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RESUMO 

 

A gengivite é uma inflamação autolimitante localizada nos tecidos gengivais que não 

acomete o periodonto de sustentação. Várias formas de tratar a gengivite são conhecidas. Desde 

a remoção mecânica do biofilme dentário até a utilização de medicamentos para controle da 

infecção e inflamação. O tirosol, conhecido como álcool p-hidroxifenetílico, é um composto 

fenólico que possui muitas propriedades positivas, principalmente associadas ao seu potencial 

de eliminação de espécies reativas de oxigênio (ERO’s). Diante do que foi exposto, o objetivo 

deste trabalho foi demonstrar o efeito protetor do tirosol em modelo experimental da gengivite. 

Para avaliação deste efeito protetor foram analisados desde aspectos toxicológicos até anti-

inflamatória, antimicrobiana e enzimática. O Tirosol foi extraído do azeite de oliva (Olea 

Europaea L.) a partir de um extrato seco liofilizado e ultra processado. A atividade antioxidante 

da espécie vegetal foi determinada através do ensaio de captura de radicais DPPH˙. Para a 

avaliação da toxicidade aguda o composto tirosol foi testado de acordo com o protocolo 

experimental Guideline 423 (OECD 423; 2016). Foram utilizados 20 camundongos Swiss. Nos 

testes histológicos e enzimáticos foram utilizados 25 ratos winstar machos. Estes foram 

divididos em animais sadios, animais com a gengivite e animais com gengivite tratados com 

tirosol nas concentrações de 3, 15 e 30mg/kg. Após o tratamento dos animais, as amostras 

coletas foram processadas e analisadas. O tirosol foi avaliado segundo a atividade 

antimicrobiana através da análise de Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração 

Mínima Biocida (CMB) utilizando cepa de Streptococcus mutans UFPEDA 766. O tirosol 

apresentou-se seguro nos testes de toxicidade. Histologicamente os animais tratados com a 

concentração de 30mg/kg não apresentaram elevada concentração de infiltrado inflamatório e 

seu reparo tecidual se assemelhou ao grupo controle. Nos animais tratados com o tirosol houve 

aumento das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) em relação 

ao grupo com gengivite. Não houve resposta antimicrobiana do tirosol frente a cepa analisada. 

Conclui-se que o tirosol possui segurança toxicológica podendo ser promissor antioxidante e 

anti-inflamatório em terapias gengivais.  

Palavras-chave: tirosol; gengivite; anti-inflamatório; produtos naturais; Genotoxicidade; 

azeite de oliva; 
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ABSTRACT 

 

 Gingivitis is a self-limiting inflammation located in the gingival tissues that does not 

affect the supporting periodontium. Several ways to treat gingivitis are known. From the 

mechanical removal of dental biofilm to the use of drugs to control infection and inflammation. 

Tyrosol, known as p-hydroxyphenethyl alcohol, is a phenolic compound that has many positive 

properties, mainly associated with its potential for scavenging reactive oxygen species (ROS). 

Given the above, the objective of this work was to demonstrate the protective effect of tyrosol 

in an experimental model of gingivitis. To evaluate this protective effect, from toxicological to 

anti-inflammatory, antimicrobial and enzymatic aspects were analyzed. Tirosol was extracted 

from olive oil (Olea Europaea L.) from a freeze-dried and ultra-processed dry extract. The 

antioxidant activity of the plant species was determined through the DPPH˙ radical scavenging 

assay. For the assessment of acute toxicity the tyrosol compound was tested according to the 

experimental protocol Guideline 423 (OECD 423; 2016). Twenty Swiss mice were used. In the 

histological and enzymatic tests, 25 male winstar rats were used. These were divided into 

healthy animals, animals with gingivitis and animals with gingivitis treated with tyrosol at 

concentrations of 3, 15 and 30mg/kg. After the treatment of the animals, the collected samples 

were processed and analyzed. Tyrosol was evaluated according to antimicrobial activity 

through the analysis of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Biocidal 

Concentration (CMB) using a strain of Streptococcus mutans UFPEDA 766. Tyrosol was 

shown to be safe in toxicity tests. Histologically, the animals treated with a concentration of 

30mg/kg did not show a high concentration of inflammatory infiltrate and their tissue repair 

was similar to the control group. In animals treated with tyrosol there was an increase in the 

antioxidant enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in relation to the group 

with gingivitis. There was no antimicrobial response of tyrosol against the analyzed strain. It is 

concluded that tyrosol has toxicological safety and may be a promising antioxidant and anti-

inflammatory in gingival therapies. 

 

Keywords: tyrosol; gingiviti; anti-inflammatory; natural products; genotoxicity; olive oil; 

 

 

 

 



9 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

TESE 

 

Figura 1 – Componentes das respostas inflamatórias, aguda e 

crônica, e suas principais funções. 

17 

Figura 2-   Resumo dos principais mediadores inflamatórios. 19 

Figura 3 – Cascata Inflamatória do Ácido Araquidônico 20 

Figura 4 – Processo intracelular para formação de ERO’s. 21 

Figura 5 - Vias Extríseca e Intrinseca da Apoptose Celular 22 

Figura 6 - Representação da Gengivite 23 

Figura 7 - Representação Esquemática dos Complexos    

Microbianos que atuam na patogênese das D.P. 

 

26 

Figura 8 - 
Representação Molecular do Tirosol 

30 

Figura 9 - Esquema representativo dos benefícios do Tirosol e sua 

Possivel Ação na Cascata Inflamatória 

ARTIGO 1 – ESTUDO DO EFEITO PROTETOR 

DO TIROSOL EM MODELO EXPERIMENTAL 

DA GENGIVITE 

31 

Quadro 1 - Análise comparativa dos animais tradados e não tratados 

com o Tirosol segundo o peso. 

 

51 

Quadro 2 - Análise comparativa de intensidade de infiltrado 

inflamatório, densidade de fibras   colágenas e 

recuperação epitelial 

 

52 



10 
 

Figura 1 - Imagem ilustrativa da eletroforese em gel de agarose 

mostrando em (A, B, C, D) as fases do experimento ensaio 

cometa 

50 

Figura 2 - Análise Histológica do efeito Anti-inflamatório do 

Tirosol 

 

52 

Figura 3 - CMI do Tirosol Frente a Cepa de Streptococcus mutans 

UFPEDA 766. 

55 

Gráfico 1 - Ensaio Cometa 49 

Gráfico 2 - Teste do Micronúcleo 50 

Gráfico 3 - Avaliação da atividade da Catalase sob o efeito protetor 

do Tirosol em modelo experimental da Gengivite 

 

53 

Gráfico 4 - Avaliação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

sob o efeito protetor do Tirosol em modelo experimental 

da Gengivite 

 

54 

   

 

  



11 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ATP                    Adenosina trifosfato 

BHI                    (Brain Heart Infusion ) – Infusão de Sangue e Coração 

BHT                   Di-terc-butil metil fenol 

CAT                   Catalase 

CEUA                 Comitê de Ética Animal 

CMB                   Concentração Mínima Biocida 

CMI                    Concentração Mínima Inibitória 

CONCEA              Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

COX-2                 Ciclooxigenase 2 

DNA                    Ácido desoxirribonucléico 

DP                        Doença periodontal  

DPPH˙                 2,2-difenil-1-pricril-hidrazil 

EROs                   Espécies reativas do oxigênio 

H2O2                    Peróxido de hidrogênio 

HCl:                    Ácido clorídrico 

IFN-Y                  Interferon gama 

IL                         Interleucina 

I.P                        Intraperitoneal 

IPC                          Índice Periodontal Comunitário 

IPIP                         Índice de Perda de Inserção Periodontal 

NaCl                    Cloreto de sódio 

NADH                 Nicotinamida adenina dinucleotídeo 

NaOH                  Hidróxido de sódio 



12 
 

ON                       Óxido Nítrico 

ONSI                      Óxido Nítrico Sintase Induzível 

PBS                      Solução salina com tampão fosfato (Sigla padronizada -  Inglês) 

PCR                      Proteína C Reativa 

PGE2                   Prostraglandina E2 

RPM                    Rotações por minuto 

TBA                    Ácido tiobarbitúrico (Sigla padronizada – inglês) 

SBBrasil             Saúde Bucal Brasil 

SOD                    Superóxido Dismutase 

TNF-α                 Fator de Necrose Tumoral α 

V.O                     Via oral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 15 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 17 

2.1 Processo inflamatório 17 

2.1.1 Mediadores químicos da inflamação 18 

2.1.2 Estresse oxidativo 20 

2.1.3 Mecanismo de apoptose 21 

2.2 Gengivite 23 

2.2.1 Epidemiologia da gengivite 24 

2.2.2 Patogênese da gengivite 25 

2.2.3 Principais estratégias para o tratamento da gengivite 27 

2.3 Estratégia antioxidante dos produtos naturais 28 

2.4 Tirosol 29 

3 METODOLOGIA 32 

3.1 Aspectos éticos 32 

3.2 Obtenção do composto isolado 32 

3.3 Avaliação da atividade antioxidante “in vitro” do tirosol  32 

3.4 Avaliação da toxicidade aguda do tirosol 33 

3.5 Avaliação da mutagênicidade e genotoxicidade do tirosol 33 

3.5.1 Ensaio cometa 33 

3.5.2 Teste do micronúcleo 34 

3.6 Grupos experimentais 

 

35 

3.6.1 Processamento histológico 36 



14 
 

3.7 Dissecações da área periodontal e homogeneização das 

amostras teciduais do periodonto para dosagens bioquímicas 

36 

3.7.1 Determinação da atividade da catalase 36 

3.7.2 Determinação da atividade da superóxido dismutase 36 

3.8 Análise da atividade antimicrobiana do tirosol 37 

3.9 Análise estatística 38 

4 ARTIGOS 39 

4.1 Artigo: Estudo Do Efeito Protetor Do Tirosol (Composto 

Isolado Da Olea Europaea L.) Em Modelo Experimental Da 

Gengivite 

 

39 

5 CONCLUSÃO 63 

 REFERÊNCIAS 64 

 ANEXP A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

ANIMAL 

70 

 ANEXO B – NORMAS DA REVISTA 71 



15 
 

1 INTRODUÇÃO  

 

As Doenças Periodontais (DP) são desordens inflamatórias de origem infecciosa que 

acometem o periodonto de proteção (Gengiva Marginal Livre, Gengiva Inserida e Gengiva 

Papilar) e o periodonto de sustentação (Cemento, Ligamento Periodontal e Osso Alveolar). Elas 

são consequências de reações imunoinflamatórias geradas pelo hospedeiro como resposta ao 

processo infeccioso originado pelo microrganismo patógeno (STEFFENS; MARCANTONIO, 

2018). Cientes de que os periodontopatógenos são essenciais para o desencadeamento da 

doença e que, a evolução, assim como a gravidade estão relacionadas com a susceptibilidade 

do hospedeiro, a coexistência de comorbidades e a presença de aspectos comportamentais e de 

higiene podem interferir diretamente no desenvolvimento das periodontopatias (VIEIRA; 

PÉRET FILHO, 2010). 

As DP estão associadas a diversas condições patológicas, desde inflamação do tecido 

gengival, passando por degeneração do ligamento periodontal, do cemento radicular e até da 

destruição do osso alveolar (TARIQ et al., 2012). De acordo com Dahlen, Basic e Bylund 

Diante da complexidade destas doenças, foi estabelecido um guia com a nova classificação das 

DP. Em consenso com os principais grupos de pesquisa foi elencado as principais condições no 

processo saúde/doença periodontal. São elas: 1- Saúde Periodontal, Condições e Doenças 

Gengivais; 2- Periodontite; 3 – Outras condições que afetam o periodonto. Dentre estas 

desordens se destaca a gengivite, que mesmo sendo uma condição autolimitante, é uma das 

doenças mais frequentes no periodonto, e quando não tratada pode evoluir para as demais 

desordens periodontais (STEFFENS; MARCANTONIO 2018). 

Quando destacamos a susceptibilidade do hospedeiro na patogenia das DP, fatores 

individuais (predisposição genética, presença de comorbidades) e ambientais (interferência do 

tabagismo, etilismo e alguns medicamentos) aumentam a severidade da doença. Além destes, 

estudos mais atualizados sobre o tema correlacionou as DP com problemas cardiovasculares, 

doenças neurodegenerativas (como o Alzheimer) e artrite reumatoide, seja como uma das 

consequências ou como fator predisponente para tais desordens (ZIEBOLZ et al, 2017; 

HASHIMOTO&HASHIMOTO, SHIMAZAKI, 2020). 

