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RESUMO 
 

O processo inflamatório está relacionado ao aumento da reabsorção em algumas 

doenças, como a periodontite, caracterizada por uma inflamação crônica em 

resposta a micro-organismos específicos que resulta em reabsorção óssea 

alveolar (ROA) e perda do dente. A apigenina (APG), um agente encontrado 

abundantemente na camomila, tem recebido maior atenção por seus efeitos anti-

inflamatórios. Assim, objetivou-se avaliar a atividade antirreabsortiva da APG na 

periodontite experimental em camundongos. Para isso, 48 camundongos Swiss 

machos foram utilizados em ensaios de periodontite induzida por ligadura, que 

consiste na inserção de um fio de algodão (4.0) ao redor dos primeiros molares 

inferiores. Os grupos experimentais consistiram em: Naïve, em que a 

periodontite não foi induzida, não tratado (NT) e APG, nos quais a periodontite 

foi induzida e receberam diariamente por gavagem 10 µl/kg de TW80 e APG 1, 

3 ou 9 mg/kg, respectivamente. Após a eutanásia, suas mandíbulas foram 

removidas para análises da ROA e nível de inserção (NI). O tecido gengival 

também foi removido para quantificação de IL-1β e IL-17, qRT-PCR para RANKL 

e OPG. Foram realizadas dosagens séricas de fosfatase alcalina total (FAT) e 

transaminases hepáticas, análises dos índices renal (IR) e hepático (IH) e da 

variação de massa corpórea. A ligadura promoveu significante ROA, 

corroborado pelo aumento do nível de inserção (NI) na distal do 1º molar inferior 

e aumento da área de furca, bem como aumentou os níveis de IL-1β e IL-17 e a 

expressão de RANKL no tecido gengival em camundongos NT em comparação 

ao Naïve. Em contrapartida, a administração de APG (9 mg/kg) promoveu 

redução da ROA, do NI e da área de furca do primeiro molar inferior, manteve os 

níveis de IL-1β e IL-17 semelhantes aos do Naïve e aumentou a expressão de 

OPG. Sistemicamente, a APG não promoveu qualquer alteração significante nos 

parâmetros avaliados. O APG apresentou um perfil protetor ósseo, 

provavelmente devido ao controle da progressão da doença através da 

modulação de citocinas osteoclastogênicas. 

 
 
 

Palavras-chaves: Inflamação. Reabsorção óssea. Periodontite. Apigenina. 
 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The inflammatory process is related to increased resorption in some diseases, 
such as periodontitis, characterized by chronic inflammation in response to 
specific microorganisms that results in alveolar bone resorption (ROA) and tooth 
loss. Apigenin (APG), an agent found abundantly in chamomile, has received 
increased attention for its anti-inflammatory effects. Thus, the objective was to 
evaluate the antiresorptive activity of APG in experimental periodontitis in mice. 
For this, 48 male Swiss mice were used in ligation-induced periodontitis trials, 
which consists of the insertion of a cotton thread (4.0) around the lower first 
molars. The experimental groups consisted of: Naïve, in which periodontitis was 
not induced, untreated (NT) and APG, in which periodontitis was induced and 
received daily by gavage 10 µl/kg of TW80 and APG 1, 3 or 9 mg/ kg, respectively. 
After euthanasia, their mandibles were removed for analysis of ROA and 
attachment level (NI). Gingival tissue was also removed for quantification of IL-
1β and IL-17, qRT-PCR for RANKL and OPG. Serum measurements of total 
alkaline phosphatase (FAT) and hepatic transaminases, analysis of renal (RI) and 
hepatic (HI) indices and body mass variation were performed. The ligation 
promoted a significant ROA, corroborated by the increase in the attachment level 
(NI) in the distal of the 1st molar and increase in the furcation area, as well as 
increasing the levels of IL-1β and IL-17 and the expression of RANKL in the 
gingival tissue. in NT mice compared to Naïve. On the other hand, the 
administration of APG (9 mg/kg) promoted a reduction in ROA, NI and the 
furcation area of the mandibular first molar, maintained the levels of IL-1β and IL-
17 similar to those of Naïve and increased the expression of OPG Systemically, 
APG did not promote any significant change in the parameters evaluated. APG 
presented a bone protective profile, probably due to the control of disease 
progression through the modulation of osteoclastogenic cytokines, in addition to 
being systemically safe. 

