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INTRODUÇÃO:
A doença periodontal pode ser definida como uma doença multifatorial inflamatória associada ao

acúmulo de biofilme dental disbiótico e é caracterizada pela destruição progressiva dos tecidos de
suporte dental. Além disso, observa-se uma interação complexa entre comunidades bacterianas,
respostas imunes destrutivas do hospedeiro e fatores ambientais (Kwon et al., 2021). A remoção
mecânica do biofilme, por meio da raspagem e alisamento radicular, é a principal etapa do tratamento da
periodontite, entretanto, muitas vezes não é suficiente, sendo necessário utilizar estratégias
complementares, através da administração de antimicrobianos sistêmicos ou de enxaguatórios bucais
(Khattri, et al., 2020).

Os efeitos dos antibióticos sistêmicos para o tratamento da doença periodontal foram bastante
estudados, demonstrando melhora nos parâmetros clínicos da periodontite (Feres et al., 2015).
Entretanto, algumas características desse tipo de medicamento geram dúvidas quanto a sua prescrição,
sendo observado que estes podem não estar presentes em concentrações suficientes nas bolsas
periodontais, além de expor os indivíduos ao risco do desenvolvimento de resistência bacteriana, reações
alérgicas e serem esperadas alterações na composição microbiana de outros sistemas do organismo por
seu espectro amplo e uso prolongado, cujas consequências a longo prazo não estão bem elucidadas
(Khattri, et al., 2020).

Sendo assim, a descoberta de novas drogas a partir de produtos naturais tem despertado
considerável interesse na comunidade científica, tendo em vista que fármacos como o metronidazol,
usados como coadjuvantes no tratamento da periodontite, apresentam inúmeros efeitos colaterais e
interações com organismo do hospedeiro. O extrato bruto da própolis vermelha brasileira (PVB), cujos
compostos principais são o neovestitol e o vestitol, é um exemplo de substância proveniente de fontes
naturais que vem sendo amplamente estudada (Bueno-Silva, et al., 2013b).

A própolis brasileira é um produto natural produzido pelas abelhas Apis mellifera, que apresenta
propriedades biológicas e farmacêuticas, como atividades antimicrobiana, antibiofilme, antioxidante e
anti-inflamatória (Bueno-Silva, et al., 2017). Esta própolis possui coloração vermelha intensa e seus
principais constituintes são os isoflavonóides e flavonóides, destacando-se a formononetina, vestitol e
neovestitol (Bueno-Silva et al., 2015). O vestitol e o neovestitol apresentam propriedades antimicrobiana
e anti-inflamatória, assim, podem ser considerados uma boa opção como agentes bioativos bucais
(Bueno-Silva et al., 2013a; Macedo et al., 2024).
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METODOLOGIA:
A doença periodontal experimental foi desenvolvida de acordo com Branco-de-Almeida et al.,

2020 e de Oliveira et al., 2023 com algumas modificações. Células de Porphyromonas gingivalis W83
(1x109 UFC) ressuspensas em gel de carboximetilcelulose a 2% foram inoculadas, por via oral com o
auxílio de uma agulha de gavagem, em 5 dias consecutivos, duas vezes por dia por exatos 5 dias prévios
ao início do experimento. Também foi realizada a colocação de ligaduras, que foi mantida até o final do
período experimental, dia 15. A indução foi realizada bilateralmente, no primeiro molar mandibular de
cada animal pela colocação de ligadura de algodão (Corrente Algodão nº 10; Coats Corrente, São Paulo,
SP, Brasil), em uma posição cervical, amarrado submarginalmente, sendo que sua presença foi
confirmada no sétimo dia do período experimental.

A colocação da ligadura foi realizada sob anestesia, respeitando-se todas as normas éticas para
manuseio dos animais. Ao longo de todo o modelo, foi realizado acompanhamento do peso, alterações
na mobilidade, perda de pelos ou presença de lesões cutâneas decorrentes da infecção. Os animais
utilizados foram ratos wistar como descrito em Branco-de-Almeida et al., 2020 e de Oliveira et al., 2023
com adaptação da inoculação de P. gingivalis como descrito acima.