. 

O tecido gengival possui características estruturais e funcionais naturalmente sensíveis 

à ação de diversos agentes agressores. Estes agentes não somente interferem no metabolismo 
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celular como podem induzir apoptose. Dentre estes agentes se destaca as espécies reativas de 

oxigênio (ERO’s), que além de danificar estruturalmente componentes celulares, favorece no 

mecanismo de resposta inflamatória do hospedeiro (ANAND, 2017). 

Visando estratégias terapêuticas que modulem estes agentes agressores, muitas 

pesquisas tem proposto alternativas naturais para combater as ERO’s. Desde o uso de óleos 

essenciais, como compostos antioxidantes isolados de espécimes vegetais (AVOLA et al, 

2018). O Tirosol (- 2 - (4- hidroxifenil) -etanol) é um dos maiores representantes dos compostos 

fenólicos encontrados nas azeitonas e no azeite de oliva. Este produto isolado sob a forma de 

ésteres do ácido fenólico também é encontrado nas uvas e no vinho. Por possuir a 

funcionalidade do grupamento fenólico, o Tirosol possui grande reatividade e atua como 

potente antioxidante (SUN; ZHOU & SHANDI, 2017). 

Postula-se que o Tirosol possui eficácia na inibição da oxidação do colesterol em 

lipoproteínas de baixa densidade, na inibição da 5-lipooxigenase leucocitária, exibindo também 

papel protetor contra os efeitos citostáticos produzidos pelas lipoproteínas oxidadas de baixa 

densidade nas células da mucosa intestinal Caco-2 (PAULO & SANTOS, 2020). 

  Além disto, o tirosol e o hidroxitirosol possuem ação antimicrobiana para certos grupos 

de fungos, como no caso dos pertencentes ao gênero Cunninghamella (em especial a espécie C. 

Elegans) e ao gênero Candida, especialmente Candida. albicans spp. Através de mecanismos 

de ação, que podem ser o “up regulation” ou por sistema de quorun sensing, o tirosol apresenta 

inibição significativa destes organismos supracitados. (RODRIGUES & ČERNÁKOVÁ, 2020 

; KHAN, SALEEM & MURPHY, 2021). 

A partir deste pressuposto, o presente trabalho busca associar o Tirosol como agente 

protetor e como terapia farmacológica para o tratamento da gengivite. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Processo Inflamatório 

Para que todos os seres humanos permaneçam vivos e saudáveis, a defesa do sistema 

imune é fundamental. A inflamação (Latim - inflamare; colocar fogo) faz parte de uma 

complexa resposta biológica dos tecidos vasculares para estimular a defesa do organismo contra 

agentes patógenos invasores. O processo inflamatório exerce sua função minimizando, 

destruindo e/ou neutralizando os agentes nocivos. Sem a inflamação, as infecções avançariam 

e qualquer tipo de injúria não seria regenerada ou mesmo cicatrizada (KUMAWAT et al, 2012). 

O problema encontrado no processo inflamatório é que, por muitas vezes, e dependendo 

do grau de intensidade, pode-se lesionar células e tecidos saudáveis. A inflamação por si, não é 

o verdadeiro problema. O agente complicador seria o descontrole deste processo e suas 

consequências nos tecidos sadios (LIMA et al, 2007). 

A capacidade de montar uma resposta inflamatória é essencial para a sobrevida do 

organismo. Seja no enfrentamento contra patógenos do meio ambiente ou contra algumas 

doenças ou situações inespecíficas, a resposta inflamatória pode ser exagerada e sustentada sem 

benefício aparente e até mesmo com consequências adversas graves. Não importa qual é o 

estímulo inicial, os sintomas inflamatórios clássicos incluem calor, dor, rubor e tumor. A 

resposta inflamatória é caracterizada mecanicamente por uma vasodilatação local transitória 

seguida de aumento da permeabilidade capilar, infiltração de leucócitos e células fagocíticas, 

degeneração tecidual e fibrose (GOODMAN & GUILMAN, 2016). 

Figura 01 – Componentes das respostas inflamatórias, água e crônica e suas principais funções. 

 

(Fonte: RBBINS et al, 2018) 

A inflamação é induzida por mediadores químicos produzidos pelas células do 

hospedeiro em resposta a um estímulo nocivo. Muitas moléculas participam da promoção e da 

resolução deste processo. Um exemplo disto é a histamina, uma das primeiras moléculas 

descobertas e identificadas na inflamação. Além desta, podemos citar prostaglandinas, 

interleucinas, fatores de necrose tumoral, bradicininas, leucotrienos dentre tantas outras. 
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Compreender como a bioquímica da inflamação conduz todo o processo é, de todo, importante 

para se propor alternativas terapêuticas para minimizar seus efeitos (GONZÁLES-MENEZES 

et al, 2020). 

A inflamação pode ser classificada em processo inflamatório agudo e crônico. Na 

inflamação aguda ocorre uma resposta rápida e intensa que levam as células polimorfonucleares 

(PMN) e as proteínas plasmáticas para os locais da lesão. Uma vez sitiados, os leucócitos 

removem os agentes invasores e dão início ao processo de fagocitose dos tecidos necróticos. 

Há uma grande participação de biomoléculas sintetizadas pela cascata inflamatória juntamente 

com um potencial fator destrutivo de células e tecidos sadios (ROBBINS et al, 2018). 

Já na inflamação crônica existe um tempo de duração mais prolongado (podendo 

intercorrer entre semanas, meses ou anos) podendo resultar tanto na destruição tecidual quanto 

em uma reparação por fibrose. Vale destacar que estas respostas ocorrem simultaneamente. Ao 

contrário da inflamação aguda, que é caracterizada pelas alterações vasculares, edema e 

infiltrado predominantemente de neutrófilos, a inflamação crônica caracteriza-se por um 

conjunto de alterações fundamentais. Estas mudanças vão desde modificação dos tipos celulares 

envolvidos (ex. Macrófagos e Linfócitos); destruição tecidual francamente reduzida e reparo 

tecidual fibrótico envolvendo a proliferação de vasos sanguíneos (angiogênese) (GOODMAN 

& GUILMAN, 2016). 

 

2.1.1 Mediadores Químicos Da Inflamação 

 

 O recrutamento de células inflamatórias para os locais da lesão também envolve as 

interações combinadas de vários tipos de mediadores solúveis. Eles podem agir como agentes 

quimiotáticos, fatores de crescimento e adesão, indutores de expressão gênica e proteica dentre 

outras que orquestram o processo inflamatório (POLUHA & GROSSMANN, 2018). 

 Os mediadores inflamatórios (Figura 02) podem ser classificados de acordo com a sua 

etiologia. Ou são de origem celular (ex. macrófagos, mastócitos, neutrófilos) ou são moléculas 

quimicamente ativas (ex. eicosanoides, óxido nítrico, histamina, cininas, serotonina, produtos 

das ciclo-oxigenases e lipo-oxigenases, fator de ativação plaquetário, citocinas pró-

inflamatórias, Fator de necrose tumoral, interleucinas) (OLIVEIRA JÚNIOR; PORTELLA 

JÚNIOR; COHEN, 2016). 
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Figura 02 - Resumo dos principais mediadores inflamatórios. 

 

(Fonte: POLUHA & GROSSMANN. 2018) 

Qualquer indivíduo que tenha sido acometido de algum episódio severo de doença viral 

(como a COVID-19) experimentou dos efeitos sistêmicos da inflamação, coletivamente 

chamados de reação da fase aguda ou síndrome da resposta inflamatória sistêmica. As citocinas 

TNF, IL-1 e IL-6 são os mediadores mais importantes da reação da fase aguda. Estas citocinas 

são produzidas pelos leucócitos (e outros tipos celulares) em resposta à infecção ou em reações 

imunes, sendo liberadas na circulação. Estes mediadores citados por exemplo, não só fazem 

parte do processo desencadeador da inflamação como, também, são participantes dos efeitos 

agravantes gerados por ela (ROBBINS et al, 2018). 

 Na cascata inflamatória (Figura 03), os mediadores que são produzidos têm o poder de modificar 

o metabolismo das células situadas no local da lesão. O poder quimiotático e regulador dos mediadores 

faz com que subprodutos da reação inflamatória sejam armazenados no citoplasma das células doentes 
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e sadias. Ao se elevar os níveis destes subprodutos metabólicos, eles desencadeiam uma resposta danosa 

conhecida como estresse oxidativo (ALEKSANDROVA; KOELMAN & RODRIGUES, 2021). 

 

Figura 03 - Cascata Inflamatória do Ácido Araquidônico  

 

(Fonte:  https://universoracionalista.org/a-inflamacao-e-a-biossintese-dos-eicosanoides/.) 

 

2.1.2 Estresse Oxidativo 

 

 O estresse oxidativo é caracterizado como um desbalanço entre a produção e 

acumulação das Espécies Reativas de Oxigênio (ERO’s). As células e tecidos possuem a 

habilidade natural de detoxificar as ERO’s minimizando seus efeitos danosos. No entanto, nem 

sempre esta capacidade de detoxificar acontece em sua totalidade. O estresse oxidativo e a 

inflamação estão intimamente relacionados. Isto porque, de um lado, as ERO’s iniciam um 

processo de sinalização que aumenta a expressão gênica de agentes pró inflamatórios, e por 

outro lado, células inflamadas secretam ERO’s e mediadores imunológicos que juntos induzem 

o estresse oxidativo no tecido lesionado pela inflamação (ALEKSANDROVA; KOELMAN & 

RODRIGUES, 2021). 
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 Na respiração aeróbica há uma série de reações de oxirredução, principalmente para 

síntese de adenosina trifosfato (ATP), a maior fonte de energia celular. Nesta cadeia 

respiratória, a produção de ERO’s (Figura 04) acontece naturalmente e, produtos como o 

superóxido agridem tanto o DNA, lipídios e proteínas. Para se adaptar a estas agressões, as 

células produzem substâncias antioxidantes e enzimas, como a superóxido dismutase, para 

neutralizar as ERO’s. Existem condições intrínsecas e extrínsecas do organismo que podem 

aumentar a concentração das ERO’s. E quando os antioxidantes autólogos não são suficientes 

para debelar as altas concentrações, o estresse oxidativo é gerado (GREBE; THOMPOSON; 

GANGESTAD, 2021). 

 O estresse oxidativo é o responsável pela maioria das condições patológicas, sejam 

condições agudas ou crônicas. O acúmulo de ERO’s pode desencadear desde doenças como as 

cardiovasculares, insuficiência renal aguda e crônica, diabetes, doenças neurodegenerativas, 

doenças biliares, câncer, como também, os processos de envelhecimento (ZAKERI et al, 2021). 

Em relação ao processo de envelhecimento, as principais desordens relacionadas a idade estão 

relacionadas as ERO’s. Com o passar do tempo, a velocidade do corpo em reverter as ações 

relacionadas ao estresse oxidativo são diminuídas e, como consequência, os sinais de 

enfraquecimento e morte tecidual se tornam mais evidentes (MEHDI; SOLANKI; SINGH, 

2021). 

Figura 04 - Processo intracelular para formação de ERO’s. 

 

(Fonte: ROBBINS et al; 2018)  

 

2.1.3 Mecanismo De Apoptose 

 

O desenvolvimento biológico e a manutenção da população celular de um tecido são regulados 

por um processo de morte programada denominado apoptose, responsável pela eliminação de células 

senescentes ou indesejáveis. Este fenômeno foi primeiramente descrito por Kerr et al. (1972). Ele é 



22 
 

essencial na proliferação e na diferenciação, bem como na sobrevida de células em processos de 

organogênese, hematopoiese, reposição tecidual, atrofia de órgãos, resposta inflamatória e eliminação 

de células após dano por agentes genotóxico (FERREIRA et al, 2010). 

A morte celular apoptótica (Figura 05) é um mecanismo geneticamente programado que permite 

que a célula cometa suicídio. A apoptose é criticamente importante para a sobrevivência de organismos 

multicelulares, livrando de células danificadas ou infectadas que podem interferir com a fisiologia 

habitual. As vias extrínsecas e intrínsecas representam os dois principais processos apoptóticos 

existentes. A via extrínseca é mediada por um subgrupo de receptores do fator de necrose tumoral 

(TNFR), superfamília que inclui TNFR, Fasq/CD95 e TRAIL. Ativação desses chamados receptores de 

morte levam ao recrutamento e ativação de caspases iniciadoras, como caspases 8 e 10 (MEHDI; 

SOLANKI; SINGH, 2021). 