 

Keywords: Inflammation. Bone resorption. Periodontitis. Apigenin. 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

 

 

LISTA DE SILGAS E ABREVIATURAS 
 
 
 

ALT  Alanino aminotransferase 

AP-1 Proteína ativadora-1 

APG Apigenina 

AST Aspartato aminotransferase 

cFMS Receptor do Fator estimulador de Colônia de Macrófagos 

FAT Fosfatase Alcalina Total 

HMSCs Células-tronco mesenquimais humanas 

IL-17 Interleucina 17 

IL-1β  Interleucina 1 beta 

IL-6 Interleucina 6 

LPS Lipopolissacarídeo 

MC3T3-E1 Linhagem celular precursora de osteoblastos 

M-CSF Fator estimulador de Colônia de Macrófagos 

MMP Metaloproteinase de Matriz 

NFATc1 Fator nuclear de células T ativadas citoplasmático 1 

NF-κB Fator nucleoide kappa B 

NI Nivel de Inserção 

NO Óxido Nitrico 

OMS Organização Mundial da Saúde 

OPG Osteoprotegerina 

qRT-PCR PCR quantitativo em tempo real 

RANK Receptor ativador do fator nuclear kappa B 

RANKL Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B 

ROA Reabsorção Óssea Alveolar 

TLR4 Receptor toll like 4  

TNF-α Fator de necrose tumoral alfa 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O processo de remodelação óssea consiste na reabsorção e deposição 

de osso e pode ser controlado através de uma grande variedade de mecanismos 

inflamatórios e imunológicos (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). Diversas moléculas 

relacionadas ao sistema imunológico são consideradas cruciais nesse processo 

de remodelação óssea, e ilustram a interação entre sistema imunológico e o osso. 

Desta forma, as interleucinas 1 beta (IL-1β), 6 (IL-6) e 17 (IL-17) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) são consideradas importantes estimuladores da 

osteoclastogênese, o que favorece a reabsorção óssea. Sabe-se que estas 

citocinas estão envolvidas e promovem a expressão de fatores chave 

relacionados com a diferenciação dos osteoclastos, como o ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) e o fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF), conduzindo a lesões ósseas patológicas para a reabsorção 

(STEEVE et al., 2004; ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016; ZUPAN; JERAS; MARC, 

2013). 

De fato, a literatura tem relatado a modulação dos processos 

imunoinflamatórios com o objetivo de reduzir a destruição do tecido ósseo, como 

ocorre em doenças inflamatórias reabsortivas (GUIMARÃES et al., 2016; ZHOU 

et al., 2022), como é o caso da periodontite. A periodontite é uma doença cuja 

resposta inflamatória é decorrente de microrganismos específicos presentes no 

periodonto e resulta em destruição do osso alveolar, do ligamento periodontal e 

do cemento radicular (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017; PAGE; 

KORNMAN, 1997; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013).  

Nesse contexto, a indústria farmacêutica e pesquisadores, têm dedicado 

esforços a descobrirem novos produtos naturais e seus derivados, que 

representem novas abordagens na modulação dos processos inflamatórios com 

o mínimo de danos gastrointestinais, cardiovasculares, hepáticos e renais, 

objetivando a redução da reabsorção óssea inflamatória (GOŚCINIAK et al., 2021; 

TAALAB et al., 2021). Especificamente sobre a periodontite, embora a terapia 

padrão com controle mecânico seja indispensável para a obtenção de sucesso no 

tratamento dessa doença, são necessárias pesquisas que descrevam sobre a 

atuação de novos compostos eficazes na terapia periodontal adjuvante na 
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modulação de citocinas pró-inflamatórias envolvidas nessa patologia 

(PAPAPANOU et al., 2018). 

