterapia.

Moneim et al. (2014), avaliaram a ac¢ao protectora, do extracto metandlico de
folhas de Neem (MLEN), por via oral, 500 miligramas/Kg de peso corporal em animais
de laboratério, no stress oxidativo e nefrotoxicidade induzido pela cisplatina (CP),
sendo esta injectada intraperitonial 5 miligramas/Kg. A cisplatina ¢ uma das principais
moléculas quimicas utilizadas na quimioterapia, em carcinomas do ovario, pulmao,
bexiga, cabeca e pescogo e outros tipos de cancro, o principal efeito colateral deste
composto ¢ a nefrotoxicidade, 20% dos pacientes que usam cisplatina apresentam lesdao
renal grave, que leva a uma insuficiéncia renal aguda. Os tibulos proximais das células
renais sdo os mais afectados, devido a cisplatina se acumular no rim em maior
quantidade do que nos outros 6rgaos. A CP provoca stress oxidativo renal seguidamente
existe um aumento de ROS e RNS (espécies reactivas de nitrogénio) a resposta a esta
actividade ¢ um grande aumento da inflamacgdo, a actividade do factor transcri¢dao
nuclear NF-kB aumenta nas células renais dos ratos provocando aumento de
quimiocinas e citocinas. A intoxicagdo com cisplatina provocou uma diminui¢do da
actividade das enzimas antioxidantes renais como a super 6xido dismutase (SOD) e a
catalase (CAT) comparando com o grupo control. A toma oral de MLEN (extracto
metanolico das folhas de Neem) antes ou depois do tratamento com CP melhorou
significativamente a funcdo renal dos animais de laboratorio, diminui as lesdes nos
tubulos e corptsculos renais, esta actividade protectora celular deve-se a grande

quantidade de antioxidantes presentes nos polifenois, que apresentam a capacidade de
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remocao dos radicais livres e aumentam as enzimas de defesa antioxidantes, protegendo

os rins do stress oxidativo (Abdel Moneim, Othman, & Aref, 2014).

11.3. Evidéncias da atividade antimicrobiana de Neem na Microbiota Oral
3.1. Avaliacao da atividade dos fitoquimicos de Neem em Endodontia

Os efeitos colaterais das drogas sintéticas € o aumento das cepas resistentes aos
antibioticos, chamadas de bactérias multirresistentes, tém promovido varios
pesquisadores a procurar alternativas, analisando moléculas naturais (Al Saiqali,

Tangutur, Banoth, & Bhukya, 2018; Ghonmode et al., 2013).

Os limonodides sdo um exemplo de substancias lipossoliveis com grupos
funcionais como fendis, alcoois ou aldeidos que interferem nas proteinas enzimaticas
associadas ou integradas nas membranas bacterianas parando a sua produgdo e

actividade (Borzini, Condo, De Dominicis, Casaglia, & Cerroni, 2016).

As plantas medicinais sao fontes muito ricas de micro ¢ macromoléculas
bioactivas como proteinas e pequenos péptidos com aplicagdo terapéutica. Estas
proteinas e péptidos, isolados de extractos de plantas poderdo ser uma alternativa co-
adjuvante as que existem a nivel farmacéutico, pois estes compostos naturais
apresentam um amplo aspectro de actividade bioldgica, em relagdo a bactérias, fungos e

virus (Al Saiqali et al., 2018).

Al Saiqali et al.,(2018), avaliou in vitro a actividade bactericida de polipéptidos
de baixo peso molecular entre os 11 e os 250 KDa extraidos das folhas de Neem em
relacdo a vérias bactérias patogéneas em humanos, tais como, Enterococcus faecallis,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Proteus mirabilis e a estirpe fingica Candida tropicalis. Os polipéptidos com
tamanho entre os 11 e os 20 KDa foram os que apresentaram melhor actividade
antimicrobiana. Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecallis e Candida tropicalis foram os que mostraram a maior zona de inibicdo de

crescimento. O mecanismo de ac¢do pelo qual as proteinas e os polipéptidos extraidos
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de Neem actuam ainda ndo estd bem definido podera actuar de duas formas, uma ¢ na
membrana das bactérias em que existe uma ruptura, a outra forma ¢ a nivel intracelular
provocam lise da bactéria. Pseudomonas aeruginosa foi a unica bactéria das gram
negativas sensivel.

Segundo, Al Saiqali et al.,(2018), existem algumas hipdteses, uma destas € que
as bactérias gram negativas sdo constituidas por uma membrana interna rica em
fosfolipidos de fosfatidiletanolamina que ndo vao ficar expostos ao meio ambiente,
devido a estarem cobertos de lipopolissacaridos anidnicos e os peptideos s6 se ligam as
membranas bacterianas quando os fosfolipidos de fosfatidiletanolamina ficam expostos,
outra explicacdo ¢ as bactérias gram negativas apresentam capacidade de alterar as suas

cargas de potencial de membrana (Al Saiqali et al., 2018).

Os compostos fitoquimicos que estdo presentes em Neem com atividade
bactericida eficaz sdo nimbolida, azadiractina, acido galico, nimbidina, nimbina,
catequinas e epicatequinas. O que apresenta actividade antimicrobiana mais potente ¢
azadiractina (Lakshmi, Krishnan, Rajendran, & Madhusudhanan, 2015). A acgdo
antibacteriana do principio activo azadiractina, destrdi a parede celular em bactérias,

alterando a pressdo osmotica, provocando a morte bacteriana (chatterjee et al., 2011).

Desde 1894, Miller provou existirem bactérias no interior dos canais radiculares,
esses microorganismos provocavam patologias perirradiculares e pulpares (Babaji,
Jagtap, Lau, Bansal, & Thajuraj, 2016; Misuriya et al., 2014). Nestes canais radiculares
com necrose pulpar existem mais de 700 espécies microbianas diferentes, algumas das
quais ainda ndo foram identificadas (Borzini et al., 2016).

As infeccdes endoddnticas sdo de natureza polimicrobiana, onde predominam as
bactérias anaerdbias obrigatorias (Almadi & Almohaimede, 2018; Borzini et al., 2016;
Tyagi et al., 2013).

Podem ser agrupadas com base na localizagdo anatdmica da infecgdo,
designadas de intra-radiculares e extra-radidulares. As infec¢des intra-radiculares
podem ser divididas em infec¢des primadrias, secundarias e persistentes, na infec¢ao
primdria os microorganismos inicialmente invadem e colonizam o tecido pulpar
necrotico, na infeccdo secundaria os microorganismos que ndo estavam presentes no
inicio do tratamento entram pelos canais radiculares apds ou durante a intervengao

terap€utica como em casos de caries remanescentes, dentes mantidos abertos para
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drenagem, material contaminado, mau uso do isolamento absoluto, fractura e perda de
material restaurador. A infeccdo secundaria pode apresentar apenas uma Unica espécie,
na sua maioria gram+ (gram positivos) facultativos e podem ser espécies orais € nao
orais como Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus, espécies de
Candida e Enterococcus faecalis.

A Infeccdo endodontica persistente ¢ considerada a principal causa dos
problemas endodonticos como, flare-up, exsudagdo e sintomatologia persistente. E
caracterizada pela existéncia de microorganismos que pertenceram a infecgdo
endododntica primaria ou secundéaria mas adquiriram resisténcia durante o tratamento dos

canais radiculares, geralmente sdo bactérias anaerobias gram+ e o fungo Candida

albicans (Floriano et al., 2016; Ozsezer & Onuk, 2017).