Figura 05 - Vias Extríseca e Intrinseca da Apoptose Celular 

 

(Fonte: ROBBINS et al; 2018)  

Por outro lado, este processo pode ser inibido pela ativação de moléculas anti-apoptóticas (Bcl-

2, FLIP) que bloqueiam o surgimento e a evolução destas alterações celulares. Assim, a homeostase 

(equilíbrio estrutural e funcional essencial para sobrevivência de uma população celular) depende do 

balanço entre a ativação de moléculas pró e anti-apoptóticas. Quando desregulada, a apoptose pode 

contribuir para o aparecimento de várias doenças neoplásicas, autoimunes, neurodegenerativas e 

inflamatórias (CHOI et al, 2002). 
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Em relação as doenças inflamatórias periodontais, quando a lesão já está em fase crônica, as 

citocinas pró-inflamatórias iniciam a desregulação do processo de defesa e a cascata apoptótica é 

acionada. Em gengivites crônicas o processo é semelhante (KUMAR et al, 2018).  

 

2.2 Gengivite 

 

 A gengivite é uma inflamação autolimitante localizada nos tecidos gengivais (gengiva 

marginal livre, gengiva inserida e gengiva papilar), a qual não acomete o periodonto de 

sustentação. A origem da gengivite pode estar associada a vários fatores. Dentre os principais 

fatores que determinam o surgimento da doença está o acúmulo de biofilme dental. Além deste 

fator, agentes modificadores e predisponentes podem facilitar o surgimento da inflamação. A 

exemplo dos agentes modificadores estão a má adaptação de materiais restauradores, aparelhos 

ortodônticos, e a própria má oclusão dentária. Já os fatores predisponentes podemos citar as 

comorbidades como a diabetes, doenças neurodegenerativas e inflamatórias, além dos hábitos 

deletérios como a má higiene, o tabagismo e o etilismo (CIRKEL et al, 2021). 

Figura 06 - Representação da Gengivite 

 

(Fonte: https://www.sbodontologiaespecializada.com.br/tratamentos-2/gengivite-periodontite/) 

De acordo com a nova classificação das doenças periodontais, as gengivites podem ser 

divididas em dois grupos: As doenças gengivais induzidas por biofilme e as doenças gengivais 

não induzidas por biofilme. A gengivite induzida por biofilme dental ainda foi subclassificada 

em três condições que são: A. Associada somente ao biofilme dental, B. Mediada por fatores 

de risco sistêmicos ou locais, e C. Associada a medicamento para aumento de tecido gengival 

(STEFFENS & MARCANTÔNIO, 2018). 

As gengivites não induzidas por biofilme dental estão relacionadas, por exemplo, a 

desordens genéticas e de desenvolvimento; infecções bacterianas, fúngicas e virais; condições 
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inflamatórias e imunes; processos inflamatórios reacionais; doenças endócrinas, nutricionais e 

metabólicas e, por fim, a condições relacionadas à mudança de pigmentação (BABAY; 

ALSHEHRI; ROWIS, 2019). 

  

2.2.1 Epidemiologia Da Gengivite 

  

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que, a prevalência da Doença Periodontal (D.P), 

inclusive a gengivite, aumenta diretamente com a idade. A incidência da D.P é de cerca de 15% aos 10 

anos de idade, 38% aos 20 anos, 46% aos 35 anos e 54% aos 50 anos. Como um todo, os homens 

apresentam maior prevalência e gravidade da D.P do que as mulheres. Com relação a  gengivite, que é 

identificada clinicamente por sangramento à sondagem e aumento de exsudatos gengivais, é uma das 

doenças mais comuns, e afeta 20% -50% da população dentada, com seus sinais clínicos se 

desenvolvendo desde os cinco anos de idade (PIZZORNO; MURRAY, 2020).   

Estudos realizados por Nazir et al., (2020) têm mostrado que a desigualdade periodontal 

existe em diferentes populações ao redor do mundo, sendo verificado que a D.P é mais comum 

entre os idosos. Os adolescentes em alguns países sangram com mais frequência durante a 

exploração do que os adultos e idosos. As bolsas periodontais (± 4 - 5 mm e 6 + mm) são mais 

desproporcionais e estão amplamente distribuídas na população mais velha. Os países de baixa 

e média rendas têm uma incidência calculada mais alta do que os países de alto poder aquisitivo. 

Em países de alta renda, a prevalência de desordens inflamatórias, bolsas periodontais e perda 

de estruturas de suporte é maior. 

De acordo com os dados gerados pelo levantamento epidemiológico do perfil de Saúde 

Bucal Brasileiro (SBBrasil - 2010) e analisados por Vettore, Marques e Peres (2013) foi 

verificado que a prevalência nacional de D.P leve/moderada (classificada quando o IPIP –Índice 

de Perda de Inserção Periodontal for maior que 0 e o IPC –Índice Periodontal Comunitário 

maior que 2) foi de 15,3%, sendo mais verificada em Macapá (34,9%) e exibindo menor 

prevalência em Maceió (5,7%). Para D.P grave, quando seus achados clínicos mostram que o 

resultado do PIP é maior do que 1 e CPI é maior que 2, Manaus foi a mais prevalente (15,5%) 

e Belém com a menor prevalência (0,9%). 

Os motivos das diferenças encontradas nos estudos epidemiológicos relacionados às D.P 

podem ser atribuídos diretamente à expansão do território brasileiro, sua diversidade 

socioeconômica e regional, bem como ao meio ambiente e aos comportamentos que 
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influenciam no aparecimento desse fenômeno patológico em algumas áreas, principalmente em 

áreas populacionais vulneráveis (DA SILVA et al., 2020). 

 

 

2.2.2     Patogênese Da Gengivite 

 

A cavidade oral do corpo humano é composta de tecidos duros e moles, o que favorece 

na formação de biofilmes polimicrobianos. As espécies microbianas interagem entre si podendo 

aumentar sua resistência e chances de sobrevivência. Neste sentido, quando há desequilíbrios 

entre as populações bacterianas residentes na cavidade oral, a probabilidade de espécies 

patogênicas se desenvolverem e, posteriormente, gerar patologias relacionadas ao biofilme é 

muito maior (ARIAS et al, 2016). 

As bactérias do biofilme têm um método de comunicação denominado quórum sensing, 

o qual o acúmulo de um metabólito desencadeia mudanças na expressão gênica em toda a 

comunidade. Esta serve para produzir respostas coordenadas, por exemplo, na motilidade ou 

virulência. No biofilme, existem vários microambientes, e tanto o pH quanto as concentrações 

de várias   substâncias químicas e metabólitos são diferentes. Estas mudanças permitem que 

espécies com necessidades metabólicas diversas se desenvolvam    em microambientes do 

ecossistema, promovendo assim, uma maior diversidade entre a população bacteriana. Esta 

diversidade garante que as infecções mistas causadas pelo biofilme dentário sejam mais difíceis 

de controlar (HARVEY, 2017). 

A patogênese da gengivite é caracterizada por relações complexas entre os 

microrganismos do biofilme dental e a resposta imunoinflamatória do hospedeiro, que pode ser 

influenciada por fatores genéticos, condições ambientais e fatores predisponentes como o 

tabagismo e doenças sistêmicas (FERREIRA et al, 2017). De acordo com Kornman (2008), as 

observações histopatológicas de tecidos humanos doentes foram usadas para explorar as causas 

das periodontopatias e descrever seus modelos de patogênese. Algumas evidências 

experimentais mostraram que a permanência do biofilme é o principal fator para o aparecimento 

da gengivite e da periodontite. Ao mesmo tempo, a presença de bactérias específicas 

(microrganismos periodonto patogênicos do complexo azul – Gênero Actinomyces – e 

vermelho – Porphyromonas gingivalis, Tanarella forsythia, Treponema denticola-) 

potencializam a infecção e agravam a doença. 

A condição de patogenicidade dos microrganismos bucais está relacionada a um 

processo inflamatório que é uma resposta do corpo humano para uma urgência ou infecção 
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(MACHADO; FREITAS; SALES-PERES, 2016). A inflamação envolve uma série de eventos 

contínuos dentro do tecido gengival inflamado, gerando uma série de mediadores inflamatórios, 

como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), interleucina (IL) -1β, prostaglandina E 2 (PGE 2), 

e a produção de interferon gama (IFN-Y); eles entram na corrente sanguínea e causam a carga 

geral de inflamação. Portanto, a exposição sistêmica a patógenos periodontais, suas toxinas e 

mediadores inflamatórios derivados / induzidos pela gengivite podem determinar 

consequências patológicas em diferentes órgãos ou sistemas (PIZZO et al., 2010). 

Figura 07 - Representação Esquemática dos Complexos Microbianos que atuam na 

patogênese das D.P. 

 

(Fonte: SOCRANSKY, S.S et al; 1998) 
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O acúmulo do biofilme dentário permite o crescimento de bactérias anaeróbias, o que 

acaba levando à ativação e recrutamento de neutrófilos. Isto resulta na regulação positiva de 

citocinas pró-inflamatórias, e também leva à liberação de enzimas neutrofilicas e ERO’s. A 

exposição prolongada do tecido conjuntivo a essas lesões pode levar à degradação ligamentar 

e perda do suporte ósseo alveolar do tecido periodontal de suporte caracterizando não mais uma 

gengivite, mas sim, uma periodontite. Este avanço gradativo da doença, se não tratado, 

acarretará nas perdas dentárias (ANAND, 2017). 

 

 

2.2.3 Principais Estratégias Para O Tratamento Da Gengivite 

  

 Como fora dito, a gengivite é caracterizada clinicamente como uma inflamação do 

tecido periodontal de proteção. Este processo inflamatório causa no tecido eritemas, edemas, 

sangramento à sondagem além de uma ulceração do epitélio no sulco gengival com infiltração 

de células inflamórias. A principal estratégia de tratamento e cuidado deste periodonto é inibir 

o processo inflmatório e destruir os agentes agressores que desencaderam tal processo 

(GARLET et al, 2004). 

 Várias formas de tratar a gengivite e a periodontite são conhecidas. Desde tratamentos 

locais, como a remoção mecânica do biofilme dental e o alisamento radicular, passando pelo 

uso de colutórios, cremes dentais terapêuticos, até a utilização de medicamentos sistêmicos para 

controle da infecção e diminuição da inflamação. Mesmo assim, se o paciente não for 

colaborativo, os avanços ocasionados por estes modelos tradicionais são minimizados 

(MADERAL et al, 2017 ; CARRANZA et al, 2018).  

 As terapias farmacológicas antioxidantes  e o uso dos produtos naturais fazem parte 

destas estratégias terapêuticas e vieram na tentativa de potencializar os tratamentos existentes. 

Ampliá-las em clínica pode favorecer um tratamento específico, com maior sensibilidade e 

menores custos ao paciente. Estas estratégias visam eliminar os efeitos nocivos das ERO’s e 

com isto, cessar os efeitos danosos da inflamação (DOS SANTOS, 2018).
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2.3 Estratégia Antioxidante Dos Produtos Naturais 

 

 A quimioprevenção é definida como o uso de substâncias naturais, sintéticas ou biológicas para 

reverter, suprimir ou prevenir as fases iniciais de qualquer reação patológica. Os compostos que inibem 

a iniciação do processo inflamatório são tradicionalmente conhecidos como "agentes bloqueadores". 

Estes podem agir evitando a interação entre produtos químicos pró-inflamatórios ou dos ERO’s com o 

DNA, reduzindo assim o nível de dano e mutações resultantes que contribuem não apenas para o 

aparecimento de lesões, mas também para a instabilidade genômica e destruição de tecidos (MAYA-

CANO; ARANGO-VARELA; SANTANA-GONZALES, 2021).  

 Para evitar que as ERO’s prejudiquem o funcionamento normal das células e, 

consequentemente, do nosso corpo, existem alguns agentes responsáveis pela inibição e redução das 

lesões causadas pelos radicais livres, os chamados antioxidantes. Os antioxidantes podem ser 

considerados como "aquelas substâncias que, quando presentes em baixas concentrações, em 

comparação com as de um substrato oxidável, irão atrasar significativamente ou inibir a oxidação de 

esse substrato ”. Eles funcionam eliminando os radicais livres à medida que se formam e, assim, evitando 

estresse oxidativo (ANAND, 2017). 