Os flavonoides, constituem a maior classe de nutrientes não essenciais 

em nossa dieta, são compostos dietéticos que podem oferecer benefícios à saúde, 

a baixo custo e com mínimos efeitos adversos. Estudos têm demonstrado que 

esses compostos apresentam, inclusive, atividades anticancerígenas e anti-

inflamatórias (CARDENAS et al., 2016; GARCÍA-LAFUENTE et al., 2009).  

Um importante flavonoide é a apigenina (APG), encontrada 

abundantemente na salsa e no aipo, e que tem se destacado devido aos seus 

diversos efeitos biológicos, os quais incluem efeitos ansiolíticos, sedativos 

(HOSTETLER; RALSTON; SCHWARTZ, 2017), antivirais, antibacterianos, 

antioxidantes, antiapoptóticos e anticâncer (SALEHI et al., 2019). Ela tem recebido 

destaque por parte dos pesquisadores devido relato de seus efeitos anti-

inflamatórios (MARQUEZ-FLORES et al., 2016) e mecanismos imunorregulatórios 

(CARDENAS et al., 2016). Muitos efeitos da APG têm sido relatados em 

pesquisas, porém os mecanismos e seus efeitos anti-inflamatórios ainda não 

foram completamente elucidados, principalmente em relação a patologias ósseas, 

e mais estudos necessitam ser realizados. Dessa forma, o presente estudo visa 

investigar os efeitos da APG em um modelo de periodontite experimental em 

camundongos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Reabsorção Óssea Inflamatória 

 

O tecido ósseo é uma entidade dinâmica, que vive em constante processo 

de remodelação, que é regulada através da atividade celular em resposta a fatores 

sistêmicos, locais e estresse mecânico. A homeostasia desse tecido compreende 

o equilíbrio entre os processos de deposição e reabsorção óssea, e o desequilíbrio 

desse sistema pode acarretar doenças que interferem na densidade e arquitetura 

óssea, como doenças reabsortivas ou com formações ósseas aumentadas (CHEN 

et al., 2012; ERIKSEN, 2010; ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). As células ósseas 

também exercem papel importante no metabolismo deste tecido, nesse caso, os 

osteoclastos são células gigantes multinucleadas, caracterizadas pela capacidade 

de reabsorver matriz óssea e os osteoblastos, que são células responsáveis pela 

deposição de cálcio e pela formação de novo tecido ósseo (CHEN et al., 2018). 

Os osteócitos, são células que derivam de osteoblastos maduros que, durante 

processo de formação óssea, assumem uma morfologia diferenciada e ficam 

aprisionados na matriz, e são capazes de secretar substâncias necessárias à 

homeostasia óssea (BONEWALD, 2011; FLORENCIO-SILVA et al., 2015; UDA et 

al., 2017). 

Diante disso, considerando os fatores locais, existem uma grande 

variedade de mecanismos inflamatórios e imunológicos que participam do 

processo de remodelação óssea (EBERSOLE et al., 2013). Assim, a descoberta 

do eixo do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK)/seu ligante 

(RANKL)/osteoprotegerina (OPG) foi de fundamental importância para o 

entendimento de como a comunicação entre o sistema imune e esquelético 

medeiam os processos de remodelação óssea (RAUNER et al., 2013; ZHAO; 

HUANG; ZHANG, 2016).  

A ligação de RANK-RANKL é geralmente aceita como a principal via 

responsável pela ativação da osteoclastogênese e destruição óssea mediada pela 

inflamação (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016), pois essa ligação promove a 

diferenciação, maturação e a ativação das células osteoclásticas. O RANK, 

expresso na superfície de pré-osteoclastos, é ativado quando se liga ao RANKL, 
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presente na superfície de osteoblastos e osteócitos, e é suprimido quando se liga 

à OPG (BADO et al., 2017). A OPG compete com o RANK pela ligação ao RANKL, 

consistindo em um importante fator antiosteoclastogênico. A OPG ainda é capaz 

de bloquear a transdução do sinal a jusante do RANK e inibir o desenvolvimento 

e a ativação dos osteoclastos (KHOSLA, 2001; NAKASHIMA et al., 2000; 

PACIFICI, 2011).  