Uma das principais causas das infecgdes persistentes nos canais radiculares ¢ a
invasdo dos tubulos dentindrios por varios tipos de microorganismos, uma vez que a
anatomia e profundidade desses tibulos dentinarios dificultam a penetragao dos varios
tipos de substancias utilizadas nos canais radiculares em endodontia (Chandra, Kumar,
Reddy, & Kiran, 2015; Dutta & Kundabala, 2014; Sinha et al., 2015).

A erradicacdo destes microorganismos no canal radicular ¢ fundamental para
evitar que eles alcancem os tecidos periapicais (Ghonmode et al., 2013).

O objectivo do tratamento endodontico ¢ eliminar varios tipos de
microorganismos dos canais radiculares e camara pulpar proporcionando um ambiente
favoravel na cicatrizacdo dos tecidos (Babaji et al., 2016; Borzini et al., 2016;

Ghonmode et al., 2013).

A desinfeccdo dos canais radiculares dentarios ¢ realizada de duas formas,
através de meios quimicos, com solugdes de irrigacdo e a outra forma ¢ a acgdo
mecanica fazendo a instrumentagdo com limas, criando uma condi¢do favoravel para a
cura perirradicular (Almadi & Almohaimede, 2018; Borzini et al., 2016; Mustafa,
2016).

Uma terapia endoddntica com sucesso, depende de trés factores principais, a

instrumenta¢do, desinfec¢do e obturagdo adequadas, reduzindo as colonias bacterianas

em aproximadamente 95% (Borzini et al., 2016).
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O tratamento endodontico exige desbridamento e desinfeccdo eficazes dos
canais radiculares e do biofilme, seis semanas ¢ o tempo necessario para o biofilme
iniciar a mineralizacdo (Garg et al., 2014). O biofilme ¢ constituido por uma matriz
extracelular que actua como uma protec¢ao das bactérias tornando-as mil vezes mais
resistentes aos anticorpos € agentes antimicrobianos (Garg et al., 2014; Misuriya et al.,
2014).

O biofilme em endodontia pode ser classificado como, biofilme extrarradicular,
intrarradicular, periapical e biofilme formado em biomateriais. E caracterizado por
populagdes de bactérias polimicrobianas constituidas por células que apresentam varios
fenopticos diferentes de crescimento alterados, ligados a um substrato, localizadas numa
matriz de polissacarideos, que aderem as superficies dentarias ou entre elas. A formacgao
do biofilme corresponde a vérias etapas, no inicio surge a deposi¢do do biofilme, depois
a adesdo e colonizagdo dos microorganismos, seguidamente inicia-se o crescimento
bacteriano, que provoca a expansao do biofilme e no final surge o desprendimento dos

microorganismos ao seu redor (Figura 26) (Chandra et al., 2015).

Figura 26- Formacdo do biofilme nas superficies dentarias. A - formagao da pelicula; B - adesdo inicial; C
- maturagdo; D - dispersdo (Adaptado de Huang et al., 2011).

Técnicas de instrumentagdo em endodontia induzem a formagao de uma camada
de smear layer (Misuriya et al., 2014). A camada de smear layer ¢ constituida por
detritos inorganicos como restos de dentina € componentes organicas, tais como
micoorganismos e tecido remanescente de necrose pulpar de processos odontoblasticos.
Apresenta duas camadas, uma mais superficial de 1-2 micrometros de espessura e uma
por¢do mais dentro dos tubulos dentindrios que chega a 40 micrometros de
profundidade, estando frouxamente aderida aos tibulos dentindrios. A remocdo da
smear layer produz uma melhoria na desinfec¢do de microorganismos, ao abrir os

tubulos dentindrios vai permitir uma melhor penetracdo da medicacdo e solucdes
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irrigantes, diminuindo a sua quantidade de microorganismos e adaptando melhor as
superficies dos canais na aderéncia com o material de preenchimento do canal (Figura

27) (kuruvilla et al., 2015; Misuriya et al., 2014; Pintor et al., 2016).

A utilizagdo de substancias ou irrigantes que dissolvam a camada de smear layer
nos canais radiculares reduz as hipdteses de multiplicacdo e sobrevivéncia de

microorganismos (Ghonmode et al., 2013; Haapasalo, Shen, Wang, & Gao, 2014).

Figura 27- Camada de smear layer na parede do canal radicular apos a instrumentagdo (Adaptado de
Haapasalo et al., 2014).

Durante e apds a instrumentacdo uma solugdo irrigante facilita a remog¢do do
tecido inflamado necrético e detritos de dentina (Haapasalo et al., 2014). A irriga¢do no
tratamento endoddntico apresenta muitas fungdes importantes, nos canais radiculares
estas fungdes podem variar de acordo com a utilizagdo do tipo de irrigante (Borzini et
al., 2016; Haapasalo et al., 2014).

Um irrigante ideal deve ser relativamente barato, facil de aplicar, ter a
capacidade de dissolver a camada de smear layer que se forma devido a instrumentagao,
ter um amplo aspectro antimicrobiano, apresentar baixa tensao superficial para alcangar
areas inacessiveis as limas, ndo causar descoloragdo dos dentes, ndo pode ser
carcinogénico nem tdxico, devera ser biocompativel, uma vez que existe um contacto

proximo aos tecidos do periodonto (Borzini et al., 2016).
Existem algumas substincias de extractos vegetais que tém demonstrado
resultados promissores in vitro, futuramente estas substdncias poderdo ser uma

alternativa ao hipoclorito de s6dio em tratamentos endoddnticos (Borzini et al., 2016).

O hipoclorito de sédio (NaOCl), tem sido utilizado durante mais de 70 anos, ¢

um dos irrigantes endoddnticos mais recomendados e utilizados, devido a sua
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capacidade de dissolver tecidos organicos e ac¢do antibacteriana (Borzini et al., 2016;
Ghonmode et al., 2013).

Apresenta propriedades germicidas, relacionadas com a formagdao do &cido
hipocloroso, devido a libertagdo dos ides de cloreto em solucdo, o seu ph elevado
contribui para a dissolucdo dos tecidos necroticos (Misuriya et al., 2014). O NaOCl
(hipoclorito de s6dio) ioniza em agua o sédio (Na+) e os ides hipoclorito (OCl-) e
estabelece um equilibrio com o acido hipocloroso (HOCI). Em ph 4cido e neutro, a
maior parte do cloro existe como HOCI (acido hipocloroso) enquanto em ph de 9 e
acima, o ido OCI- (hipoclorito) ¢ o mais abundante. O acido hipocloroso tem um efeito
antibacteriano mais forte, o ido OCI- (hipoclorito) ¢ menos efectivo (Haapasalo et al.,
2014).

A acgdo antibacteriana do acido hipocloroso, ocorre devido a oxidagdo de
enzimas bacterianas provocando desorganizagdo no metabolismo dessas bactérias
(Misuriya et al., 2014). O 4acido hipocloroso afecta directamente as fungdes vitais da
célula microbiana, resultando répidamente em morte celular. O hipoclorito de sodio ¢
usado em concentragdes entre 1 e 6%, em alta concentracdo apresenta uma ac¢ao mais
eficaz do que as solugdes de 1 e 2% (Haapasalo et al., 2014). Em concentragdes baixas
diminui a sua ac¢do antimicrobiana e a sua capacidade de dissolucdo dos tecidos
(Ghonmode et al., 2013).