 Antioxidantes sintéticos têm demonstrado serem prejudiciais à saúde humana, aumentando 

reações de hipersensibilidade e depósito a longo prazo de substâncias cancerígenas. Isto levou a 

necessidade de pesquisas na busca de antioxidantes naturais (RAMOS et al., 2020). Nos últimos anos, 

cada vez mais tem sido evidenciado que o consumo regular de alimentos ricos em agentes antioxidantes 

pode diminuir o risco de desenvolver doenças crônicas degenerativas causadas e/ou agravadas por 

agentes oxidantes. Diversos estudos têm demonstrado que o consumo de frutas e verduras é 

inversamente associado com doenças cardiovasculares e câncer (AVOLA et al, 2018). 

 Os agentes antioxidantes podem ser divididos em enzimáticos e não-enzimáticos. Os não-

enzimáticos ainda podem ser subdivididos em duas classes: os associados a membrana lipossolúvel (α-

tocoferol e β-caroteno), e redutores solúveis em água (glutationa, ascorbato e fenólicos). Entre os 

agentes enzimáticos estão a catalase e a glutationa peroxidase (GPx), que atuam no controle de 

peróxidos. Esta segunda enzima é formada por um tripeptídio, a glutationa (ácido glutâmico, cisteína 

(parte ativa) e glicina) (IGHODARO; AKINLOYE, 2018)  

 A parte ativa se deve à capacidade redutora do grupamento –SH. A presença de riboflavina (B2) 

aumenta a atividade da GPx. Estudo dos eritrócitos mostrou que tanto a catalase quanto a glutationa 

peroxidase são importantes na proteção de efeitos mediados pelo H2O2 (IGHODARO; AKINLOYE, 

2018). 
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 Segundo Palma e Colaboradores (2020), outra enzima antioxidante é a superóxido dismutase 

(SOD), a qual corresponde a uma família de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua 

composição, existindo duas formas em sistemas eucariontes. Uma citoplasmática que necessita de cobre 

e zinco para agir (SOD-cobre-zinco) e uma mitocondrial que necessita de manganês (SODmanganês). 

Já a catalase, a qual atua no peróxido de hidrogênio, age apenas na presença de ferro. Uma característica 

comum a várias enzimas antioxidantes é conter traço de minerais, por isso são chamadas de 

metaloenzimas. 

 Entre os agentes não-enzimáticos estão as vitaminas A (retinol), E (tocoferóis) e C (ácido 

ascórbico), carotenóides e polifenóis como flavonóides e taninos, podendo estes serem associados a 

atividades antidiabéticas, antineoplásicas e anti-inflamatórias e cardioprotetoras (BARTEKOVÀ et al, 

2021). 

 Metabólitos secundários, como compostos fenólicos, encontrados nas plantas também estão 

diretamente relacionados a essas ações antioxidantes. Os compostos fenólicos estão envolvidos tanto no 

sequestro de radicais livres como também, quelando metais. Isto dá a estes compostos, por exemplo, 

uma ação efetiva na quimioproteção celular com agentes agressores (SIMÕES,2016).  

 Segundo Sallucci e colaboradores (2015), os compostos fenólicos, maior grupo de antioxidantes 

naturais, têm atraído muita atenção por suas conhecidas e abrangentes atividades biológicas, bem como 

por seus efeitos na saúde. Em particular, independentemente de sua atividade antioxidante, eles 

desempenham um papel fundamental no controle de vários processos associados à inflamação, bem 

como na melhoria do sistema de defesa antioxidante. Um excelente exemplo deste grupo de compostos 

fenólicos encontramos o tirosol. 

 

2.4 Tirosol 

 

O Tirosol (2- (4-hidroxifenil) etanol) é um conhecido composto fenólico encontrado 

principalmente no azeite extravirgem e nos vinhos tinto e branco (LU et al., 2013).    Do ponto de 

vista estrutural, o tirosol compartilha um grupo funcional fenólico na posição “para” do anel 

aromático com uma cadeia de hidroxietil aumentando sua funcionalidade. Isoladamente, o 

tirosol é um sólido incolor à temperatura ambiente, com ponto de fusão entre 91-92º C, e 

ebulição a 158 ºC. Possui maior solubilidade em solventes orgânicos e ligeiramente solúvel em 

água (RAMOS et al., 2020). Além disso, esses compostos apresentam forte atividade 

antioxidante em experimentos in vitro, e capacidade de inibir os processos de pró oxidação em 

partículas de Lipoproteínas de Baixa Densidade (LDL) humana (CAÑUELO et al., 2012). 
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Figura 08 - Representação Molecular do Tirosol 

 

(Fonte: https://www.selleckchem.com/products/tyrosol.html) 

O composto Tirosol tem um efeito protetor contra o dano oxidativo em modelos 

celulares e melhora os sistemas de defesa antioxidante na célula. Em particular, o Tirosol mostra 

atividade antigenotóxica contra danos induzidos por H2O2, e é caracterizado como um 

eliminador de radical hidroxila eficaz (SALLUCCI et al, 2015). 

O tirosol exibe bioatividade potente em sistemas vivos devido à sua alta 

biodisponibilidade. Apresenta efeito antioxidante por eliminar o peroxinitrito e ânion 

superóxido. O Tirosol melhora significativamente a atividade da glutationa-s-transferase, bem 

como a concentração de vitamina C e vitamina E em tecidos animais (CHANDROMOHAN; 

PARI, 2016). 

Quanto ao processo inflamatório, foi verificado que o tirosol inibe o lipopolisacarídeo 

induzido por citocinas. Muitos estudos têm levantado a possibilidade de que a ação 

cardioprotetora do azeite de oliva está ligada a constituição dos ácidos graxos e compostos 

fenólicos, em especial o tirosol (RAMOS et al, 2020). 

Foi relatado que o tirosol induz a ativação da proteína quinase B (Akt) e aumenta a 

expressão de agentes reguladores da nocicepção e da inflamação em processos degenetarivos. 

Esta ação do tirosol nesta via farmacológica é inibitória e, por isto, a percepção dolorosa é 

diminuida (WEI QUI et al, 2021). 

Ainda foi visto que o Tirosol possui quorum sensing em muitos microrganismos, desta 

forma, novas estratégias têm sido estudadas a fim de controlar biofilmes patogênicos. Este 

fenômeno é bem conhecido para as bactérias podendo ser usada como uma terapia alternativa 

como prevenção do biofilme e controle de doenças bucais infecciosas (WEBER; SCHLZ; 

RUHNKE, 2010). 
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Figura 09 -  Esquema representativo dos benefícios do Tirosol e sua Possivel Ação na 

Cascata Inflamatória 

 

(Fonte: Adaptado de http://www.viapharma.com.br/1876-uniformizacao-firmeza-e-protecao-para-a-pel) 

 

 

Desse modo, o objetivo do presente trabalho  foi  verificar o efeito protetor do composto 

tirosol em modelo experimental da gengivite. Para isto,  foram feitas avaliações da atividade 

antioxidante “in vitro” do tirosol; foi verificado a  toxicidade aguda e  o controle de peso dos 

animais tratados com o composto;  foi analisado o efeito prototetor do tirosol sob parâmetros 

histológicos; foi observado o grau de atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), 

Superóxido Dismutase (SOD) sob  o tratamento do tirosol; foi analisada a atividade 

antimicrobiana  do tirosol  frente ao  patógeno Streptococcus mutans (UFPEDA766
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Aspectos Éticos 

Este trabalho foi submetido ao devido Conselho de Ética Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) de acordo com a resolução do Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) sobre responsabilidade no uso de animais 

(CONCEA, 2015), sob número de registro 0015/2019. 

3.2 Obtenção Do Composto Isolado 

O Tirosol foi extraído de azeite de oliva (Olea Europaea L.) a partir de um extrato seco 

liofilizado e isolado por métodos de cromatografia de alta eficiência (HPLC). Este produto 

acabado foi fornecido e obtido pela Sigma Aldrish ®. 

3.3 Avaliação Da Atividade Antioxidante “In Vitro” Do Tirosol  

A atividade antioxidante da espécie vegetal foi determinada através do ensaio de captura 

de radicais DPPH˙, desenvolvido por Blois (1958) e adaptado por Brand- Williams (1995). Esse 

ensaio tem por base a redução do radical [1,1-difenil-2-pricril-hidrazil (DPPH˙)]. Este radical 

ao fixar-se em um H˙ (removido do antioxidante em estudo), levou à uma diminuição da 

absorbância, permitindo calcular, após o estabelecimento do equilíbrio da reação, a quantidade 

de antioxidante necessária para reduzir o radical DPPH˙. 

Para avaliação da atividade antioxidante do composto, alíquotas de 1 mL de solução 

etanólica de DPPH˙ (3x10-2M) foram adicionadas a 2,5 mL de solução contendo diferentes 

concentrações de tirosol. Para realização da curva padrão foram utilizadas concentrações 

crescentes de ácido Tiobarbitúrico (BHT). A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro a 515nm, após 30 minutos do início da reação. As determinações foram 

realizadas em triplicata e acompanhadas de um controle (sem o antioxidante). A queda na 

leitura da densidade ótica das amostras e do BHT foi correlacionada com o controle, 

estabelecendo-se a porcentagem de descoloração do radical DPPH, conforme fórmula abaixo: 

 

Foi calculado o valor da IC50 (concentração da amostra necessária para inibir 50% do 

radical). 

% proteção = (Abscontrole - Absamostra)/Abscontrole 
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3.4 Avaliação Da Toxicidade Aguda Do Tirosol 

Para a avaliação da toxicidade aguda o composto tirosol foi testado de acordo com o 

protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423; 2016). Este protocolo seguiu a proposta da 

Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório/Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). Os 10 camundongos Swiss (n=10/grupo) machos, em 

jejum de 12 horas com acesso a água ad libitum, foram tratados por via oral (v.o) com uma dose 

de 2000mg/kg de peso corporal da solução com o composto ou igual volume do veículo. Após 

os tratamentos, os animais foram observados durante 30, 60, 120, 180 e 240 minutos em campo 

aberto, e após este período, ficaram sob a observação em suas gaiolas durante 14 dias para 

verificação de possíveis sinais e sintomas de toxicidade e/ou envenenamento, como perda de 

peso, letargia, comportamentos habituais (grunhido, pilo ereção, caminhadas explorativas) 

respectivamente. 

3.5 Avaliação Da Mutagênicidade E Genotoxicidade Do Tirosol 

Os 10 camundongos foram distribuídos em três grupos: um grupo recebeu a solução 

com tirosol 2000mg/kg, outro grupo recebeu apenas água destilada e serviu de controle 

negativo; O último grupo foi o controle positivo que recebeu ciclofosfamida, por via 

intraperitoneal, um agente mutagênico bem estabelecido na literatura científica. Todos os 

grupos supracitados receberam seus respectivos tratamentos por gavagem. Após 48 horas de 

tratamento, os camundongos foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 

mg/kg), por via intraperitoneal, e 1mL de sangue periférico foi coletado de cada animal por 

punção retro-orbital. Logo depois, os animais sofreram eutanásia com uma injeção letal 

contendo uma superdosagem de quetamina e xilasina. 

3.5.1 Ensaio Cometa 

O ensaio cometa, também conhecido por eletroforese de célula única, vem sendo 

proposto para avaliar genotoxicidade em diversos tecidos e células, assim como reparo no DNA 

(UMBUZEIRO & ROUBICEK et al., 2006). Foi necessário que todo procedimento após a 

coleta do material fosse feito em uma sala com luz vermelha (sem a presença da luz branca), 

pois o experimento é fotossensível. O sangue coletado foi homogeneizado com agarose de baixo 

ponto de fusão (LM) e depositado nas lâminas previamente preparadas com uma cobertura de 

agarose padrão; estas lâminas foram cobertas com lamínulas e foram para o refrigerador. Depois 

da refrigeração, as lamínulas foram retiradas e as lâminas depositadas em cubas (sempre 

protegidas da luz) com solução de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM TRIS, 1% Triton 
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X-100, DMSO 10%, com pH 10). Após o tempo necessário para a lise (48 horas a uma semana), 

seguiram-se o processo de eletroforese, em que as células lisadas foram submetidas a uma 

corrente de e ± 300mA, com diferença de potencial de 32V, por 20 minutos, em uma cuba 

contendo solução tampão alcalino (1M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13). Logo depois, as 

lâminas foram neutralizadas com tampão (0.4 M Tris-HCl, pH 7.5) e coradas com 30μL de 

brometo de etídio (0, 0002%, p/v) por lâmina. A avaliação foi feita em microscópio de 

epifluorescência com filtro Alexa flúor 546. 

