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INTRODUGCAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria cronica induzida por um biofilme disbidtico, que
compromete os tecidos de suporte dentario (Abdulkareem et al., 2023; Papapanou et al., 2018).
O desequilibrio entre a microbiota e a resposta imune do hospedeiro leva a ativagcado de vias
inflamatdrias e a reabsorcao 6ssea, principalmente por meio do sistema RANK/RANKL/OPG
(Zhou et al., 2022; Zhao et al., 2009). Citocinas pré-inflamatérias e mediadores como Oxido
Nitrico e Prostaglandina E2, produzidos por ostedcitos e macréfagos, intensificam os danos
teciduais (Kitaura et al., 2020; De Oliveira et al., 2023).

Embora o tratamento convencional envolva raspagem e uso de antimicrobianos como a
clorexidina, efeitos adversos limitam seu uso prolongado (AImhojd et al., 2023; Zhao et al.,
2020). Nesse cenario, compostos naturais como o vestitol e o neovestitol, presentes na prépolis
vermelha brasileira (PVB), tém se mostrado eficazes por suas propriedades anti-inflamatérias e
antimicrobianas (Bueno-Silva et al., 2013; Bueno-Silva et al., 2017; Bueno-Silva et al., 2020; De
Figueiredo et al., 2020).

A formulagao CNV, contendo esses compostos e veiculada em poloxamero 407 (PL-407),
demonstrou, em testes in vitro, efeitos comparaveis a clorexidina na reducao do biofilme e
modulacao da microbiota (Bueno-Silva et al., 2022; Akkari et al., 2016). Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do tratamento tépico com CNV sobre a expressao génica em tecidos

gengivais de ratos com periodontite induzida por ligadura.

METODOLOGIA:
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Este estudo avaliou os efeitos terapéuticos da formulagdo CNV, contendo compostos
bioativos da propolis vermelha brasileira veiculados em poloxamero 407 (PL-407), sobre a
expressao génica de mediadores inflamatdérios e do metabolismo 6sseo em um modelo
experimental de periodontite em ratos Wistar. A doenca foi induzida por inoculagcédo oral de
Porphyromonas gingivalis W83 e pela colocagdo de ligaduras subgengivais no 1° molar
mandibular, conforme modelo validado na literatura (Figura 1 - Branco-de-Almeida et al., 2020;
De Oliveira et al., 2023). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Guarulhos (CEUA - Protocolo numero: 060/23 ) e seguiram as diretrizes do "Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals" (NIH, 1996)

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n=6):

Grupo | — LIG (controle com ligadura): tratado com veiculo;

Grupo Il — CNV: tratado topicamente com CNV (1600 pg/mL) formulado em PL-407;

Grupo |l = CHX: tratado com digluconato de clorexidina 0,12%;

Os tratamentos topicos foram aplicados uma vez ao dia por 14 dias, iniciando-se 24 horas
apos a colocagao da ligadura. No 15° dia, os animais foram anestesiados para coleta de saliva

e posteriormente eutanasiados respeitando todas as normas éticas para manuseio de animais.
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Figura 1: Cronograma esquematico do protocolo experimental de periodontite em ratos wistar

Para a analise molecular, tecidos gengivais ao redor do 1° molar mandibular foram
coletados e preservados em RNAlater® para extragcdo de RNA (Qiagen RNeasy®) (De Oliveira
et al., 2023). A qualidade, pureza e concentragdo do RNA foram avaliadas por
espectrofotometria (NanoDropOne), seguido da sintese de cDNA (Figura 2) com o sistema
SuperScript VILO MasterMix (De Oliveira et al.,, 2023). A expressdo génica relativa foi
quantificada por gPCR (Figura 3), utilizando sondas TagMan® (Papathanasiou et al., 2016; De
Oliveira et al., 2023).
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Figura 2: Fluxograma do processamento de tecido gengival para analise de expresséo génica
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Figura 3: Etapas do PCR em Tempo Real (QPCR - quantitative polymerase chain reaction)