Embora seja um dos irrigantes mais utilizados em endodontia apresenta algumas
desvantagens, pode causar dor severa e duradoura quando existe extrusdao desta
substancia quimica pelo foramen apical ao atingir os tecidos perirradiculares (Babaji et
al., 2016; Borzini et al., 2016; Garg et al., 2014; Haapasalo et al., 2014). Em altas
concentragdes também apresenta a desvantagem de provocar dissolucdo de restos de
polpa necroética e vital, outra desvantagem do NaOCI ¢ a diminuicdo da resisténcia
mecanica na dentina provocando deteorizagdo das proteoglicanas e do colagénio,
predispondo o dente 4 fractura vertical (Borzini et al., 2016; Ghonmode et al., 2013). O
hipoclorito de sédio apresenta gosto desagradavel e ndo possui a capacidade de remover
a camada de smear layer (Babaji et al., 2016; Garg et al., 2014; Ghonmode et al., 2013).

Geralmente em endodontia apos a utilizagdo de hipoclorito de sodio utiliza-se o
acidoetilenodiaminotetracético (EDTA), este ¢ usado como irrigante final na remogao
da smear layer (Ghonmode et al., 2013; Haapasalo et al., 2014). Os agentes quelantes
como o EDTA produzem uma superficie radicular limpa para posterior obturagdo

(Figura 28) (kuruvilla et al., 2015; Misuriya et al., 2014; Pintor et al., 2016).
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Figura 28- Parede do canal radicular onde foi utilizado NaOcl durante a instrumentagdo endododntica e no
final foi usado o irrigante EDTA (Adaptado de Haapasalo et al., 2014).

O tratamento endodontico do hipoclorito de sodio alternado com o EDTA deve
ser evitado devido ao EDTA neutralizar a actividade antibacteriana do NaOCIl. Quando
existe a remo¢ao da smear layer pelo uso de EDTA, o NaOCl nao deve ser usado
novamente uma vez que causa erosao na dentina e consequentemente colapso dos

tubulos dentinarios (Haapasalo et al., 2014).

O EDTA apresenta actividade microbiana reduzida enfraquecendo a membrana
da célula bacteriana sem provocar a sua morte, a sua ac¢ao principal € remover a parte
inorganica da dentina e a camada de smear layer. Pode actuar de forma sinérgica com
outras substancias, como a clorexidina que apresenta uma ac¢ao mais potente na parede

celular bacteriana (Haapasalo et al., 2014).

A clorexidina foi descoberta em 1950, e presentemente ¢ uma das substancias
mais eficazes na Medicina Dentaria (Prashant et al., 2007). O gluconato de clorexidina
ou clorexidina ¢ constituido por um sal de clorexidina e um 4cido glucénico, ¢ usado na
periodontite, gengivite e como desinfectante dos canais radiculares, melhorando a

regeneragdo e cicatrizacao dos tecidos (Chandra et al., 2015).

A clorexidina na presenca de sangue mantém a sua ac¢dao antimicrobiana, essa
eficacia da clorexidina ¢ devido & interaccdo da carga positiva da molécula e a carga
negativa do grupo fosfato da parede celular do microorganismo, isto vai permitir a
destruicdo da parede celular. A molécula de clorexidina ¢ hidrofobica e lipofilica, com
carga positiva, interage com os fosfolipidos e lipopolissacaridos carregados
negativamente na membrana celular dos microorganismos, entra na célula e altera o

equilibrio osmoético da célula, isso provoca um aumento de permeabilidade da parede
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celular & molécula de clorexidina. Seguidamente existe uma perda dos constituintes
intracelulares, como os 4cidos nucleicos e adenosina trifosfato (ATP), o citoplasma fica
congelado devido a perda dos constituintes celulares (Sinha et al., 2015).

A clorexidina apresenta uma ac¢ao antimicrobiana de amplo espectro contra
organismos gram negativos e gram positivos (Haapasalo et al., 2014). Possui uma alta
substantividade, isto ¢, uma grande capacidade de se ligar aos tecidos orais por periodos
prolongados, onde ¢ libertada lentamente (Kuruvilla Jr.,1998).

E usada em Medicina Dentéria na presencga de placa bacteriana, em endodontia
geralmente utiliza-se como irrigante final apés o EDTA, devido a ndo causar erosdo
dentinaria. A clorexidina ndo deve ser usada como Unico agente irrigante na terapéutica
endoddntica, uma vez que ndo dissolve matéria inorganica e orginica. Uma vantagem
desta substancia em relagdo ao hipoclorito de sodio, € que se existir uma extrusao para a
zona periapical ndo causa dor. No entanto provoca a morte de bactérias mais lentamente
que o hipoclorito de sodio e a sua ac¢ao em biofilmes bacterianos ¢ mais fraca do que 5

e 6% de NaOCl (Haapasalo et al., 2014).

A inter-ac¢ao entre clorexidina e NaOCI (hipoclorito de s6dio) apresenta um
risco sistémico, pois pode decompor-se em sub-produtos reactivos como a formagao de
um precipitado castanho alaranjado que contém paracloroanilina uma substancia
potencialmente cancerigena (Babaji et al., 2016; Borzini et al., 2016; Haapasalo et al.,
2014). O canal radicular deve ser lavado, por exemplo com soro fisioldégico ou agua
entre 0 uso desses dois cloretos, com a intencdo de evitar reaccdes quimicas toxicas

(Haapasalo et al., 2014).

Actualmente nenhuma das solugdes irrigantes em endodontia pode ser
considerada ideal, presentemente a combina¢do de solugdes irrigantes com uma
sequéncia especifica € importante, pois contribui para 0 sucesso nos tratamentos
endodonticos (Haapasalo et al., 2014).

O uso de compostos de Neem como irrigantes endodonticos, pode ser vantajoso,
a biocompatibilidade destes compostos poderd ndo provocar dor e lesdes em tecidos
periapicais (Ghonmode et al., 2013).

Um estudo realizado in vitro por Mustafa (2016), verificou no teste de difusdo

em agar que a eficécia dos extractos de Neem era comparada a 2% de clorexidina e 3%
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de NaOCl, concluindo que estes extractos poderiam ser usados na desinfec¢do dos

canais radiculares em endodontia (Mustafa, 2016).

A clorexidina possui actividade reduzida contra o biofilme formado por
Enterococcus faecalis (E. faecalis) (Borzini et al., 2016). E. faecalis, ¢ uma bactéria
gram positiva responsavel por 80 a 90% das infeccdes pulpares, € o coco anaerdbio
facultativo patogéno predominante associado ao retratamento endodontico. Apresenta
capacidade de invasdao dos tibulos dentinarios € nao depende da sobrevivéncia das
outras bactérias (Babaji et al., 2016; Chandra et al., 2015; Ghonmode et al., 2013).

E. faecalis, resiste as altas concentragdes de medicamentos intracanalares, as
amplas variacdes de PH e a irrigantes endoddnticos (Chandra et al., 2015). A
capacidade de adaptacao de E. faecalis a condi¢cdes ambientais adversas, pode ser uma
vantagem em relagdo a outras espécies (Borzini et al., 2016).

Sobrevive em condigdes adversas devido 4 formagao de biofilmes, aumentando a
capacidade de resisténcia bacteriana apds tratamentos antimicrobianos em canais
radiculares, com alta prevaléncia na infec¢do endodontica secundéria (Babaji et al.,
2016; Bhardwaj, Srivastava, Rana, Adlakha, & Asthana, 2018; Borzini et al., 2016;
Garg et al., 2014).

Segundo Ghonmode et al. (2013), extractos de folha de Neem apresentaram in
vitro, maiores zonas de inibi¢ao bacteriana contra E. faecalis, em rela¢do ao hipoclorito
de sddio a 3%, este estudo foi realizado em placas de agar medindo a zona de inibig¢ao
(Ghonmode et al., 2013).