Foram analisados 100 nucleoides por animal com observação da relação entre o 

comprimento da cauda e o tamanho da cabeça do cometa. Cada nucleoide analisado foi 

classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 

(dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano máximo). Desta forma, os 

valores obtidos para cada indivíduo puderam variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a 

400 (com dano máximo: 100 células x 4); a este valor damos o nome de índice de dano (ID) 

por animal. A frequência de danos (FD) também foi calculada de acordo com a porcentagem 

de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 a classe 4) em relação ao total de nucleoides 

contados, que vai da classe 0 a classe 4 (nº total) (COLLINS, 2008). 

 3.5.2 Teste Do Micronúcleo 

O teste de micronúcleo que foi inicialmente desenvolvido por Schimid (1975), tem a 

capacidade de detectar efeitos mutagênicos provocados por vários agentes químicos e físicos. 

Para esse teste, foi utilizada a técnica descrita por Hayashi e colaboradores (1990). Foram 

colocados 5ul de sangue periférico sobre lâminas previamente preparadas com laranja de 

acridina, cobrindo-se com uma lamínula para espalhar uniformemente o material. Foi 

estabelecida a proporção de eritrócitos policromáticos (PEC) em relação ao total de eritrócitos 

da seguinte maneira: PEC/ (PEC+NEC), onde NEC significa eritrócitos normocromáticos. Uma 

comparação entre a proporção de PEC de cada animal tratado foi feita com a do grupo controle. 

Se a proporção de PEC em um dado animal seja menor do que 20% em relação ao PEC do 

grupo controle, o animal será descartado do estudo. 2000 PEC foram contados por animal para 

se quantificar a presença de PEC micronucleados (PECMn) (OCDE, 2009). Os eritrócitos 

policromáticos foram analisados em microscópio de fluorescência (Nikon, Eclipse 80i). 
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3.6 Grupos Experimentais 

Os grupos experimentais foram formados por 25 ratos subdivididos em pequenos grupos 

de 5 animais seguindo o cálculo de amostragem estabelecido    por Ilyas et al., (2017). O cálculo 

baseia-se no número mínimo necessário de animais para realização do experimento. Ele é 

formulado a partir do número total de animais menos o número total de grupos ((E=(5x5) – 5 = 

20, estando dentro dos padrões). As     doses de Tirosol foram estabelecidas na concentração de 3, 

15 e 30 mg, pois segundo Costa e colaboradores (2014)     em concentrações maiores o Tirosol 

tornou-se tóxico para os animais, não produzindo o   efeito desejado. Houve um grupo sadio, um 

doente e demais grupos doentes que foram tratados com concentrações do tirosol. 

• Grupo 1: Os animais foram tratados com NaCl 0,9% I.P e com água destilada (V.O) 

durante 8 dias; 

• Grupo 2 – Os animais foram condicionados com fio de sutura em algodão dentro do 

sulco gengival dos incisivos centrais inferiores para a indução da gengivite e tratados 

com NaCl 0,9% I.P e com água destilada V.O por 8 dias; 

• Grupo 3 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 3mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 

• Grupo 4 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 15mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 

• Grupo 5 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 30mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 

Neste trabalho foi utilizado um modelo animal de indução da gengivite em ratos 

adaptado de AKASHI (2016). Após a anestesia, foram posicionados para a aplicação do 

protocolo de colocação da ligadura utilizando um fio de seda preta 3.0 (Ethicon), o qual foi 

colocado na região cervical dos incisivos centrais inferiores, tomando-se o cuidado de penetrar 

o fio no sulco gengival. O fio foi colocado na região subgengival e o nó posicionado na região 

mesial e retido com o auxílio de um sistema adesivo a base de etil-2-cianoacrialto (GYÖRFI et 

al., 1994; LOHINAI et al., 1998; RAMOS et al,, 2020). 

 

3.6.1 Processamento Histológico 
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Decorridos 1, 7 e 14 dias após o ato cirúrgico, dois animais de cada grupo (teste e  controle) 

foram escolhidos aleatoriamente e eutanasiados pela superdosagem em via intraperitoneal de 

solução anestésica (Ketamina e Xilazina). Após a aplicação imediata desta solução anestésica, 

um fragmento da gengiva marginal e inserida em toda sua extensão e profundidade foi retirada 

através de um bisturi número 15. O material foi processado e as imagens histológicas das 

lâminas realizadas foram capturadas por meio de câmera digital acoplada ao microscópio óptico 

(Nikon E-100), tendo sido obtidos 20 campos por lâmina com aumento final de 40X. Por fim, 

após a eutanásia, os animais foram acondicionados em um freezer por no máximo 48h e foram 

recolhidos por uma empresa responsável pela incineração. 

3.7 Dissecações Da Área Periodontal E Homogeneização Das Amostras Teciduais Do 

Periodonto Para Dosagens Bioquímicas 

Após o experimento, os animais foram anestesiados, eutanasiados, e as amostras foram 

removidas. O tecido periodontal (gengiva marginal livre e inserida das regiões vestibular e 

lingual respectivamente) foi dissecado rapidamente sobre placa de gelo, pesado e 

homogeneizado (10% p/v) em PBS 1% com adição de BHT 0,004%. Em seguida, o 

homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4ºC, e os sobrenadantes foram 

congelados em freezer à -80 °C. Posteriormente foi realizada a avaliação das atividades 

enzimáticas. 

3.7.1 Determinação Da Atividade Da Catalase 

A atividade da Catalase nas regiões do periodonto foi analisada segundo o método 

descrito por Sinha (1972) usando H2O2 como substrato. A mistura reacional (1,5 mL) consistiu 

de 1.0 ml de tampão fosfato (0,01 M, pH7.0), 0.4 ml de água destilada e 0.1 ml do sobrenadante. 

A reação foi iniciada pela adição de 0.5 ml de H2O2, incubada a 37°C por 1 min e finalizada 

pela adição de 2.0 ml de dicromato/ácido acético reagente (Dicromato de potássio (5%) e ácido 

acético na relação de 1:3) e analisada espectrofotometricamente a 480 nm. 

3.7.2 Determinação Da Atividade Da Superóxido Dismutase 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o 

método Misra e Fridovich (1972). Cem micro litros do sobrenadante foram adicionados a 

880 μL (0.05 M, pH 10,2; 0,1 mM EDTA) de tampão carbonato. Foram adicionados 20 μL de 

epinefrina 30 mM (em 0,05% ácido acético) à mistura e analisada espectrofotometricamente a 
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480 nm. A atividade enzimática foi expressa como a quantidade de enzima que inibe a oxidação 

da epinefrina em 50%, o qual é igual a 1 unidade. 

 

3.8 Análise Da Atividade Antimicrobiana Do Tirosol 

Para a determinação da concentração mínima inibitória (CMI e CMB), inicialmente 

foram preparadas suspensões das bactérias em solução salina a 0,9%, com densidade de 0,5 de 

acordo com a escala de McFarland, as quais foram aferidas com o auxílio de espectrofotômetro 

no comprimento de 625 nm para bactérias, para atingir a concentração de 1,5x108 UFC.  

Foi utilizado o micro-organismo Streptococcus mutans UFPEDA 766 pertencente a 

Coleção de Micro-organismos UFPEDA do Departamento de Antibióticos da Universidade 

Federal de Pernambuco - UFPE. Para a confecção da placa foram distribuídos 180 μL de meio 

de cultura líquido (caldo BHI) em cada poço da primeira coluna e 100 μL nos demais poços até 

a nona coluna. Em seguida, foram adicionados 20 μL da amostra nos poços da coluna 1 a partir 

da qual foi realizada a microdiluição sucessivamente até a coluna 9, obtendo-se concentrações 

decrescentes (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9 μg/mL).  

Após diluição, foi adicionado a cada poço 10 μL do inóculo microbiano padronizado 

(1,5x105). As colunas 10,11 e 12 foram utilizadas como controle. Na coluna 10 foi realizado o 

controle positivo do inóculo, contendo o meio de cultura adicionado do inóculo. Na coluna 11 

foi realizado o controle de esterilidade do meio de cultivo e na coluna 12 foi realizado o controle 

do antibiótico, sendo utilizada a gentamicina para as bactérias.  

As microplacas foram depositadas em estufa a 37 ºC por 18-24 horas. Finalizado o 

tempo de cultivo, as microplacas foram observadas em lupa, e uma alíquota do conteúdo dos 

poços que não apresentaram turvação foi semeada em placa de Petri contendo meio BHI sólido, 

para determinação da concentração mínima bactericida (CMB).  

As placas de Petri semeadas foram incubadas em estufa a 37º C por 24 h. Em seguida, 

as microplacas foram reveladas com a adição de 20 μL de resazurina (corante indicador de 

oxido-redução) a 0,01% e incubadas por 1-4 horas para observar a mudança de coloração nos 

poços. Após o tempo de revelação, a manutenção da cor azul foi interpretada como inibição do 

crescimento microbiano, enquanto o desenvolvimento da cor rosa, indicou a ocorrência de 

crescimento. Foi estabelecido que a CMI verifica a menor concentração da substância teste 

capaz de inibir parcialmente o crescimento do micro-organismo, e a CMB a menor 
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concentração da substância com atividade bactericida de até 99,9% em determinado intervalo 

de tempo (CLSI, 2017). Os valores da CMI e CMB foram obtidos pela observação conjunta dos 

resultados obtidos da microplaca e da placa de Petri. Cada ensaio foi realizado em duplicata 

3.9 Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram expressos com média ± erro padrão da média. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Prisma 5.1. A diferença entre os grupos 

foi verificada através do teste “t” de Student e da análise de variância (ANOVA), seguida, 

quando necessário, pelo teste de Newman-Keuls. O nível de significância para rejeição da 

hipótese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05). 
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4 ARTIGO CIENTÍFICO – Estudo Do Efeito Protetor Do Tirosol (Composto Isolado Da 

Olea Europaea L.) Em Modelo Experimental Da Gengivite. 

 

ESTUDO DO EFEITO PROTETOR DO TIROSOL (COMPOSTO 

ISOLADO DA OLEA EUROPAEA L.) EM MODELO EXPERIMENTAL 

DA GENGIVITE 

RESUMO 

O tirosol, também conhecido como álcool p-hidroxifenetílico, é um composto fenólico que 

possui muitas propriedades para a saúde, principalmente pelo seu potencial de eliminação de 

espécies reativas de oxigênio (ERO’s). A gengivite é uma inflamação autolimitante localizada 

nos tecidos gengivais que não acomete o periodonto de sustentação. Diante do que foi exposto, 

o objetivo deste trabalho foi demonstrar o efeito protetor do tirosol em modelo experimental da 

gengivite. Para avaliação deste efeito protetor foram analisados desde aspectos toxicológicos 

até análise anti-inflamatória, antimicrobiana e enzimática. O Tirosol foi extraído do azeite de 

oliva (Olea Europaea L.) a partir de um extrato seco liofilizado e ultra processado. A atividade 

antioxidante da espécie vegetal foi determinada através do ensaio de captura de radicais DPPH˙. 

Para a avaliação da toxicidade aguda o composto tirosol foi testado de acordo com o protocolo 

experimental Guideline 423 (OECD 423; 2016). Foram utilizados 20 camundongos Swiss. Nos 

testes histológicos e enzimáticos foram utilizados 25 ratos winstar machos. Estes foram 

divididos em animais sadios, animais com a gengivite e animais com gengivite tratados com 

tirosol nas concentrações de 3, 15 e 30mg/kg. Após o tratamento dos animais, as amostras 

coletas foram processadas e analisadas. O tirosol foi avaliado segundo a atividade 

antimicrobiana através da análise de Concentração Mínima Inibitória (CMI) e Concentração 

Mínima Biocida (CMB) utilizando cepa de Streptococcus mutans UFPEDA 766. O tirosol 

apresentou-se seguro nos testes de toxicidade. Histologicamente os animais tratados com a 

concentração de 30mg/kg não apresentaram elevada concentração de infiltrado inflamatório e 

seu reparo tecidual se assemelhou ao grupo controle. Nos animais tratados com o tirosol houve 

aumento das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) em relação 

ao grupo com gengivite. Não houve resposta antimicrobiana do tirosol frente a cepa analisada. 