A diferenciação das células osteoclásticas também é regulada pelo fator 

estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF), que agindo sobre seu receptor 

(cFMS), é essencial para proliferação, sobrevivência e fusão de células 

mononucleadas precursoras de osteoclastos, assim como pelo aumento da 

sobrevivência de osteoclastos maduros (PACIFICI, 2011; TAKAYANAGI, 2007; 

XIONG et al., 2015). 

A ligação do RANKL ao seu receptor, RANK, resulta também na ativação 

do fator de transcrição conhecido por fator nuclear de células T ativadas 

citoplasmático 1 (NFATc1), tanto pela via fator nuclear kappa B (NFκB)/ proteína 

ativadora-1 (AP-1) / gene de ativação imediata (c-fos), como pela sinalização de 

cálcio. Esse fator de transcrição (NFATc1), por sua vez, é responsável pela 

indução de genes osteoclásticos específicos necessários para ativação de 

osteoclastos (TAKAYANAGI et al., 2002; WHYTE, 2006). 

A literatura tem mostrado que o RANKL e o M-CSF são essenciais para a 

renovação osteoclástica fisiológica, enquanto citocinas adicionais são 

responsáveis pela supra-regulação de osteoclastos. A relação intrínseca entre o 

sistema imune, resposta inflamatória e remodelação óssea fica evidente através 

dos relatos na literatura sobre o envolvimento de diversas células do tecido ósseo, 

citocinas e receptores nesse processo reabsortivo (BRAUN; SCHETT, 2012; 

PACIFICI, 2011).  

Nesse contexto, o eixo RANK/RANKL/OPG sofre interferências de 

diversos mediadores, sendo a reabsorção óssea facilitada na presença de 

mediadores pró-inflamatórios, como as interleucinas-1β (IL-1β), IL-4, IL-6, IL-11, 

IL-17 e o fator de necrose tumoral α (TNF-α), uma vez que estes aumentam a 

expressão de RANKL e diminuem a expressão de OPG (HOFBAUER; 

HEUFELDER, 2001; NAKASHIMA et al., 2000; NARDONE; D’ASTA; BRANDI, 

2014; REN et al., 2021; SON et al., 2020; SONG et al., 2019).  
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A IL-17 pode mediar a secreção de fatores inflamatórios como IL-1, 

TNF- α e IL-6, favorecendo ainda mais a reabsorção óssea e inibindo a formação 

óssea (SONG et al., 2019; TSO et al., 2010), bem como, por agir sinergicamente 

aumentando a expressão de RANK em precursores de osteoclastos 

(ADAMOPOULOS et al., 2010) e de RANKL em osteoblastos (ADAMOPOULOS; 

BOWMAN, 2008; DEMIER et al., 2021; SONG et al., 2019). Ademais, outros 

mediadores inflamatórios, tais como bradicinina, trombina, calicreína e 

quimiocinas também aumentam a expressão de RANKL, na superfície de 

osteoblastos, fibroblastos e linfócitos (ZUPAN; JERAS; MARC, 2013). O aumento 

de citocinas não está relacionado ao aumento da reabsorção óssea somente por 

facilitar a interação RANK/RANKL, mas também por aumentar a produção de M-

CSF, como tem sido descrito para o TNF-α (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). 

           Para uma melhor compreensão sobre o tecido ósseo e os processos de 

reabsorção e formação óssea, em condições normosistêmicas ou patológicas, são 

utilizados modelos experimentais, sobretudo visando o estabelecimento de novas 

modalidades terapêuticas. Por se caracterizar como um modelo que resulta em 

reabsorção óssea alveolar significante, a periodontite induzida em roedores tem 

sido amplamente utilizada em pesquisas como modelo experimental da 

reabsorção óssea inflamatória, particularmente quando o objetivo é avaliar 

condições cuja reabsorção é decorrente da instalação de um processo 

inflamatório (BEZERRA et al., 2000; DE LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2004).   
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2.2 Periodontite 

 
A periodontite é uma doença inflamatória, altamente prevalente 

(KASSEBAUM et al., 2017) em humanos, que ocorre na presença de uma 

microbiota patogênica e tem por consequência a destruição dos tecidos de 

suporte dos dentes, como osso alveolar, ligamento periodontal e cemento 

radicular, podendo ocasionar a perda dentária (GRAVES; LI; COCHRAN, 2011; 

HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018; WU et al., 2016). 