A actividade antibacteriana de Neem ¢ atribuida 4 presenca dos principios
activos como, nimbolida, gedunina e azadiractina. Estes compostos desacoplam a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, inibindo assim a cadeia respiratéria. Isso provoca
uma actividade antiaderente, alterando a adesdo bacteriana e a capacidade do
microorganismo colonizar, causando redu¢do maxima na aderéncia de E. faecalis a
dentina (Garg et al., 2014).

No ensaio in vitro realizado por Dutta & Kundabala (2014), em que o objectivo
foi avaliar a accdo antimicrobiana do extracto etandlico de Neem como irrigante
endodontico, comparando este extracto com hipoclorito de sédio e gluconato de
clorexidina em 36 dentes anteriores unirradiculares com patologia pulpar. Obtiveram-se

esfregacos pré-irrigantes e pro-irrigantes e foram colocados em placas de agar, os canais
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radiculares dos pacientes foram irrigados com 3ml do irrigante. Posteriormente as
culturas incubaram a 37°C em meio anaerdbio, passadas 72h os organismos foram
contados como unidades formadoras de colonias/ml (UFC/ml).

Estes procedimentos foram realizados em 6 grupos diferentes € em cada grupo
foram avaliados 6 dentes, o grupo 1 com hipoclorito de sédio, grupo 2 continha
gluconato de clorexidina, grupo 3 apresentava extracto etandlico das folhas de Neem,
grupo 4 existia uma combinagdo de hipoclorito de s6dio com extracto etandlico das
folhas de Neem, grupo 5 combinacao de clorexidina com extracto etanolico das folhas
de Neem e o grupo 6 era o grupo control com uma solu¢ao salina.

O estudo demonstrou que o irrigante com extrato de Neem possui eficacia
antimicrobiana em canais radiculares, segundo Dutta & Kundabala (2014), as
combinagdes de irrigantes utilizados neste estudo, extracto etanodlico das folhas de
Neem combinado com clorexidina correspondente ao grupo 5 e extracto etanolico das
folhas de Neem combinado com hipoclorito de sodio pertencente ao grupo 4,
apresentam melhores propriedades antimicrobianas que o wuso dos irrigantes
individualmente, existe um efeito sinérgico em que o extracto de Neem podera ter
rompido o biofilme aderido &s paredes do canal radicular, auxiliando o hipoclorito de

sodio na permeabilizagdo bacteriana (Figura 29) (Dutta & Kundabala, 2014).

Figura 29- Comparagao realizada em percentagem, na redugdo de microorganismos formados em meio
anaerdbio. Grupo I — hipoclorito de sédio; grupo II — gluconato de clorexidina; grupo III — extracto
etanolico da folha de neem; grupo IV — combinagdo de hipoclorito de com extracto etanélico da folha de
neem; grupo V — combinagao de clorexidina com extracto etanodlico da folha de neem; grupo VI — solucao
salina (Adaptado de Dutta & Kundabala, 2014).

O fungo Candida albicans (C. albicans) produz varias enzimas hidroliticas que
estdo relacionadas com a destruicdo dos tecidos perirradiculares € do colagénio da
dentina tipo 1 e 4, este fungo, também ¢ constituido por moléculas na sua superficie
celular que medeiam a adesdo do fungo aos tecidos orais. Candida albicans ¢ um fungo
dimorfico que se apresenta em forma de hifas e levedura, ambas as formas provocam
infecc¢do (Sinha et al., 2015).

Geralmente Candida albicans ¢ o fungo que predomina em retratamentos

endoddnticos, formando biofilmes. A formagdo do biofilme de Candida albicans,
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apresenta um periodo inicial de aderéncia de 0 a 2 horas, seguidamente formam-se
microcolonias entre 2 a 4 horas, depois surge alteracao na sua morfologia, transi¢ao das
formas de leveduras para pseudo-hifas e hifas em 4 a 6 horas. As microcolonias
interligam-se através das extensdes das hifas formando uma monocamada, entre 6 a 8
horas. O biofilme vai amadurecendo e assume arquitectura 3D heterogénica constituido
por células de levedura, pseudo-hifas e hifas. A alteragdo na morfologia do fungo C.
albicans, de levedura para hifas, mudanga dimorfica ¢ um fator essencial na formagao
de biofilmes, aumentando o potencial patogénico de C. albicans. Os mutantes de C.
albicans que sdo deficientes na produgdo de hifas demonstram uma incapacidade de
formar biofilmes 3D (Tyagi et al., 2013).

A capacidade inicial de adesdo produzida pelo fungo Candida, influencia a sua
capacidade de infec¢do e o seu potencial em colonizar (Polaquini, Svidzinski,
Kemmelmeier, & Gasparetto, 2006).

Os compostos de Neem contribuem para a actividade antifingica, inibem a
adesdo microbiana e a capacidade do microorganismo fazer a sua colonizacdo na
dentina (Sinha et al., 2015). Os extratos de Neem aumentam as concentragdes dos

compostos bioactivos e consequentemente aumenta o efeito fungicida.

Segundo Mahmoud et al. (2011), demonstraram in vitro que a atividade
antifingica de Neem contra C. albicans poderd ser devido & acgdo sinérgica dos
diferentes constituintes do extracto de Neem (Mahmoud, D.A;Hassanein,
N.M.;Youssef, K.A.; Abou Zeid, 2011).

No ensaio in vitro realizado por Sinha et al., (2015) referente 4 desinfeccao dos
tubulos dentinarios em 105 dentes pré-molares extraidos em mandibulas para
tratamento ortodontico, essa desinfec¢do foi feita a 200 e 400 micrometros de
profundidade ao 1, 3 e 5 dias com 2% clorexidina, hidroxido de calcio, extracto aquoso
e alcodlico de Neem e propolis contra o biofilme formado por Candida albicans,
concluiram que Neem apresentou uma acg¢ao igualmente eficaz em relagdo ¢ clorexidina

a 2% sendo uma boa alternativa (Sinha et al., 2015).

I1.4. Evidéncias da accdo de Neem na Candidiase Oral

Na maioria das infec¢des designadas de Candidiase oral a espécie C. Albicans ¢

o fungo mais comum que esta presente na cavidade oral (Doddana et al., 2012). Candida
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albicans reside na cavidade oral das pessoas saudaveis, apresentando uma
patogenicidade diminuida, existe uma necessidade de factores que predispdem 4 doenga
(Reguezi et al.,2008).

As infecgdes orais por Candida, sdo consideradas infec¢des oportunistas, tém
aumentado em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
pacientes que fazem quimioterapia, em diabéticos, no uso de proteses dentdrias e
antibioticos (Barua, Basavanna, & Varghese, 2017; Reguezi et al., 2008).

A forma aguda pseudomembranosa ¢ a que ocorre mais frequentemente na
cavidade oral, também conhecida como sapinho, os idosos e 0s bebés sdo os mais
afectados, os bebés ¢é devido ao seu sistema imunitario imaturo, os idosos €
consequéncia do seu sistema imune debilitado, esta patologia ¢ também comum em
pacientes tratados com quimioterapia e radioterapia. As lesdes orais relacionadas com a
Candidiase aguda pseudomembranosa siao colonias brancas tipo placas macias,
compostas por fungos, células epiteliais descamadas, células inflamatérias, fibrina e
bactérias.