Conclui-se que o tirosol possui segurança toxicológica podendo ser promissor antioxidante e 

anti-inflamatório em terapias gengivais. 

PALAVRAS-CHAVE: tirosol; gengivite; produtos naturais; antioxidante; anti-inflamatório; 
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ABSTRACT 

Tyrosol, also known as p-hydroxyphenethyl alcohol, is a phenolic compound that has many 

health properties, mainly due to its potential for scavenging reactive oxygen species (ERO's). 

Gingivitis is a self-limiting inflammation located in the gingival tissues that does not affect the 

supporting periodontium. Given the above, the objective of this work was to demonstrate the 

protective effect of tyrosol in an experimental model of gingivitis. To evaluate this protective 

effect, from toxicological aspects to anti-inflammatory, antimicrobial and enzymatic analysis 

were analyzed. Tirosol was extracted from olive oil (Olea Europaea L.) from a freeze-dried and 

ultra-processed dry extract. The antioxidant activity of the plant species was determined 

through the DPPH˙ radical scavenging assay. For the assessment of acute toxicity the tyrosol 

compound was tested according to the experimental protocol Guideline 423 (OECD 423; 2016). 

Twenty Swiss mice were used. In the histological and enzymatic tests, 25 male winstar rats 

were used. These were divided into healthy animals, animals with gingivitis and animals with 

gingivitis treated with tyrosol at concentrations of 3, 15 and 30mg/kg. After the treatment of 

the animals, the collected samples were processed and analyzed. Tyrosol was evaluated 

according to antimicrobial activity through the analysis of Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC) and Minimum Biocidal Concentration (CMB) using a strain of Streptococcus mutans 

UFPEDA 766. Tyrosol was shown to be safe in toxicity tests. Histologically, the animals treated 

with a concentration of 30mg/kg did not show a high concentration of inflammatory infiltrate 

and their tissue repair was similar to the control group. In animals treated with tyrosol there was 

an increase in the antioxidant enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in 

relation to the group with gingivitis. There was no antimicrobial response of tyrosol against the 

analyzed strain. It is concluded that tyrosol has toxicological safety and may be a promising 

antioxidant and anti-inflammatory in gingival therapies. 

 

KEYWORDS: tyrosol; gingivitis; natural products; antioxidant; anti-inflammatory; 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A oliveira (Olea europaea L.) é uma importante árvore encontrada nos países 

mediterrâneos. Pertencente a familía das Oleaceas, ela é uma das árvores frutíferas mais 

importantes de mundo, seja pelo seu potencial comercial ou por sua participação histórica e 

cultural na humanidade (MECHRI et al., 2021). 
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 O extrato da azeitona é comercializado como um medicamento natural com diversos 

benefícios para a saúde. Sabe-se que este extrato possui grande atividade antioxidante e anti-

inflamatória. São vários os benefícios que o óleo de oliva trás para a saúde. Desde os efeitos 

cardioprotetores e quimiopreventivos, até atividades hipotensoras e  hipoglicêmicas. Estas 

últimas são mediadas pelos metabólitos secundários olacina e oleuropeína (ELNAHAS et al., 

2021). 

Dentre os metabólitos secundários produzidos pela oliveira destacam-se os compostos 

fenólicos, estruturas químicas que possuem uma ação antioxidante potente no vegetal. Esta ação 

antioxidante protege a planta contra agressores e a previne contra doenças. Existem vários 

compostos fenólicos oriundos da oliveira mas, sem dúvidas, o tirosol e o hidroxitirosol são os 

mais importantes (MOUGIOU et al., 2018). 

O tirosol, também conhecido como álcool p-hidroxifenetílico, é um composto fenólico 

que possui muitas propriedades positivas para a saúde, principalmente associadas ao seu 

potencial de eliminação de espécies reativas de oxigênio (ERO’s). Postula-se sua eficácia na 

inibição da oxidação do colesterol em lipoproteínas de baixa densidade, na inibição da 5-

lipooxigenase leucocitária, exibindo também papel protetor contra os efeitos citostáticos 

produzidos pelas lipoproteínas oxidadas de baixa densidade nas células da mucosa intestinal 

Caco-2 (PAULO & SANTOS, 2020). 

Já existem vários modelos de estudo no qual empregam o tirosol como alternativa 

terapêutica. No entanto, no que diz respeito a área odontológica, este composto não é utilizado, 

ou mesmo associado. Diante das suas propriedades anti-inflamtórias e antioxidantes, o 

composto poderia ser utilizado como alternativa terapêutica em casos de gengivite se 

devidamente estudado (RAMOS et al, 2020). 

A gengivite é uma inflamação autolimitante localizada nos tecidos gengivais (gengiva 

marginal livre, gengiva inserida e gengiva papilar). Esta inflamação não acomete o periodonto 

de sustentação. A origem da gengivite pode estar associada a vários fatores, e dentre os 

principais, destaca-se o biofilme dental. A patogênese da gengivite é caracterizada por relações 

complexas entre os microrganismos do biofilme dental e a resposta imunoinflamatória do 

hospedeiro, que pode ser influenciado por fatores genéticos, condições ambientais e fatores 

predisponentes como o tabagismo e doenças sistêmicas (FERREIRA et al, 2017, CIRKEL et 

al, 2021). 
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Várias formas de tratar a gengivite e a periodontite são conhecidas. Desde tratamentos 

locais, como a remoção mecânica do biofilme dental e o alisamento radicular, passando pelo 

uso de colutórios, cremes dentais terapêuticos até a utilização de medicamentos sistêmicos para 

controle da infecção e diminuição da inflamação. Mesmo assim, se o paciente não for 

colaborativo, os avanços ocasionados por estes modelos tradicionais são minimizados 

(MADERAL et al, 2017 ; CARRANZA et al, 2018). 

 Visando facilitar o tratamento das gengivites, terapias farmacológicas antioxidantes  

e o uso dos produtos naturais fazem parte destas estratégias terapêuticas e vieram na tentativa 

de potencializar os tratamentos existentes. Ampliá-las em clínica pode favorecer em um 

tratamento específico, com maior sensibilidade e menores custos ao paciente. Estas estratégias 

visam eliminar os efeitos nocivos das ERO’s e com isto, cessar os efeitos danosos da inflamação 

(DOS SANTOS, 2018). 

 Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade do efeito 

protetor do tirosol em modelo experimental da doença gengivite. Para avaliação deste efeito 

protetor foram analisados desde aspectos toxicológicos, genotóxicos e mutagênicos até análise 

anti-inflamatória, antimicrobiana e enzimática. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODO 

2.1 Aspectos Éticos 

Este trabalho foi submetido ao Conselho de Ética Animal (CEUA) da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE) de acordo com a resolução do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) sobre responsabilidade no uso de animais (CONCEA, 

2015), sob número de registro 0015/2019. 

2.2 Obtenção Do Composto Isolado 

O Tirosol foi extraído de azeite de oliva (Olea Europaea L.) a partir de um extrato seco 

liofilizado e isolado por métodos de cromatografia de alta eficiência (HPLC). Este produto 

acabado foi fornecido e obtido pela Sigma Aldrish ®. 

2.3 Avaliação Da Atividade Antioxidante “In Vitro” Do Tirosol  

A atividade antioxidante da espécie vegetal foi determinada através do ensaio de captura 

de radicais DPPH˙, desenvolvido por Blois (1958) e adaptado por Brand- Williams (1995). Esse 

ensaio tem por base a redução do radical [1,1-difenil-2-pricril-hidrazil (DPPH˙)]. Este radical 
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ao fixar-se em um H˙ (removido do antioxidante em estudo), levou à uma diminuição da 

absorbância, permitindo calcular, após o estabelecimento do equilíbrio da reação, a quantidade 

de antioxidante necessária para reduzir o radical DPPH˙. 

Para avaliação da atividade antioxidante do composto, alíquotas de 1 mL de solução 

etanólica de DPPH˙ (3x10-2M) foram adicionadas a 2,5 mL de solução contendo diferentes 

concentrações de tirosol. Para realização da curva padrão foram utilizadas concentrações 

crescentes de ácido Tiobarbitúrico (BHT). A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro a 515nm, após 30 minutos do início da reação. As determinações foram 

realizadas em triplicata e acompanhadas de um controle (sem o antioxidante). A queda na 

leitura da densidade ótica das amostras e do BHT foi correlacionada com o controle, 

estabelecendo-se a porcentagem de descoloração do radical DPPH˙, conforme fórmula abaixo: 

 

 

Foi calculado o valor da IC50 (concentração da amostra necessária para inibir 50% do 

radical). 

 

2.4 Avaliação Da Toxicidade Aguda Do Tirosol 

Para a avaliação da toxicidade aguda, o composto tirosol foi testado de acordo com o 

protocolo experimental Guideline 423 (OECD 423; 2016). Este protocolo seguiu a proposta da 

Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório/Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). Os 10 camundongos Swiss (n=10/grupo) machos, em 

jejum de 12 horas com acesso a água ad libitum, foram tratados por via oral (v.o) com uma dose 

de 2000mg/kg de peso corporal da solução com o composto ou igual volume do veículo. Após 

os tratamentos, os animais foram observados durante 30, 60, 120, 180 e 240 minutos em campo 

aberto, e após este período, ficaram sob a observação em suas gaiolas durante 14 dias para 

verificação de possíveis sinais e sintomas de toxicidade e/ou envenenamento, como perda de 

peso, letargia, comportamentos habituais (grunhido, pilo ereção, caminhadas explorativas). 

2.5 Avaliação Da Mutagênicidade E Genotoxicidade Do Tirosol 

Os 10 camundongos foram distribuídos em três grupos: um grupo recebeu a solução 

com tirosol 2000mg/kg (n=4), outro grupo recebeu apenas água destilada e serviu de controle 

% proteção = (Abscontrole - Absamostra)/Abscontrole 
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negativo (n=2); O último grupo foi o controle positivo que recebeu ciclofosfamida, por via 

intraperitoneal, um agente mutagênico bem estabelecido na literatura científica (n=4). Todos os 

grupos supracitados receberam seus respectivos tratamentos por gavagem. Após 48 horas de 

tratamento, os camundongos foram anestesiados com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 

mg/kg), por via intraperitoneal, e 1mL de sangue periférico foi coletado de cada animal por 

punção retro-orbital. Logo depois, os animais sofreram eutanásia com uma injeção letal 

contendo uma superdosagem de quetamina e xilasina. 

2.5.1 Ensaio Cometa 

O ensaio cometa, também conhecido por eletroforese de célula única, é o estudo 

proposto para avaliar genotoxicidade em diversos tecidos e células, assim como reparo no DNA 

(UMBUZEIRO & ROUBICEK et al., 2006). O procedimento após a coleta do material foi 

realizado em uma sala com luz vermelha (sem a presença da luz branca), pois o experimento é 

fotossensível. O sangue coletado foi homogeneizado com agarose de baixo ponto de fusão (LM) 

e depositado nas lâminas previamente preparadas com uma cobertura de agarose padrão; estas 

lâminas foram cobertas com lamínulas e seguiram para o refrigerador. Depois da refrigeração, 

as lamínulas foram retiradas e as lâminas depositadas em cubas (sempre protegidas da luz) com 

solução de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM TRIS, 1% Triton X-100, DMSO 10%, 

com pH 10). Após o tempo necessário para a lise (48 horas a uma semana), segue-se o processo 

de eletroforese, em que as células lisadas foram submetidas a uma corrente de e ± 300mA, com 

diferença de potencial de 32V, por 20 minutos, em uma cuba contendo solução tampão alcalino 

(1M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13). Logo depois, as lâminas foram neutralizadas com tampão 

(0.4 M Tris-HCl, pH 7.5) e coradas com 30μL de brometo de etídio (0, 0002%, p/v) por lâmina. 

A avaliação foi feita em microscópio de epifluorescência com filtro Alexa flúor 546. 