O desenvolvimento da doença inicia através da resposta ao desafio 

microbiano, em que acontece a disbiose da microbiota subgengival, ou seja, onde 

antes habitavam em sua maioria bactérias simbióticas, ocorre uma mudança 

gradual em sua composição, dando lugar a bactérias patogênicas em maior 

número. Após essa mudança, as bactérias migram pelo epitélio gengival e 

invadem o tecido conjuntivo (GRAVES; LI; COCHRAN, 2011; HAJISHENGALLIS; 

LAMONT, 2016). O lipopolissacarídeo (LPS) de membrana estimula a liberação 

de aminas vasoativas e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) pré-formado, seguida 

pelo recrutamento de outras células residentes no tecido gengival que liberam 

mediadores inflamatórios, aumentando a permeabilidade vascular e a expressão 

de moléculas de adesão (GONZÁLEZ-OSUNA et al., 2022). 

Posteriormente, células como neutrófilos, macrófagos e linfócitos são 

recrutadas, sobretudo os neutrófilos, que representam a primeira linha de defesa 

contra os patógenos periodontais e também participam no processo de destruição 

do periodonto (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011), uma vez que liberam uma 

variedade de fatores, como espécies reativas de oxigênio, colagenases, outras 

proteases e, inclusive, TNF-α (KINANE et al., 2011; NATHAN, 2006; PRESHAW; 

TAYLOR, 2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). Esse processo inflamatório 

resulta na destruição dos tecidos periodontais, que favorece a invasão dos tecidos 

por maior quantidade de células, a saber, macrófagos e linfócitos (KINANE et al., 

2011; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). De fato, o infiltrado neutrofílico diminui 

com a progressão da doença, havendo predominância de linfócitos na periodontite 

(KINANE et al., 2011). 

Além do TNF-α, outras citocinas e mediadores inflamatórios participam do 

processo de destruição tecidual do periodonto, como as interleucinas, IL-1β, IL-6, 
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IL-17, prostaglandina E2, metaloproteinases de matriz (MMP) e óxido nítrico 

(KINANE et al., 2011; LIMA et al., 2008; YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). De 

fato, as citocinas pró-inflamatórias possuem papel fundamental na patogênese da 

periodontite (DARVEAU, 2010; MANTOVANI et al., 2019), principalmente as 

interleucinas e TNF-α, que apresentam níveis aumentados na doença. Elas 

favorecem a reabsorção óssea por estimularem a osteoclastogênese através da 

diferenciação de pré-osteclastos em osteoclastos maduros, pelo aumento da 

expressão do ligante do receptor ativador do fator nuclear κ-B (RANKL) e do seu 

receptor (RANK), pela redução da expressão de osteoprotegerina (OPG), bem 

como pelo aumento da interação do fator estimulador de colônia de macrófagos 

(M-CSF) com o seu receptor (cFMS) (YUCEL-LINDBERG; BÅGE, 2013). 

Diante disso, os modelos animais são estratégias de estudo valiosas e 

nesse caso, a periodontite induzida por ligadura em roedores é um modelo 

experimental bem estabelecido (BEZERRA et al., 2000; DE LIMA et al., 2000). 

Sua vantagem é poder avaliar de forma mais complexa as alterações clínicas e 

histopatológicas apresentadas durante a periodontite, por se tratar de um modelo 

com características semelhantes aos humanos, como a estrutura e a organização 

dos tecidos periodontais (BEZERRA et al., 2000; HAJISHENGALLIS, 2015; 

LEITÃO et al., 2004; STRUILLOU et al., 2010). 

Nesse contexto, estudos pré-clínicos têm demonstrado os efeitos do 

aumento da expressão do RANKL em modelos de periodontite (GUIMARÃES et 

al., 2016; TENG, 2002; TENG et al., 2000), assim como, têm relatado sobre o 

aumento na expressão de RANKL na presença do patógeno periodontal 

Porphyromonas gingivalis (REDDI; BROWN; BELIBASAKIS, 2011). Além disso, 

clinicamente, há relatos de que os níveis de RANKL são mais elevados em 

pacientes com periodontite (CROTTI et al., 2003; GABR et al., 2017; KAWAI et 

al., 2006; LÓPEZ ROLDÁN; GARCÍA GIMÉNEZ; ALPISTE ILLUECA, 2020; 

TEODORESCU et al., 2019; WARA‐ASWAPATI et al., 2007), associado à redução 

dos níveis de OPG (CROTTI et al., 2003; GABR et al., 2017; TEODORESCU et 

al., 2019). 