Os grupos de tratamento foram:
Grupo I - CNV - com ligadura e tratados via oral com a CNV à 20 mg/kg de peso;
Grupo II - METRO - com ligadura e tratados via oral com metronidazol à 100mg/Kg;
Grupo III - LIG - com ligadura e tratado com veículo controle;
Cada grupo contou com 6 animais e os tratamentos foram realizados diariamente, 1 vez por dia,

por 14 dias a partir do dia seguinte da colocação da ligadura. Após 15 dias da última inoculação dos
patógenos, após 5 horas de jejum, os animais foram anestesiados com uma associação de ketamina
(Dopalen 10%- Laboratório Vertbrands – Brasil) e xilazina (Ansedan 2%- Laboratório Vertbrands-
Brasil) e então foram sacrificados em câmara de CO2.

Os tecidos gengivais circundantes ao primeiro molar mandibular foram coletados e
acondicionados em uma solução para evitar a degradação do RNA (RNAlater®, Ambion Inc., Austin,
TX, EUA). A extração de RNA das células foi realizada através do Kit de extração de RNA (Qiagen
Rneasy – cat 74104). A concentração, qualidade e pureza do RNA isolado foram estabelecidas usando
um Nano DropOne/Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). O RNA de cada
amostra foi convertido em cDNA usando SuperScript VILO MasterMix (Invitrogen, Waltham, MA,
EUA). Para a transcrição reversa, as condições foram de 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e 5
minutos a 85°C. Os níveis de expressão relativa foram avaliados por transcrição reversa seguido de
PCR quantitativo (qPCR), usando 200ng de cDNA em um sistema de expressão de gene TaqMan
(Applied Biosciences, Foster City, CA, Estados Unidos), com iniciadores e sondas TaqMan para Calm1
(Rn00821407_g1), relacionado a síntese de óxido nítrico; Birc3 (Rn00576911_m1), Egr1
(Rn00561138_m1), Egfr (Rn01434447_m1), relacionados a via do NF-κB; Capns1 (Rn01498486_g1) e
Il1b (Hs01555410_m1), relacionados a interleucina IL-1B; Icam1 (Rn00564227_m1), relacionado a
transmigração de leucócitos; Mmp7 (Rn00689241_m1) e Wnt5a (Rn01402000_m1), genes relacionados
a destruição tecidual e aumento na resposta inflamatória durante a doença periodontal e Gapdh
(Rn01775763_g1). Todos estes genes foram escolhidos de acordo com resultados prévios publicados
pelo nosso grupo de pesquisa (Bueno-Silva et al., 2015, 2017). Além disso, também foram avaliados os
seguintes genes: Tnfrsf11a (Rank), Bmp2, Nfatc1, Runx2, Irf8, relacionados ao metabolismo ósseo.

O qPCR constitui-se de uma etapa inicial de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguida de 40
ciclos a 95°C por 15 s e 50°C por 1 min, utilizando o LightCycler 480 II (Roche). Todos os dados serão
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normalizados para níveis de transcritos de Gapdh (controle endógeno) no mesmo conjunto de cDNA e
análise de expressão relativa realizada pelo método µCT.

RESULTADOS E DISCUSSÃO:
A figura 2 mostra os resultados da expressão gênica de Birc3, Calm1, Icam, Irf-8, Runx2,

Nfatc-1, Egr1, Bmp2, Mmp7, Tnfrsf11a (Rank), Egfr, Wnt5a e Capns1. O Tratamento com CNV-VO
aumentou a expressão de Mmp7, Tnfrsf11a (Rank), Wnt5a e Bmp2 em relação à LIG (p<0,05).

O grupo tratado com
CNV na dose de 20mg/kg
de peso (CNV-VO) mostrou
um aumento significativo na
expressão do gene da
proteína morfogenética
óssea-2 (Bmp2) em
comparação com os grupos
controle LIG e METRO
(P<0,05). Bmp2
desempenha um papel
crucial na estimulação da
síntese da matriz óssea e na
diferenciação dos
osteoblastos, fundamentais
para o processo de
formação e manutenção
óssea. Ela promove a
síntese dos componentes
essenciais da matriz óssea,
contribuindo assim para a
estrutura e resistência óssea
adequadas (Zuvairiya, et
al.,2024). Assim, o aumento
da expressão gênica de
Bmp2 provocado pelo
tratamento com CNV pode
ser considerado um efeito
positivo no controle da
perda óssea normalmente encontrada nas periodontites.