Foram analisados 100 nucleoides por animal com observação da relação entre o 

comprimento da cauda e o tamanho da cabeça do cometa. Cada nucleoide analisado foi 

classificado em uma de cinco classes: 0 (sem dano aparente); 1 (com pouco dano aparente); 2 

(dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa); e 4 (dano máximo). Desta forma, os 

valores obtidos para cada indivíduo puderam variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a 

400 (com dano máximo: 100 células x 4); a este valor damos o nome de índice de dano (ID) 

por animal. A frequência de danos (FD) também foi calculada de acordo com a porcentagem 

de todos os nucleoides com algum dano (classe 1 a classe 4) em relação ao total de nucleoides 

contados, que vai da classe 0 a classe 4 (nº total) (COLLINS, 2008). 
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2.5.2 Teste Do Micronúcleo 

O teste de micronúcleo que foi inicialmente desenvolvido por Schimid (1975), tem a 

capacidade de detectar efeitos mutagênicos provocados por vários agentes químicos e físicos. 

Para esse teste, foi utilizada a técnica descrita por Hayashi e colaboradores (1990). Foram 

colocados 5ul de sangue periférico sobre lâminas previamente preparadas com laranja de 

acridina, cobrindo-se com uma lamínula para espalhar uniformemente o material. Foi 

estabelecida a proporção de eritrócitos policromáticos (PEC) em relação ao total de eritrócitos 

da seguinte maneira: PEC/ (PEC+NEC), onde NEC significa eritrócitos normocromáticos. Uma 

comparação entre a proporção de PEC de cada animal tratado foi feita com a do grupo controle. 

Se a proporção de PEC em um dado animal fosse menor do que 20% em relação ao PEC do 

grupo controle, o animal seria descartado do estudo. Os 2000 PEC foram contados por animal 

para se quantificar a presença de PEC micronucleados (PECMn) (OCDE, 2009). Os eritrócitos 

policromáticos foram analisados em microscópio de fluorescência (Nikon, Eclipse 80i). 

 

2.6 Grupos Experimentais 

             Os grupos experimentais foram formados por 25 ratos subdivididos em pequenos 

grupos de 5 animais seguindo o cálculo de amostragem estabelecido    por Ilyas et al., (2017). O 

cálculo baseia-se no número mínimo necessário de animais para realização do experimento. 

Ele é formulado a partir do número total de animais menos o número total de grupos ((E=(5x5) 

– 5 = 20, estando dentro dos padrões). As     doses de Tirosol foram estabelecidas na concentração 

de 3, 15 e 30 mg, pois segundo Costa e colaboradores (2014)     em concentrações maiores o Tirosol 

tornou-se tóxico para os animais, não produzindo o   efeito desejado. Houve um grupo sadio, um 

doente e demais grupos doentes que foram tratados com concentrações do tirosol. 

• Grupo 1: Os animais foram tratados com NaCl 0,9% I.P e com água destilada (V.O) 

durante 8 dias; 

• Grupo 2 – Os animais foram condicionados com fio de sutura em algodão dentro do 

sulco gengival dos incisivos centrais inferiores para a indução da gengivite e tratados 

com NaCl 0,9% I.P e com água destilada V.O por 8 dias; 

• Grupo 3 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 3mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 
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• Grupo 4 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 15mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 

• Grupo 5 – Os animais com a indução da gengivite foram tratados simultaneamente pelo 

método de gavagem com o tirosol na dose de 30mg/kg de peso por V.O durante 8 dias; 

Neste trabalho foi utilizado um modelo animal de indução da gengivite em ratos 

adaptado de AKASHI (2016). Após a anestesia, foram posicionados para a aplicação do 

protocolo de colocação da ligadura utilizando um fio de seda preta 3.0 (Ethicon), o qual foi 

colocado na região cervical dos incisivos centrais inferiores, tomando-se o cuidado de penetrar 

o fio no sulco gengival. O fio foi colocado na região subgengival e o nó posicionado na região 

mesial e retido com o auxílio de um sistema adesivo a base de etil-2-cianoacrialto (GYÖRFI et 

al., 1994; LOHINAI et al., 1998; RAMOS et al, 2020). 

 

 

2.6.1 Processamento Histológico 

Decorridos 1, 7 e 14 dias, dois animais de cada grupo (teste e  controle) foram escolhidos 

aleatoriamente e eutanasiados pela superdosagem em via intraperitoneal de solução anestésica 

(Ketamina e Xilazina). Após a aplicação imediata desta solução anestésica, um fragmento da 

gengiva marginal e inserida em toda sua extensão e profundidade foi retirada através de um 

bisturi número 15. O material foi processado e as imagens histológicas das lâminas foram 

capturadas por meio de câmera digital acoplada ao microscópio óptico (Nikon E-100), tendo 

sido obtidos 20 campos por lâmina com aumento final de 40X.  

2.7 Dissecações Da Área Periodontal E Homogeneização Das Amostras Teciduais Do 

Periodonto Para Dosagens Bioquímicas 

Após o experimento, os animais foram anestesiados, eutanasiados, e as amostras foram 

removidas. O tecido periodontal (gengiva marginal livre e inserida das regiões vestibular e 

lingual respectivamente) foi dissecado rapidamente sobre placa de gelo, pesado e 

homogeneizado (10% p/v) em PBS 1% com adição de BHT 0,004%. Em seguida, o 

homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4ºC, e os sobrenadantes foram 

congelados em freezer à -80 °C. Posteriormente foi realizada a avaliação das atividades 

enzimáticas. 
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2.7.1 Determinação Da Atividade Da Catalase 

A atividade da Catalase nas regiões do periodonto foi analisada segundo o método 

descrito por Sinha (1972) usando H2O2 como substrato. A mistura reacional (1,5 mL) consistiu 

de 1.0 ml de tampão fosfato (0,01 M, pH7.0), 0.4 ml de água destilada e 0.1 ml do sobrenadante. 

A reação foi iniciada pela adição de 0.5 ml de H2O2, incubada a 37°C por 1 min e finalizada 

pela adição de 2.0 ml de dicromato/ácido acético reagente (Dicromato de potássio (5%) e ácido 

acético na relação de 1:3) e analisada espectrofotometricamente a 480 nm. 

2.7.2 Determinação Da Atividade Da Superóxido Dismutase 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o 

método Misra e Fridovich (1972). Cem micro litros do sobrenadante foram adicionados a 

880 μL (0.05 M, pH 10,2; 0,1 mM EDTA) de tampão carbonato. Foram adicionados 20 μL de 

epinefrina 30 mM (em 0,05% ácido acético) à mistura e analisada espectrofotometricamente a 

480 nm. A atividade enzimática foi expressa como a quantidade de enzima que inibe a oxidação 

da epinefrina em 50%, o qual é igual a 1 unidade. Por fim, após a eutanásia, os animais foram 

acondicionados em um freezer por no máximo 48h e foram recolhidos por uma empresa 

responsável pela incineração. 

 

2.8 Análise Da Atividade Antimicrobiana Do Tirosol 

Para a determinação da concentração mínima inibitória e  (CMI e CMB), inicialmente 

foram preparadas suspensões das bactérias em solução salina a 0,9%, com densidade de 0,5 de 

acordo com a escala de McFarland, as quais foram aferidas com o auxílio de espectrofotômetro 

no comprimento de 625 nm para bactérias, para atingir a concentração de 1,5x108 UFC.  

Foi utilizado o Streptococcus mutans UFPEDA 766 pertencente a Coleção de Micro-

organismos UFPEDA do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco - UFPE. Para a confecção da placa foram distribuídos 180 μL de meio de cultura 

líquido (caldo BHI) em cada poço da primeira coluna e 100 μL nos demais poços até a nona 

coluna. Em seguida, foram adicionados 20 μL da amostra nos poços da coluna 1 a partir da qual 

foi realizada a microdiluição sucessivamente até a coluna 9, obtendo-se concentrações 

decrescentes (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9 μg/mL).  

Após diluição, foi adicionado a cada poço 10 μL do inóculo microbiano padronizado 

(1,5x105). As colunas 10,11 e 12 foram utilizadas como controle. Na coluna 10 foi realizado o 



48 
 

controle positivo do inóculo, contendo o meio de cultura adicionado do inóculo. Na coluna 11 

foi realizado o controle de esterilidade do meio de cultivo e na coluna 12 foi realizado o controle 

do antibiótico, sendo utilizada a gentamicina para as bactérias.  

As microplacas foram depositadas em estufa a 37 ºC por 18-24 horas. Finalizado o 

tempo de cultivo, as microplacas foram observadas em lupa, e uma alíquota do conteúdo dos 

poços que não apresentaram turvação foi semeada em placa de Petri contendo meio BHI sólido, 

para determinação da concentração mínima bactericida (CMB).  

As placas de Petri semeadas foram incubadas em estufa a 37º C por 24 h. Em seguida, 

as microplacas foram reveladas com a adição de 20 μL de resazurina (corante indicador de 

oxido-redução) a 0,01% e incubadas por 1-4 horas para observar a mudança de coloração nos 

poços. Após o tempo de revelação, a manutenção da cor azul foi interpretada como inibição do 

crescimento microbiano, enquanto o desenvolvimento da cor rosa, indicou a ocorrência de 

crescimento. Foi estabelecido que a CMI verifica a menor concentração da substância teste 

capaz de inibir parcialmente o crescimento do micro-organismo, e a CMB a menor 

concentração da substância com atividade bactericida de até 99,9% em determinado intervalo 

de tempo (CLSI, 2017). Os valores da CMI e CMB foram obtidos pela observação conjunta dos 

resultados obtidos da microplaca e da placa de Petri. Cada ensaio foi realizado em duplicata. 

2.9 Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram expressos com média ± erro padrão da média. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa Prisma 5.1. A diferença entre os grupos 

foi verificada através do teste “t” de Student e da análise de variância (ANOVA), seguida, 

quando necessário, pelo teste de Newman-Keuls. O nível de significância para rejeição da 

hipótese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05). 

 

 

 

 

 

3 RESULTADOS 

3.1 Avaliação Da Atividade Antioxidante “In Vitro” Do Tirosol 
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A atividade de eliminação do radical DPPH  foi significativamente evidente em todas 

as concentrações testadas. A preparação foi capaz de reduzir o radical livre DPPH estável ao 

1,1-difenil-2-picrilhidrazil de cor amarela com um IC50 de 8,51 µg / mL. O antioxidante 

sintético BHT em condições semelhantes apresentou um IC50 de 62,71 µg / mL. 

 

3.2 Avaliação Da Toxicidade Aguda Do Tirosol 

Observou-se que, durante o experimento de 14 dias, o tirosol não produziu morte, bem 

como não apresentou sinais tóxicos ou sintomas negativos em qualquer animal. Não houve 

mudanças no peso corporal e todos os animais apresentaram ganho de peso. No dia a dia, não 

houve alterações em ambos os sexos do consumo de água e alimentos,. Portanto, a dose aguda 

mínima fatal do tirosol para camundongos swiss é superior a 2.000 mg / kg. 

3.3 Avaliação Da Mutagênicidade E Genotoxicidade Do Tirosol 

3.3.1 Ensaio Cometa  

Gráfico 01 – Ensaio Cometa 

 

Gráfico 01: Resultados do ensaio do cometa. PEC: eritrócitos policromáticos; CN: controle negativo (água destilada); EX: 

controle positivo (cy- clofosfamida - 25 mg / kg); Tirosol (2000 mg / kg). As estrelas representam os meios; As bolinhas 

representam a frequencia do dano (amarelo) e a cinza (risco do dano); Os valores de p são mostrados em barras apenas quando 

a comparação foi estatísticamente significativa (p <0,05). (Fonte: Próprio Autor, 2021) 
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Figura 1 – Imagem ilustrativa da eletroforese em gel de agarose mostrando em (A, B, C, D) 

as fases do experimento ensaio cometa. 

 

(Fonte: Próprio Autor, 2021) 

3.3.2 Teste do Micronúcleo  

Gráfico 02 – Teste do Micronúcleo  

 

Gráfico 02: Resultados do teste micronúcleo. PCE: eritrócitos policromáticos; CN: controle negativo (água destilada); EX: 

controle positivo (cy- clofosfamida - 25 mg / kg); Tirosol (2000 mg / kg). As estrelas representam os meios; Os valores de p 

são mostrados em barras apenas quando a comparação foi estatísticamente significativa (p <0,05). (Fonte: Próprio Autor, 2021)  

3.1 Avaliação Do Ganho De Peso Dos Animais 
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Após a administração do Tirosol nos animais, foi observado que não houve alteração de 

peso nos grupos analisados. Foi comprovado que o composto fenólico Tirosol (nas 

concentrações estudadas) não apresenta toxicidade nos animais, e que houve ganho de peso dos 

mesmos. 