Entendendo a patogênese da periodontite, compreende-se que a 

remoção mecânica regular da placa bacteriana é considerada o principal meio 

para prevenir e impedir a progressão da periodontite. Estudos longitudinais 



20 

 

 

 

mostram o sucesso da terapia padrão: raspagem e alisamento radicular, higiene 

oral diária do paciente e visitas de manutenção regular ao dentista para remoção 

de novos depósitos subgengivais (LINDHE; KARRING, 2005). Embora a terapia 

mecânica possa ser clinicamente efetiva na grande maioria dos pacientes, mesmo 

que os patógenos não sejam completamente eliminados, a persistência ou 

recidiva de crescimento de certos microrganismos em locais tratados deve ser 

considerada a principal causa de resultados insatisfatórios no tratamento dessa 

doença (LINDHE; KARRING, 2005). 

Em alguns casos, na presença de bolsas profundas ≥ 5mm e/ou lesões 

de furca, a eficácia da terapia padrão pode ser limitada devido ao difícil acesso 

para uma correta instrumentação. Estudos pioneiros demonstraram que alguns 

casos de periodontite não respondem satisfatoriamente à terapia convencional de 

raspagem e alisamento radicular havendo recidiva e/ou progressão de perda de 

inserção (JEPSEN; JEPSEN, 2016; SAUER et al., 2010). Quando os efeitos 

esperados não são alcançados, terapias adjuntas podem ser utilizadas visando 

melhores resultados no tratamento da doença (RAMOS et al., 2022), como é o 

caso da utilização de produtos naturais. Estudos tem demonstrado o efeito 

benéfico da utilização desses produtos de forma adjuvante à terapia periodontal 

padrão com raspagem e alisamento radicular no controle do biofilme e dos 

parâmetros da doença (AGUIAR, 2020; BATISTA; DE VASCONCELOS CATÃO, 

2019; BRAZ; DOS SANTOS FAGUNDES; ESPÍNDOLA, 2021). 

Portanto, estudos pré-clínicos têm sido realizados a fim de descobrir 

novos alvos farmacológicos sistêmicos que funcionem de forma adjuvante à 

terapia padrão para a obtenção de sucesso no tratamento destas doenças 

periodontais (FREIRE et al., 2019). De fato, estudos em modelos experimentais 

de periodontite em animais descobriram que a manipulação da expressão de 

citocinas e seus receptores afeta o fenótipo de perda óssea alveolar na 

periodontite (ESKAN et al., 2012). 
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2.3 APIGENINA  

 

A apigenina (4ʹ, 5,7-trihidroxiflavona) é um flavonóide natural, que recebe 

esta nomenclatura pois vem do gênero Apium, da família Apiceae (SUNG; 

CHUNG; KIM, 2016). É amplamente encontrada em plantas e vegetais como por 

exemplo no aipo (Apium graueolens) e na salsa (Petroselinum cripspum) 

(MADUNIĆ et al., 2018) e em ervas como a camomila (Matricaria recutita) 

(SALEHI et al., 2019). Devido à sua baixa toxicidade, fácil disponibilidade e efeitos 

notáveis nas células normais quando comparadas às células cancerígenas, a 

APG vem ganhando interesse dos pesquisadores como um composto benéfico e 

promotor da saúde (MADUNIĆ et al., 2018; TANG et al., 2017).  