A localizag¢do da patologia na cavidade oral ¢ a lingua, mucosa jugal, fundo do
vestibulo e orofaringe, geralmente a pseudomembrana permanece intacta ¢ os sintomas
associados sdo poucos, surge alguma ardéncia e sensibilidade (figura 30 A). Quando a
pseudomembrana ¢ perdida a candidiase classifica-se como candidiase eritematosa
aguda, onde surgem lesdes vermelhas, este tipo de Candidiase ¢ muito frequente
associado ao uso de antibidticos, os sintomas aqui sdo mais acentuados devido a
inflamacao e erosdo (Figura 30 B) (Reguezi et al., 2008).

A I . '

Figura 30- A — candidiase pseudomembranosa; B — candidiase eritematosa aguda (Adaptado de Jabra-rizk
etal., 2016).

A candidiase eritematosa cronica ou também designada de estomatite protética ¢
considerada um tipo de candidiase oral e estd associada a pacientes que usam proteses,

afectando aproximadamente 65% desse grupo de pessoas, geralmente sdo pacientes que
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fazem quimioterapia, imunocomprometidos e idosos (Kumar SM, Kumar V A,
Natarajan P, 2018; Reguezi et al., 2008). Surge uma inflama¢do da mucosa onde a
prétese acenta (Barua et al., 2017; Reguezi et al., 2008).

As caracteristicas clinicas sdo a area da superficie da mucosa oral que serve de
base 4 protese fica vermelha, pouco queratinizada com aspecto de veludo e rugosa
(Figura 31) (Reguezi et al., 2008).

A sua etiologia ¢ multifactorial, como trauma oclusal devido a préteses mal
adaptadas, infecgdes fungicas existentes, uso continuo das proteses sem um periodo de
remocgao para descango dos tecidos orais, falta de higiene oral e alergia ao material da
protese. Proteses que apresentam rugosidades e microporos, estardo mais sujeitas a
aderéncia do fungo Candida albicans e consequentemente a formagdo de coldnias na

superficie protética (Kumar SM, Kumar V A, Natarajan P, 2018).

Figura 31 - Manifestagoes clinicas da estomatite protética (Adaptado de Jabra-Rizk et al., 2016).

Existem outras espécies de microorganismos que estdo associadas também 4 etiologia
da estomatite protética, sdo biofilmes de multiespécies onde se pode incluir o
Streptococcus mutans e o Stafilococcus aureus (Barua et al., 2017).

Staphylococcus aureus (S. aureus), causa varias patologias, desde pequenas
infecgdes cutdnias ou entdo patologias mais graves, como endocardite, pneumonia,
osteomielite e septicémia (G. H. Kumar, Vidya Priyadarsini, Vinothini, Vidjaya
Letchoumy, & Nagini, 2010).

No ensaio in vitro realizado por Sarkar et al.,(2016), foi revelada a actividade
antibacteriana de nimbolida este composto provocou a inibigdo da parede celular e
consequentemente inibicdo do biofilme formado por estirpes S.aureus, em que a

formacao do biofilme foi reduzida, devido a estrutura do biofilme ser interrompida. A
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exposi¢do de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ao nimbolida
durante um longo periodo de tempo, 8 semanas, ndo provocou nenhuma resisténcia a

esta molécula (P. Sarkar et al., 2016).

Apesar de varios antifungicos serem eficazes no tratamento da candidiase, ndo ¢
incomum o fungo Candida albicans apresentar resisténcias durante as terapias.
Alternativas antimicrobianas tém sido propostas € o uso de principios activos vegetais ¢
considerada uma opg¢do com grande potencial em patologias de origem flngica

(Doddana et al., 2012).

Os condicionadores de tecidos usados em proteses sao utilizados para adaptarem
e tratarem as zonas das proteses mal adaptadas que provocam lesdes na mucosa, sao
aplicados nas superficies das proteses ajudando a distribuir as forgas oclusais durante a
mastigacdo, produzindo também um efeito de amortecimento entre a base da protese e
os tecidos orais, melhorando assim a saude dos tecidos. Estes condicionadores
geralmente sdo mais propensos 4 coloniza¢do de microorganismos em compara¢do com
o material acrilico das proteses dentarias, estdo sujeitos 4 adesdo do fungo C. albicans

(Figura 32) (Barua et al., 2017; Kumar SM, Kumar V A, Natarajan P, 2018).

Figura 32- Condicionador de tecidos usado em proteses (Revista Brasileira de Protese Clinica &
laboratorial, 2003%).

O uso de substancias antimicrobianas em condicionadores de tecidos orais pode
ser benéfico no controle de microorganismos, reduzindo o risco de contrair infecgdes. O
ensaio in vitro de Barua et al.,(2017), demonstrou o efeito antibacteriano e antifingico
do extracto de Neem incorporado num condicionador de tecidos contra Streptococcus
mutans e Candida albicans, concluindo que Neem poderd ser usado no tratamento da

estomatite protética. As principais vantagens do uso de Neem, ¢ a sua baixa toxicidade e

* Fonte: https://www.dtscience.com/wp-content/uploads/2015/11/Cirurgia-Pr%C3%A9-prot%C3%A9tica-Utilizando-
Laser-de-Diodo-Associada-a-Reembasamento-Com-Condicionador-de-Tecidos-Relato-de-Caso-C1%C3%ADnico.pdf
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até a0 momento ndo existe nenhuma resisténcia de microorganismos (Barua et al.,
2017).

Segundo Kumar et al.(2018), um estudo in vitro realizado durante 10 dias, para
observagao do crescimento de Candida albicans em trinta discos preparados com
polimetilmetacrilato, material usado na fabricagdo de proteses removiveis,
seguidamente foi colocado um condicionador de tecidos, adicionando a esse material po
de Neem. Nao foram observadas coldnias apos o 2, 4 e 7 dias, concluiram in vitro, que
as concentragdes libertadas dos materiais de revestimento com extractos de plantas,
induziram um efeito antifiungico contra C. albicans em culturas de agar (Kumar SM,

Kumar V A, Natarajan P, 2018).

IL.5. Evidéncias da accdo de Neem na Periodontite

A periodontite € caracterizada pela destrui¢do e inflamacao dos tecidos do
periodonto (Prashant et al., 2007). Inicia-se uma infec¢do polimicrobiana multifactorial,
em que predominam principalmente as bactérias anaerdbias orais, como a
Fusobacterium nucleatum e a Porphyromonas gengivalis (Heyman et al., 2017).

A adesdo de bactérias patogénicas nas células da mucosa ¢ uma etapa principal
no desenvolvimento da infec¢do periodontal, seguidamente essas bactérias formam um
biofilme, ou entdo infiltram-se em biofilmes existentes, vao colonizar a cavidade oral
sob a forma de placa bacteriana onde poderdo causar doenga periodontal (Alj,
Muhammad, Ayaz, Danfeng, & Hussain, 2017; Chandra et al., 2015). Interferem na
imunidade do hospedeiro provocando a destrui¢do dos tecidos do periodonto levando a

perda dentaria (Bunte, Hensel, & Beikler, 2019; Heyman et al., 2017).

Devido existir um aumento na resisténcia bacteriana aos antibioticos, surge uma
necessidade de desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas, sendo os polifendis
derivados de plantas importantes na prevengdo e tratamento da doenga periodontal.
Presentemente, mais de 8000 mil compostos foram descritos € uma classificagdao
universal ainda ndo foi estabelecida, devido a complexidade das estruturas quimicas
(figura 33).