Quadro 01 - Análise Comparativa dos animais tradados e não tratados com o Tirosol 

segundo o peso. 

Quadro 01.A análise comparativa do peso corporal dos animais foi realizada no início e no fim do tratamento 

(Quando os animais eram eutanasiados). Cada animal foi pesado separadamente e comparado com o grupo 

controle. Os resultados foram analisados estatisticamente através da análise de variância (ANOVA) onde o (*) 

valor = p≤0,05. (Fonte: Próprio Autor, 2021)  

 

 

3.3 Análise Histológica Dos Animais 

 

Após a leitura das lâminas histológicas das amostras pertencentes aos dias 3º, 7º e 14º foi 

visto que os animais tratados com o Tirosol, e em especial, na dosagem de 30mg/Kg de peso 

obtiveram melhores resultados. No que diz respeito à diminuição         da intensidade do infiltrado 

inflamatório, o grupo tratado com tirosol 30mg/Kg se assemelhou com o grupo controle negativo 

(com ausência da doença). Os grupos 3 e 15mg/Kg obtiveram resultados inferiores em relação 
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ao de 30mg/kg. No entanto, após o 7º dia de análise, houve diminuição gradativa do infiltrado 

inflamatório.  

Figura 2 – Análise Histológica do efeito Anti-inflamatório do Tirosol 

 

Imagens histológicas: Controle – A; Doença Periodontal (D.P) – B; Tirosol 3 mg/kg D3 – C, D7 – D, D14 -E; Tirosol 15 mg/kg 

D3 – F, D7 – G, D14– H; Tirosol 30 mg/kg D3 – I, D7-J, D14-K. Os círculos amarelos evidenciam presença de infiltrado 

inflamatório. Na imagem B há infiltrado inflamatório difuso. As imagens E, G, H, I, J, K apresentam infiltrado inflamatório 

localizado. (Fonte: Próprio Autor, 2021)  

Quadro 02 - Análise comparativa de intensidade de infiltrado inflamatório. 
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Grau de intensidade pouco (+), moderado (++) e abundante (+++). Análise comparativa realizada através do programa ImageJ 

com utilização de campo visual. Foi realizada uma média dos valores obtidos no programa pela contagem dos campos 

selecionados. Análise estatística realizada por ANOVA com significância para 5% (p ≤ 0,05) (Fonte: Próprio Autor, 2021) 

3.4 Determinação Da Catalase 

A administração do tirosol, em especial nas concentrações de 30mg/kg inibiu o processo 

inflamatório segundo os parâmetros bioquímicos correlacionados. A enzima catalase em um 

animal doente é liberada mais rapidamente para inibição do processo oxidativo aumentado. No 

grupo D.P a catalase foi quantificada em 58,61µMols/min/mg p<0,05 de proteína testada, 

enquanto no grupo tratado com tirosol de 30mg/kg a catalase foi quantificada em 

32,09µMols/min/mg p<0,05 de proteína testada, se assemelhando ao grupo controle 

(21,10µMols/min/mg p<0,05).  

Gráfico 03 – Avaliação da atividade da Catalase sob o efeito protetor do Tirosol em modelo 

experimental da Gengivite 

 

Imagem produzida pelo programa Prism Blot 9.0® sob o método estatístico da análise de variância (ANOVA) onde a 

comparação das amostras testadas e o resultado obtido estava em concordância com o valor de p<0,05. (Fonte: Próprio Autor, 

2021) 

3.5 Determinação Da Superóxido Dismutase 

Assim como a catalase, a Superóxido Dismutase (SOD) precisa ser produzida em meio ao 

processo inflamatório para agir como agente antioxidante inibindo agressão celular e 

protegendo-as contra a sinalização apoptótica. Foi visto que os animais tratados com tirosol 

30mg/kg foram significativamente semelhantes ao controle (12,10 U de SOD/mg de Protéina e 

14,65 U de SOD/mg de Proteína p<0,05 respectivamente) em relação a concentração de SOD. 
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Já o grupo 3mg/kg não conseguiu aumentar a atividade da enzima se assemelhando a expressão 

do grupo doente (4,71 U de SOD/mg de Proteína e 2,89 U de SOD/mg de Proteína 

respectivamente). 

 

Gráfico 04 - Avaliação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) sob o efeito 

protetor do Tirosol em modelo experimental da Gengivite 

 

Imagem produzida pelo programa Prism Blot 9.0® sob o método estatístico da análise de variância (ANOVA) onde a 

comparação das amostras testadas e o resultado obtido estava em concordância com o valor de p<0,05. (Fonte: Próprio Autor, 

2021) 

3.6 Análise Da Atividade Antimicrobiana Do Tirosol 

Em relação a atividade antimicrobiana com a cultura de Streptococcus mutans UFPEDA 

766 foi visto que o tirosol não obteve ação significativa no que diz respeito a diminuição das 

colônias bacterianas analisadas. Não foi visto inibição do crescimento do microrganismo em 

nenhuma das concentrações empregadas nos 96 micropoços da placa. 
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        Figura 3 – CMI do Tirosol Frente a Cepa de Streptococcus mutans UFPEDA 766. 

Imagem do processo de inoculação do microrganismo (A) e resultado da avaliação do CMI do tirosol em (B). Não houve 

inibição em nenhum dos 96 poços testados. A turbidez permaneceu presente em cada poço, evidência de colônias bacterianas 

ativas (círculo em vermelho). (Fonte: Próprio Autor, 2021) 

4 DISCUSSÃO 

 

Após os resultados obtidos foi visto que o tirosol apresenta atividade protetiva sobre os 

tecidos gengivais avaliados. Isto corrobora com o que a literatura afirma sobre o composto. 

Autores como Anand (2017) e Kim e colaboradores (2017) já afirmavam que os compostos 

fenólicos assim como o tirosol, melhoravam o tecido periodontal lesionado por aumentar a 

atividade antioxidante intracelular diminuindo a ação de citocinas pró inflamatórias como a NF-

KB respectivamente. 

Pelo estudo apresentado, o tirosol possui excelente atividade antioxidante e não causa 

danos ao DNA. Mesmo em altas doses, o tirosol não se mostrou genotóxico. Ao mesmo tempo, 

o teste do micronúcleo indicou uma ligeira tendência mutagênica para o composto testado. Isto 
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vai de encontro com que a literatura diz a respeito das substâncias antioxidantes (SOUZA et 

al.,2020). Geralmente, os agentes antioxidantes são antimutagênicos. Pode ser que a alta 

concentração do composto ativou mecanismos de defesa dos animais induzindo possível 

mutagênese.  

Também vale salientar que, as concentrações terapêuticas habituais do tirosol estão bem 

abaixo da dosagem testada neste presente estudo. Acreditamos que ainda sim, o tirosol 

permaneça seguro para utilização terapêutica, já que tanto no teste “in vitro” com o DPPH e a 

toxicidade aguda com os animais, o tirosol se mostrou ser potente antioxidante e trouxe 

saudabilidade para os animais testados, sem comprometimentos clínicos ou debilidades 

respectivamente. 

Esta ação antioxidante do tirosol favorece a resposta metabólica celular aumentando os 

efeitos positivos do composto. Clinicamente o aumento do peso dos animais tratados com o 

tirosol exemplifica este mecanismo ação, no qual as ERO’s inibidas geram saúde para os tecidos 

(MAYA-CANO; ARANGO-VARELA; SANTANA-GONZALES, 2021).  

Os achados histológicos evidenciam que o tirosol também possui atividade anti-

inflamatória. Segundo Kim et al., (2017) o Tirosol inibe NF-KB. Esta molécula regula 

ativamente muitas citocinas pró-inflamatórias durante a fase aguda da inflamação. Essas 

citocinas pró-inflamatórias iniciam uma cascata e promovem a migração celular de neutrófilos. 

Sugere-se pelo nosso estudo a administração do Tirosol provavelmente reduziu a cascata 

inflamatória dos animais, ativou o sistema imunológico, assim como, acelerou o metabolismo 

gerando apetite, corroborando com o que Barbaro et al., (2014) disseram.  

Nos estudos conduzidos por Luo et al., (2018) o Tirosol foi capaz de reduzir várias 

citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1β e IL-6, que são os principais moduladores 

de inflamação no tecido periodontal. Enquanto inibe o Óxido Nítrico Sintase Induzível (ONSI) 

e a Ciclooxigenase 2 (COX-2), o tirosol modula o processo de angiogênese com a formação de 

novos capilares. Este processo se dá pela germinação de microvasos pré-existentes (FORTES 

et al., 2012). Este estudos citados corrobaram com os achados histológicos encontrados no 

experimento. Os tecidos gengivais tratados com o tirosol, principalmente na concentração de 

30mg/kg, diminuiram o infiltrado inflamatório semelhantes ao grupo controle (sem gengivite). 

 Sabe-se que a atividade antioxidante endógena, através das enzimas, é muito 

importante para manutenção da vida celular. Esta atividade auxilia no sistema de defesa no que 

diz respeito ao enfrentamento contra as ERO’s. Se uma terapia farmacológica aumentar a 
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atividade destas enzimas, o ganho clínico se torna mais evidente e a recuperação de um tecido 

lesado acontece mais rapidamente (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Nos nossos estudos foi 

visto que o tirosol aumentou a atividade enzimática de duas das principais enzimas 

antioxidantes de maneira siginificativa. Tanto os níveis da CAT quanto da SOD aumentaram 

em relação ao tecido lesado pelo processo inflamatório da gengivite.  Na gengivite, a inflamação 

interfere no equilíbrio oxidativo, com o aumento das ERO’s e a diminuição da atividade das 

enzimas antioxidantes (GARLET et al, 2004). 

Embora não tenha apresentado um efeito antimicrobiano sobre a cepa testada, o tirosol 

modifica a interrelação entre as Unidades Formadoras de Colônias (UFC) modulando sua 

manutenção e atividade. Estudos de Arias e colaboradores (2016) assim como o de Rodrigues 

e Černáková (2020) apontaram que o tirosol apresenta efeitos antimicrobianos em outras cepas 

bacterianas e em culturas fúngicas como as de Candida albicans. Nestes trabalhos foi visto que 

o tirosol não só inibiu o crescimento como modificou o mecanismo de sinalização molecular 

das colônias bacterianas e fúngicas chamado de “Quorum sensing”. Podemos sugerir a 

necessidade de mais estudos para total compreensão desta atividade, ora antimicrobiana ora 

estimuladora do crescimento de microrganismos. 

Tudo isso sinaliza que a utilização do tirosol pode ser uma alternativa terapêutica por 

não causar efeitos nocivos à saúde e pode ser uma alternativa farmacológica em diversas 

terapias odontológicas. Este trabalho contribui para o conhecimento das propriedades 

terapêuticas do tirosol, bem como estímula sua utilização em tratamentos relacionados à 

gengivite. 

5 CONCLUSÃO 

O tirosol administrado por via oral em camundongos e em ratos provou ser uma  

alternativa terapêutica quando avaliado por parâmetros toxicológicos, histológicos e 

enzimáticos. Foi visto que possui atividade anti-inflamatória e antioxidante reduzindo o 

processo de gengivite induzido e que nas concentrações de 30mg/kg estes efeitos foram mais 

destacados. Além disto melhorou o desempenho dos animais com aumento do peso e 

saudabilidade se mostrando seguro tanto nas doses terapêuticas quanto em altas doses, não 

sendo genotóxico 
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5 CONCLUSÃO 

Baseado no desenho do estudo proposto foi possível chegar as seguintes conclusões: 

• O Tirosol possui promissora atividade antioxidante; 

• O Tirosol é um composto seguro. Não é genotóxico e é levemente mutagênico apenas 

em grandes doses; 

• Houve aumento do ganho de peso dos animais tratados com o composto mostrando ser 

clinicamente favorável; 

• O Tirosol mostrou ação Anti-inflamatória por diminuir o infiltrado inflamatório e por 

modular a expressão de enzimas antioxidantes (Catalase e SOD); 

• O Tirosol não apresentou atividade antimicrobiana frente a cepa UFPEDA766; 

• Pelos estudos apresentados, o Tirosol pode ser uma alternativa farmacológica segura 

para o tratamento da gengivite e outras afecções de origem inflamatória. 
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