Foram analisados genes associados a inflamagao (Calm1, I11b, Icam1, Socs3, Mmp?7,
Whntba), a via do NF-kB (Birc3, Dab2, Egr1, Egfr), ao metabolismo 6sseo (Tnfrsf11a/RANK,
Tnfrsf11b/OPG, BMP2, Nfatc1, Runx2, Irf-8) e @ modulac&o imune (Capns1), utilizando Gapdh
como controle endégeno. A selegdo dos genes baseou-se em achados prévios do grupo de
pesquisa, com foco nos efeitos da CNV sobre a inflamacgao periodontal e a reabsorg¢ao éssea.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4 e revelam que tanto o tratamento com

CNV quanto com clorexidina (CHX) promoveram alteragdes significativas na expressao de
genes associados a inflamagao e ao metabolismo 6sseo em ratos com periodontite induzida. A
expressao de Egr1 e Birc3 foi significativamente reduzida nos grupos tratados em comparagéao
ao grupo LIG, indicando uma possivel redugdo na ativagdo de vias inflamatérias e na
sobrevivéncia celular patoldgica, ja que esses genes estdo relacionados a proliferagao,
diferenciacao e resposta imune exacerbada.

Além disso, observou-se diminuigdo na expressao de Icam1, Calm1, e Irf8 nos grupos
CNV e CHX. Essa redugao pode contribuir para um ambiente menos inflamatério, uma vez que
Icam1 esta envolvido na adesao e migracado de leucdcitos, Calm1 participa da produgao de
oxido nitrico, um mediador pro-inflamatério, e Irf8 atua na regulacéo da diferenciagao celular do
sistema imunolégico. No grupo tratado com CHX, também houve redugao significativa de
Nfatc1, gene essencial para a diferenciagcao de osteoclastos, sugerindo uma menor atividade
osteoclastica e, possivelmente, menor reabsorgao ossea.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticamente significativas na
expressdao de Bmp2, Egfr e Capns1, os niveis desses genes mantiveram-se relativamente
estaveis, com tendéncia de aumento no grupo CNV, o que pode indicar um possivel estimulo a
regeneracgao tecidual. Também foi observado que a expressao de Runx2 foi significativamente
reduzida nos grupos tratados, o que pode refletr uma modulacdo da diferenciagcao
osteoblastica. Ja o gene Tnfrsf11a (Rank) apresentou redugao expressiva nos grupos CNV e
CHX, sugerindo diminui¢ao da sinalizagao para a formacao de osteoclastos.

Por fim, genes como EgrF e Mmp7 nao apresentaram diferengas significativas entre os

grupos, enquanto o gene Wntba mostrou aumento no grupo CNV, reforcando seu potencial
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papel na via de remodelacdo Ossea e regeneragdo. Esses achados reforcam o potencial
terapéutico da CNV, que demonstrou nao apenas efeito anti-inflamatorio, mas também possivel
atuacado na modulacdo do metabolismo ésseo, sendo uma alternativa promissora a clorexidina

no tratamento da periodontite.
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Figura 4. Média e desvio padrao da expressao génica de Birc3, Calm1, Icam, Irf-8, Runx2, Nfatc-1, Egr1, Bmp2,
Tnfrsf11a (Rank), Egfr, Wnt5a e Capns1 em animais dos grupos LIG, CNV e CHX. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de ligaduras, determinada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido da analise post hoc de Dunn (p<0,05).

O tratamento topico diario com a CNV, isolados da prépolis vermelha e formulados em
PL-407, contribuiu para a diminuicdo da perda oOssea interproximal e apresentou efeitos
benéficos no controle da doenga periodontal. Esses efeitos foram associados a acao
antimicrobiana dos compostos, demonstrada pela redugéo na contagem total do biofilme, com
destaque para microrganismos periodontopatogénicos (dados ndao mostrados no presente
trabalho). A acao anti-inflamatéria foi evidenciada pela redugao na expressdo de genes pro-
inflamatorios, como Birc3, Icam1 e Egr1.
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