Por outro lado, o tratamento com CNV aumentou a expressão de Tnfrsf11a (Rank). O processo
de osteoclastogênese é diretamente controlado pelo receptor do fator de crescimento semelhante à
insulina 1 (IGF-1) nos osteoclastos, bem como pela regulação positiva de RANKL, uma proteína
expressa principalmente na superfície dos osteoblastos e células estromais da medula óssea. RANKL é
secretado por várias fontes, incluindo osteoblastos, células estromais da medula óssea e linfócitos
ativados, e interage com o receptor RANK nos precursores dos osteoclastos. Esse mecanismo estimula a
diferenciação dessas células em osteoclastos maduros, promovendo a reabsorção óssea e,
consequentemente, a degradação do tecido ósseo. O desequilíbrio no sistema RANK/RANKL/OPG é
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considerado um dos principais fatores patogênicos responsáveis pela perda óssea (Zhao et al., 2009;
Martin et al., 2015; Kitaura et al., 2020; Liu et al., 2023).

Além disso, observou-se um aumento na expressão do gene Mmp7 comparado ao grupo LIG
(P<0,05). Mmp7 está associada à inflamação e destruição observada na periodontite, influenciando a
produção, diferenciação, migração e adesão de neutrófilos (Swee, et al., 2008; Zhan, et al., 2023).

Wnt-5a desempenha um papel crucial na indução de um fenótipo inflamatório, regulando
positivamente genes que codificam citocinas pró-inflamatórias e ativando vias pró-inflamatórias. Sua
expressão aumentada está associada a várias doenças inflamatórias, como aterosclerose, artrite
reumatoide, doença periodontal e periodontite apical crônica, destacando seu potencial na regulação da
inflamação. Além disso, Wnt-5a influencia a diferenciação dos osteoblastos e a formação óssea,
participando ativamente das respostas inflamatórias mediadas pela imunidade inata e adaptativa através
da via NF-κB (Chatzopoulos, et al., 2019; Chatzopoulos, et al., 2021). O aumento na expressão de
Wnt5a provocado pelo tratamento com a CNV pode ser um indicativo de que não está havendo
resolução da inflamação dos tecidos. Por outro lado, existem outras vias inflamatórias que podem ser
afetadas pela CNV e que não foram avaliadas no presente trabalho, como por exemplo, a via dos
receptores Toll-like. Estudos prévios in vitro indicaram ação da CNV nos receptores do tipo Toll e a via
do NF-κB.

O estudo conduzido por Macedo et al. (2024) demonstra que os compostos vestitol e neovestitol
apresentaram propriedades antimicrobianas em testes in vitro. Esses compostos foram eficazes na
redução de várias espécies bacterianas em modelos de biofilme multiespécies associados à doença
periodontal. A CNV promoveu a diminuição da concentração das principais bactérias associadas à
doença periodontal, como Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia. Além disso, observou-se
uma redução nas espécies dos gêneros Fusobacterium, que são importantes na transição da saúde
periodontal para a doença (Macedo et al., 2024).

O controle positivo utilizado neste experimento foi o metronidazol, antibacteriano comumente
utilizado no tratamento das doenças periodontais. A hipótese para a escolha deste controle é que com a
redução da microbiota promovida pelo uso do antimicrobiano padrão, esperava-se também uma redução
da inflamação nos tecidos, o que por meio das presentes análises, não pode ser observado. No entanto, é
importante ressaltar que a grande maioria dos estudos in vivo com modelo de ligadura não utiliza
nenhum controle positivo.

CONCLUSÕES:
Conclui-se que o tratamento sistêmico com CNV promoveu um aumento significativo na

expressão do gene Bmp 2, sugerindo um efeito positivo na formação da matriz óssea durante a doença
periodontal. Por outro lado, o aumento na expressão dos genes Mmp7 e Wnt-5a indica uma possível
resposta inflamatória tecidual persistente. A ausência de redução nos valores dos genes
pró-inflamatórios com CNV sugere que seu efeito benéfico na doença periodontal pode estar relacionada
a sua ação antimicrobiana e ao aumento do Bmp2. Devido à complexidade da doença periodontal, são
necessários mais estudos para compreender completamente os efeitos da CNV sobre diferentes
mecanismos envolvidos na doença periodontal.
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