Os polifendis mais abundantes sdo os flavonoides, estes compartilham uma

estrutura comum, que ¢ constituida por 2 anéis aromaticos A ¢ B e 3 4tomos de carbono
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que ligam estes anéis, criando um heterociclo oxigenado chamado anel C (Figura 34)

(Bunte et al., 2019).
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Figura 33 - Estruturas quimicas dos polifenodis ¢ uma hipdtese de modelo na sua classificagdo (Adaptado
de Ding, Jiang, & Fang, 2018).
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Folhas de Neem sdo usadas na India na prevencao e tratamento da gengivite e
periodontite (Prashant et al., 2007). Bochechos orais formulados com plantas poderdao
ser uteis no controle e prevengdo da doenca periodontal a longo prazo devido a sua
accdo antimicrobiana e antiinflamatoria (Bunte et al., 2019).

Os extractos de folha de Neem contém polifenois como flavonoides e taninos
que possuem propriedades antibacterianas, antiinflamatdrias, antioxidantes e

imunomodeladoras, estes polifenois aderem as superficies orais e aumentam o seu efeito
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microbiano quando existe a presenga de globulos vermelhos, plaquetas e enzimas, os
polifendis melhoram a ligagdo destas células as superficies bacterianas contribuindo
para amplificar o seu poder antioxidante, diminuindo a inflamag¢do dos tecidos do

periodonto (Heyman et al., 2017).

Através da figura 35 pode-se observar que o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
que se liga ao receptor toll-like receptor 4 (TLR4) das células do sistema imunitario ¢
uma endotoxina faz parte da membrana exterior das bactérias gram negativas (gram-),
contribui para a integridade estrutural da bactéria e protege a membrana bacteriana de
ataques quimicos, desencadeia a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir
das mitocondrias e da Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato-oxidase (NADPH) nas
células imunologicas. As reagdes redox mediadas por ROS ativam a transcri¢do do fator
nuclear kB (NF-kB). A activagdo do NF-kB aumenta a expressdo da 6xido nitrico
sintase indutivel (iNOS) e ciclo-oxigenase (COX). Ambas as actividades da ciclo-
oxigenase 1 (COX-1) e ciclo-oxigenase 2 (COX-2) medeiam a produgdo de
prostaglandinas (Leyva-lopez, Gutierrez-grijalva, Ambriz-perez, & Heredia, 2016).

Os compostos activos de origem fendlica, podem ser os responsaveis na
eliminagdo de radicais livres gerados pelas bactérias (Garg et al., 2014). A acgdo
antiinflamatéria de Neem poderd também ser devido 4 inibicdo de prostaglandinas
(Prashant et al., 2007).

Os flavondides podem actuar na produgao de eicosandides, suprimindo a sintese
de prostaglandinas e leucotrienos e inibindo a libertacdo de radicais livres e a produgdo
de oxido nitrico (ON) (Figura 35) (Garg et al., 2014).

Segundo um estudo realizado in vitro, por Heyman et al. (2017), os extractos
etanolicos de Neem poderdo actuar na patologia periodontal, diminuindo a inflamagao
devido ao seu poder antioxidante, suprimem espécies reactivas de oxigénio (ROS) e

apresentam propriedades antibacterianas contra a bactéria Porphyromonas gengivalis.

66



Desenvolvimento

©

| IR Membrane
NADPHox Cyloplasm N

7

-~ N

P \
- (| Mitochondria
Flavonoids \“'-u_\__ 4
@ Pulp, kernels, leal e Sl
-kB
@ Flavonolds (pulp, kermnel, leaf)

NF

Nucleus

Total extracts :ggss @
] COX-1 Pulp, kernel, leaf

Total extract
Pulp, kernel, leaf I ‘

\k\ @PGH, t ,}

Figura 35- Uma hip6tese de mecanismo que mostra o efeito dos flavonodides na inflamagdo (Adaptado de
Leyva-lopez et al., 2016).

I1.6. Evidéncias da accio de Neem na Gengivite

A propriedade de adesdo dos microorganismos no inicio da formacdo do
biofilme € essencial na ligagdo irreversivel as superficies (Garg et al., 2014; Misuriya et
al., 2014). A sintese de glucano insoltivel estd relacionada com a aderéncia bacteriana
aos cristais de hidroxiapatita, a producdo de polissacarideos insoluveis pelas
glicosiltransferases em Streptococcus provoca acumulagdo da placa bacteriana (Prashant
et al., 2007; Wolinsky, Mania, Nachnani, & Ling, 1996). A inibicao da actividade das
glicosiltransferases também pode ter efeito significativo sobre a formagao total de placa
(Wolinsky et al., 1996).

Streptococcus mutans expressa 3 glicusiltransferases (Gtfs), cada enzima tem
uma acc¢ao diferente, mas sobreposta no desenvolvimento da placa bacteriana. As Gtfs
(glicusiltransferases) sintetizam glucanos com estrutura quimica diferente da sacarose.
A Gtf B (glicusiltransferase B) sintetiza glucanos insoluveis ricos em ligacdes alfa-1,6,
a Gtf C (glicusiltransferase C) sintetiza uma mistura de glucanos soliveis com
insoluveis e a Gtf D (glicusiltransferase D) forma predominantemente glucanos soluveis

(Bowen & Ko00,2011).
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Na figura 36 ¢ possivel observar uma explicacdo do modelo de producdo de
polissacaridos em Streptococcus mutans em que as glucusiltransferases secretadas pelos
Streptococcus irdo ser depositadas na pelicula de biofilme que adere as superficies
dentarias. Geralmente estas glicusiltransferases sao designadas de Gtfs C, as que sdo
adsorvidas nas superficies bacterianas sdo as Gtfs B incluindo microorganismos que ndo
sintetisam glicosiltransferases como os Actinomyces spp..

As Gtfs B e C fixas nas superficies vao utilizar a sacarose proveniente da dieta
para sintetizar glucanos soluveis e insoluveis, além disso a alfa-amilase salivar também
se encontra na pelicula de biofilme, o amido ¢ digerido pela alfa-amilase salivar
originando maltose, maltotriose ¢ outros oligossacarideos, eles podem ser incorporados
na molécula de glucano particularmente por Gtf B adsorvido a superficie.

As Gtfs fixadas no esmalte e superficies microbianas produzem uma matriz
insoluvel para a placa bacteriana. Os glucanos soluveis formados pela Gtf D, poderao
servir de substrato a Gtf B (glicusiltransferase B) para aumentar a sintese de
exopolissacaridos. Apos o estabelecimento de uma matriz de biofilme rica em glucanos,
a bioflora oral por exemplo, o pH determinara quais bactérias podem sobreviver e
dominar dentro da placa sob exposi¢do frequente a sacarose ou a outro hidrato de

carbono fermentavel (Figura 36) (Bowen & Koo, 2011).
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Figura 36- Modelo de produgdo de polissacarideos insoliveis em Streptococcus mutans (Adaptado de
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Os mecanismos exactos de inibi¢do de Gtfs por fitoquimicos, ainda precisam de
ser elucidados (Bowen & Koo, 2011). Os principais fitoquimicos que apresentam
actividade antimicrobiana directa sdo os taninos, flavonodides e alguns polipéptidos
vegetais (Doddana et al., 2012; Dutta & Kundabala, 2014).

Os polifendis, principalmente os taninos apresentam uma grande actividade
anti-Gtfs (Bowen & Koo, 2011). Os taninos sdo potentes inibidores da sintese de
glucanos apresentam grande afinidade por certas proteinas, resultando na sua
precipitacao diminuindo dessa maneira a formacgao de placa bacteriana (Wolinsky et al.,
1996).