Diante disso, a abordagem terapêutica de flavonoides, como a APG, tem 

recebido destaque em pesquisas clínicas principalmente devido os seus efeitos 

anti-inflamatório (CICEK et al., 2021; KERDAR et al., 2019), antioxidantes 

(FIDELIS et al., 2019), antidepressivo (AL-YAMANI et al., 2022; BIJANI et al., 

2021; ZHANG et al., 2019), hepatoprotetor (CHEN; YANG; GROSSER, 2013), 

anticâncer (PENG et al., 2018; XU et al., 2021), antiapoptótico (ZHOU et al., 2018), 

antisenescência (SANG et al., 2017) e efeitos estrogênicos (LECOMTE et al., 

2019), bem como o estudo de seus mecanismos imunoregulatórios (CARDENAS 

et al., 2016) e atuação no processo inflamatório (MARQUEZ-FLORES et al., 

2016). Na literatura existem poucos relatos acerca da toxicidade ou de reações 

adversas causadas pelo uso da APG in vivo quando consumidas em doses 

relevantes para as terapêuticas abordadas (CARDENAS et al., 2016; MARQUEZ-

FLORES et al., 2016; SARKAR et al., 2022). 

Em relação aos efeitos anti-inflamatórios da APG, estudos in vitro, 

demonstram que a APG é capaz de inibir moléculas de adesão induzidas por 

citocinas (GERRITSEN et al., 1995), inibir a capacidade de células dendríticas 

derivadas da medula óssea estimulados por lipopolissacarídeos (LPS) de produzir 

citocinas osteoclastogênicas, incluindo TNF ‐ α e IL ‐ 1β (LI et al., 2015), além de 

inibir a produção de  óxido nítrico (NO), IL- 6 (CHOI, 2007; GERRITSEN et al., 

1995) e IL-8, induzidos por TNF-α (GERRITSEN et al., 1995). 

Bandyopadhyay et. al. (2006), através de estudo in vitro, demonstraram 

que a APG pode afetar todos os estágios da osteoclastogênese, desde a inibição 
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da diferenciação dos osteoclastos até a sua sobrevivência e reabsorção óssea 

(BANDYOPADHYAY et al., 2006). Outros estudos in vitro, relatam que a APG 

aumenta significativamente o crescimento de células osteoblásticas da linhagem 

MC3T3-E1, causam uma elevação significativa do conteúdo de colágeno nas 

células osteoblásticas (CHOI, 2007), bem como da atividade da fosfatase alcalina 

(CHOI, 2007; ZHANG et al., 2015) e a mineralização em células-tronco 

mesenquimais humanas (hMSCs) (ZHANG et al., 2015). Recentemente, um 

estudo realizado com cultivo de células da linha de osteoblastos MG63 

demonstrou que o uso de APG apresentou capacidade de reduzir a expressão de 

RANKL e aumentar a expressão de OPG (MELGUIZO-RODRÍGUEZ et al., 2019).  

Considerando estudos em animais, a administração de APG reduziu os 

níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α em ratos (DANG et al., 

2018; SAHU et al., 2019; ZHAO et al., 2019), assim como relatado nos estudos in 

vitro. Estudos relatam que o tratamento com APG também é capaz de modular IL-

17, regular negativamente a expressão de NF-κB (DANG et al., 2018; PANG et 

al., 2019), reduzir o estresse oxidativo, regular a via de sinalização de receptor 

tool like-4 (TLR4) / NF-κB, e inibir a apoptose dos neurônios mediada por 

mitocôndrias em ratos (ZHAO et al., 2019). Em relação aos efeitos da APG no 

osso, estudo realizado com ratas ovariectomizadas demonstrou um efeito positivo 

na renovação óssea, aumentando o conteúdo mineral e a densidade do osso 

trabecular no colo do fêmur desses animais, demonstrando efeito promissor do 

uso de APG no tratamento da osteoporose (PARK et al., 2008). 

Assim, através da avaliação dos efeitos da APG em células ósseas, a 

literatura tem relatado efeitos benéficos desse composto no osso, tanto em 

pesquisas in vivo como in vitro. Os achados da literatura indicam que em 

condições clínicas que envolvam a atuação de mediadores inflamatórios, como na 

reabsorção óssea inflamatória, a APG pode desempenhar um papel benéfico 

justificando sua avaliação no modelo de periodontite em animais. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A periodontite ainda é uma das principais causas de perda de dentes em 

adultos e fator de risco para outras doenças sistêmicas(SANZ; VAN WINKELHOFF; 

PERIODONTOLOGY, 2011) e a terapêutica mecânica, considerada padrão ouro 

para tratamento da doença, apresenta algumas limitações, como, áreas de difícil 

acesso para raspagem, interferindo no índice de sucesso do tratamento (JEPSEN; 

JEPSEN, 2016). 