Neem ¢ constituido por uma grande quantidade de taninos e sais como,
fluoretos, enxofre e cloretos. Os taninos provocam um efeito adstringente, formando um
revestimento sobre o esmalte dentario, importantes na prevencao da carie dentaria, o
enxofre e os cloretos t€ém propriedades antisépticas que provocam a inibi¢do do
crescimento bacteriano. O flior apresenta propriedades anticariogénicas devido 4 sua
afinidade com os cristais de hidroxiapatite (Chava VR. Manjunath SM. Rajanikanth
AV. Sridevi N., 2012; Prashant et al., 2007; R. Sharma, Hebbal, Ankola,
Murugaboopathy, & Shetty, 2014).

A bactéria Streptococcus mutans ¢ uma das principais bactérias na etiologia da
carie dentdria (A. Sharma et al., 2014). Neem ¢ uma planta com um enorme potencial,
poderé, reduzir a capacidade das bactérias Streptococcus colonizarem as superficies dos
dentes (Prashant et al., 2007).

Segundo Prashant et al.,(2007) extratos de Neem podem ser usados em
bochechos e géis nos pacientes que desejam evitar dlcool, conservantes e corantes
artificiais, como alternativa a clorexidina pois apresentam uma actividade relativamente
eficaz na inibicdo do crescimento de S. mutans in vitro. Nestes ensaios in vitro de
realizados em placas de agar, o extracto aquoso de Neem, reduziu a capacidade de
alguns Streptococcus colonizarem a superficie dentdria, inibiu o crescimento de
Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Streptococcus

sanguis (Prashant et al., 2007).

Kankariya et al.,(2016), comprovaram a eficacia de azadiractina, ao avaliarem
diferentes concentragdes deste fitoquimico em Streptococcus mutans, comparando o

efeito com a clorexidina. Este estudo foi realizado em 30 criangas com idades entre a
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faixa etaria dos 8 aos 11 anos, em que existiu uma colheita de colonias de bactérias a
nivel oral e posteriormente foram colocadas em placas de agar em condig¢des aerdbicas
dutante 48 horas a 37 °C (graus celsius), apos a incubagao, ouve uma identificagdo das
colonias com caracteristicas morfologicas de Streptococcus mutans. Essas colonias
foram colocadas em contacto com azadiractina solivel em dgua em cinco concentragdes
diferentes, de 10, 20, 30, 40 € 50% e com clorhexidina de 0,2%.

O ensaio in vitro de Kankariya et al.(2016), revelou que em 40% de azadiractina
soluvel em agua, a zona de inibi¢ao bacteriana foi semelhante com a zona de inibi¢ao da
clorexidina de 0,2%. A molécula de clorexidina tem a capacidade de se ligar aos tecidos
da cavidade oral, a sua accdo antibacteriana ¢ devido a ser permeavel nas paredes
celulares seguidamente provoca coagulagdo das macromoléculas citoplasmaticas. O
autor sugeriu que azadiractina solivel em 4gua pode ser usada para a prevencao de
caries dentarias, devido a apresentar uma ac¢ao antibacteriana em organismos aerdbios

(kankariya et al., 2016).

No ensaio in vitro realizado por Chava et al.,(2012), o objectivo foi verificar o
efeito de varias concentracdes de extractos de Neem em Streptococcus mitis, salivarius,
sanguis ¢ mutans. Obtiveram-se extractos de Neem de 5%, 10% e 50%, em que os
extractos de Neem a 50% apresentaram actividade bactericida, onde ouve uma inibi¢ao
total contra Streptococcus mutans, esta actividade bactericida foi devido a inibigdo da
sintese da parede celular (Chava VR. Manjunath SM. Rajanikanth AV. Sridevi N.,
2012).

O desenvolvimento de agentes quimicos que inibem a formacdo de placa
bacteriana tem sido relevante em Medicina Dentéria (Wolinsky et al., 1996). A remoc¢ao
de placa bacteriana através de meios mecanicos ¢ um metodo eficiente no controlo da
inflamacdo gengival, mas a maioria dos pacientes ndo realiza esse controlo mecanico
adequadamente, logo os bochechos podem ser uma boa solucdo para atingir o nivel de
higiene oral necessario (Dhingra & Vandana, 2017).

Um ensaio clinico realizado em 105 criangas numa faixa etaria dos 12 aos 15
anos, em que foram examinados os indices de placa bacteriana e indices gengivais em 3
grupos diferentes, fizeram bochechos 2 vezes ao dia com extracto de Neem, bochechos
2 vezes ao dia com extracto de manga e bochechos 2 vezes ao dia com clorexidina,

durante 21 dias, chegaram a conclusao que todos os trés tipos de bochecho orais foram
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eficazes como agentes antigengivite e antiplaca, Neem e clorexidina apresentaram

praticamente a mesma eficacia na reducao de placa bacteriana (R. Sharma et al., 2014).

Chatterjee et al. (2011), observaram a eficacia de Neem na reducao de indices de
gengivite provocados por placa bacteriana em 45 individuos através de bochechos orais
feitos duas vezes ao dia durante 21 dias, chegando & conclusdo que Neem foi
igualmente eficaz a clorexidina (Chatterjee et al., 2011).

No ensaio clinico realizado durante 7 dias em 54 pacientes com gengivite
cronica entre os 17 e 65 anos de idade, os pacientes efectuaram bochechos orais durante
30s 2x ao dia a seguir ao pequeno almogo e ao almogo em que o objectivo foi verificar a
eficacia dos extractos de Neem a 25%, comparando com gluconato de clorexidina
0,12%, foram medidos os indices de placa bacteriana, indice gengival e indice de
sangramento e foi feita a contagem de bactérias cariogénicas Streptococcus mutans em
saliva ndo estimulada antes e apds o tratamento, segundo Botelho et al. (2008),

obtiveram resultados estatisticamente semelhantes com extractos de Neem a 25% e

0,12% de gluconato de clorexidina (Botelho et al., 2008).

Em relagdo aos efeitos adversos, a clorexidina apresenta alguns efeitos colaterais
durante o seu uso a longo prazo na periodontite e gengivite, como, manchar os dentes de
cor castanha, sabor desagradavel, boca seca, disturbios no sabor, sensacdo de
queimagao, alteragdes do paladar e coloragdo da lingua em castanho (Bhat et al., 2014;

Prashant et al., 2007; R. Sharma et al., 2014).

Algumas plantas medicinais tém efeitos colaterais minimos em comparagdo com
compostos quimicos. Bochechos sintéticos e géis como clorexidina apresentam o risco
de ingestdo, dai uma alternativa natural, pode ser complementada, devido aos bochechos

com extractos naturais de plantas serem seguros e vidveis (Prashant et al.,2007).

I1.7. Evidéncias da accio de Neem no Virus Herpes Simples-1

O virus do herpes apresenta o seu DNA rodeado por uma capside e um envelope,
pertencendo ao grupo das doencas viroticas. O contacto fisico com a pessoa infectada ¢
a forma principal de inoculagdo do HSV (virus herpes simples) embora a disseminagdo
da infeccdo também surga por goticulas presentes no ar, por contacto com objectos

inanimados e por meio de dgua contaminada, o periodo de incubacao apds a exposi¢ao
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vai de alguns dias até duas semanas. As infec¢des causadas pelo HSV (virus herpes
simples) surgem em duas formas, uma de natureza localizada ou secundaria e a outra
sob a forma primdaria ou sistémica. A infeccdo na forma primaria designada de
gengivoestomatite herpética primaria € caracterizada clinicamente por ardéncia ou dor e
prurido no local das lesdes, chamados de sintomas prodrémicos, as varias ulceras
pequenas que aparecem ddo origem a vesiculas, estas lesdes s3o mais comuns no palato
duro, gengiva e nos labios, sendo o numero de recidivas variavel desde uma por ano até

uma por més (Figura 37) (Reguezi et al., 2008).

Figura 37- Manifestag¢des clinicas do HSV (Consolaro & Consolaro, 2009)

A infecc¢do primaria inicia-se com a entrada do HSV nas células do hospedeiro,
surge interac¢do dos receptores da superficie celular da célula do hospedeiro, as
proteoglicanas, a sulfato de heparano com as glicoproteinas do envelope viral,
seguidamente sdo activados genes especificos durante a fase litica da infec¢do (Figura
38) (Reguezi et al., 2008; Vaibhav Tiwari, Nissar A. Darmanil , Beatrice Y. J. T. Yue
and Deepak Shukla, 2009).
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Figura 38- Mecanismo de entrada do virus HSV na célula hospedeira (Adaptado de Sedy, Spear, & Ware,
2008).

Apbs a resolugdo da infec¢do primdria, o virus migra ao longo da bainha
periaxénica do nervo trigémio para o ganglio trigeminal onde permanece num estado
latente, inactivo (Tiwari et al., 2009). A recidiva da forma secundaria ¢ comum, devido
ao virus permanecer no tecido ganglionar no estado latente (Reguezi et al., 2008). A
reactivagdo pode acontecer devido a stress, frio, imunossupressdo causando uma
infec¢do secundaria, o virus reactivado, desloca-se pelo nervo trigémio, até¢ ao local da

superficie epitelial onde inicialmente ouve a infec¢do onde ocorre a replicagdo do virus.
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Desenvolvimento

O virus herpes HSV-1 causa problemas de satde, que se podem agravar, surge
esporadicamente do estado latente provocando lesdes na pele, mucosa e cornea, entre
outras localizagdes. As infec¢des na cornea derivadas do HSV-1 podem originar
deficiéncia visual ou cegueira, devido ao desenvolvimento de ceratite estromal herpética

(Figura 39) (Tiwari et al., 2009).

Figura 39- Infec¢do ocular do HSV-1, provocando conjutivite (Adaptado de Uchio, Takeuchi, Itoh,
Matsuura, & Ohno, 2000).

Existem outras patologias provocadas pela infec¢do do HSV como meningite,
renite e encefalite (Tiwari et al.,2009). O HSV tem sido tratado com sucesso utilizando
o aciclovir desde 1970, mas o uso continuo a longo prazo provocou resisténcias
(Bharitkar et al., 2014).

O ensaio in vitro de Tiwari et al. (2009), revelou que o extracto aquoso da casca
de Neem, com as quantidades entre 100 e 1000 microgramas/mililitro, inibiu o virus
HSV-1 nas células de ovario de hamster que expressam receptores da glicoproteina D
(gD), em células Vero (células epiteliais obtidas do rim de macaco), Hela (células
obtidas do cancro cervical humano) e fibroblastos da cérnea humana. A actividade
inibidora foi observada quando o extracto aquoso foi pré-incubado com o HSV-1 nesse
procedimento e posteriormente usadas para infectar as células, Neem bloqueou a etapa
inicial de ligagdo do virus a célula alvo.

Tiwari et al. (2009) comprovaram também a eficidcia do extracto aquoso da
casca de Neem, bloqueando a propagacao viral ao inibir a fusdo das células infectadas
pelo virus HSV-1. A fusdo entre o envelope viral e a membrana plasmatica da célula
alvo requer glicoproteinas. Os autores chegaram a conclusdo que o extracto de Neem
interage com as glicoproteinas do envelope do virus HSV-1, inactivando-as, impedindo
assim a ligacdo e o processo de fusao.

Um outro estudo in vitro realizado por Bharitkar et al. (2014), revelou que um

glicolipido isolado das folhas de Neem, o sulfonoquinossyldiacylglycerido apresentou
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actividade antivirética até 24 horas em células Vero infectadas com os virus HSV-1

(Bharitkar et al., 2014).

I1.8. Toxicidade de NEEM

A medicdo da toxicidade de uma molécula natural ¢ fundamental para
seguidamente poder ser utilizada em farmacologia como medicamento, estudos in vitro
e testes clinicos demonstram que os extractos de Neem com os seus principios activos
sao seguros, dentro dos valores utilizados nesses modelos de estudo (Alzohairy, 2016).
Existem alguns relatos em humanos, casos raros de intoxicagdo que provoca algumas
alergias nos pacientes mas isso acontece devido a toma ou uso exagerado de Neem, uma
vez que ¢ habitual nos paises asiaticos utilizarem o 6leo de Neem em varios tratamentos
(Prashant et al., 2007; Romita et al., 2019; S. Kumar & Kumar, 2014; Sarre, Mancel,
Drouet, & Avenel-Audran, 2017).
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ITI. Conclusées

Com esta revisdo bibliografica pode-se concluir que:

Segundo estudos realizados em carcinomas originarios na cavidade oral, os
fitoquimicos de Neem (nimbolida e azadiractina) demonstraram que a morte das células
tumorais esta dependente de caspases (proteases). Neem também activa a apoptose
independente de caspases, mas essa situagdo surge em carcinomas nao origindrios na
cavidade oral. O mecanismo esta relacionado com o factor indutor da apoptose (FIA),
esta proteina existe no citosol e migra para o nucleo das células tumorais, provoca
apoptose sem activar caspases.

Geralmente 50% dos doentes com cancro oral apresentam a P53 com mutagdes
tornando-a inactiva. A P53 no estado selvagem, activa diversas proteinas que suprimem
0 cancro, existem evidéncias cientificas que a molécula azadiractina pode ser importante
no tratamento dos carcinomas em que P53 estd alterada, inactiva. Azadiractina nao
depende da P53 para provocar apoptose das células tumorais, inibe factores de
sinalizacdo oncogénica (NF-KB) e provoca apoptose nos tumores.

Um dos mecanismos que provocou apoptose nas células humanas de
osteossarcoma, foi devido a molécula nimbolida provocar stress no reticulo
endoplasmatico dessas células, existiu uma perturbagdo na homeostase de Ca2+,
provocando a sua saida para o citosol, activando as proteinas m-calpainas e estas
activaram caspases. O mecanismo de activacdo das proteinas m-calpainas sé existiu
nesta patologia.

Presentemente existe pouca investigacdo sobre a farmacocinética e
biodisponibilidade destes fitoquimicos em relagao aos efeitos no cancro, estudos futuros
devem incidir nesta area para encontrar a quantidade de dose segura para posteriormente
dar inicio a ensaios clinicos em humanos.

Moléculas antimicrobianas que fazem parte dos extractos de Neem podem ser
uma fonte de novas substancias em tratamentos endoddnticos. A sua potente actividade
antimicrobiana ¢ devido a accdo sinérgica das varias moléculas e péptidos constituintes
desse extracto que vao permitir aumentar a capacidade de destruicdo das bactérias,
fungos e virus.

Os extratos das folhas de Neem tém demonstrado in vitro, através da inibicao de
biofilmes, diminuirem a adesdo de microorganismos patogénicos nas superficies

dentarias, essa accdo podera ser devido a presenga e concentracdo de polifendis, estes
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Conclusoes

fitoquimicos podem ser importantes no controlo da placa bacteriana, principalmente em
criangas.

A resisténcia de bactérias aos antibidticos usados em Medicina Dentaria,
poderdo abrir uma porta ao estudo destes fitoquimicos, os extractos de Neem sao uma
fonte muito rica de novas moléculas, que podem ser combinadas com moléculas

sintéticas e contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos.
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