Diante disso, pesquisadores têm desempenhado esforços em descobrir 

novas abordagens adjuvantes à terapia padrão para obtenção de melhores 

resultados no tratamento da periodontite (RAMOS et al., 2022) e a identificação de 

novas fontes naturais visando o desenvolvimento de fármacos fitoterápicos tem 

ganhado destaque devido seus efeitos anti-inflamatórios já relatados (BATISTA; DE 

VASCONCELOS CATÃO, 2019; BRAZ; DOS SANTOS FAGUNDES; ESPÍNDOLA, 

2021), e nesse caso, a APG tem recebido destaque em pesquisas principalmente 

devido os seus efeitos anti-inflamatórios (CICEK et al., 2021; KERDAR et al., 2019). 

Portanto, o estudo da possível eficácia e segurança da administração da 

apigenina em um modelo de periodontite em camundongos poderá contribuir para a 

identificação de uma abordagem terapêutica adjuvante no manejo dessa doença.  

 

 

 

4 HIPÓTESE  

 

         A modulação da resposta inflamatória através da administração da Apigenina 

diminui a reabsorção óssea alveolar em camundongos submetidos a periodontite. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

● Avaliar a atividade antirreabsortiva da Apigenina (APG) na periodontite 

experimental em camundongos.  

 

5.2 Objetivos específicos  

● Avaliar a atividade antirreabsortiva da APG 

o Através de análises macroscópica e histológica do periodonto de 

camundongos submetidos à periodontite. 

o Através da quantificação da expressão de RANKL, OPG e TRAP no 

tecido gengival de camundongos submetidos à periodontite. 

● Avaliar a atividade anti-inflamatória da APG 

o Através da quantificação dos níveis de gengivais de IL-1β e IL-17 

em camundongos submetidos à periodontite. 

● Avaliar o efeito sistêmico da APG  

o Através de análises séricas de aspartato aminotransferase (AST), 

alanino aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina total (FAT), 

o Através da avaliação dos índices hepático e renal.  

o  Através da variação de massa corpórea. 
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6 CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

APIGENINA REDUZ A REABSORÇÃO ÓSSEA INFLAMATÓRIA EM MODELO 
DE PERIODONTITE EM CAMUNDONGOS 
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RESUMO 
 

Introdução: A apigenina (APG), um agente encontrado abundantemente na 

camomila, tem recebido maior atenção por seus efeitos anti-inflamatórios. 

Objetivo: Avaliar a atividade antirreabsortiva da APG na periodontite experimental 

em camundongos. Metodologia: 48 camundongos Swiss machos foram 

utilizados em ensaios de periodontite induzida pela na inserção de um fio de 

algodão (4.0) ao redor dos primeiros molares inferiores. Os grupos experimentais 

consistiram em: Naïve, em que a periodontite não foi induzida, não tratado (NT) e 

APG, nos quais a periodontite foi induzida e receberam diariamente por gavagem 

10 µl/kg de TW80 e APG 1, 3 ou 9 mg/kg, respectivamente. Após a eutanásia, 

suas mandíbulas foram removidas para análises da ROA e nível de inserção (NI). 

O tecido gengival também foi removido para quantificação de IL-1β e IL-17, qRT-

PCR para RANKL e OPG. Foram realizadas dosagens séricas de fosfatase 

alcalina total e transaminases hepáticas, análises dos índices renal e hepático e 

da variação de massa corpórea. Resultados: A ligadura promoveu significante 

ROA, corroborado pelo aumento do nível NI na distal do 1º molar inferior e 

aumento da área de furca, bem como aumentou os níveis de IL-1β e IL-17 e a 

expressão de RANKL no tecido gengival em camundongos NT em comparação 

ao Naïve. Em contrapartida, a administração de APG (9 mg/kg) promoveu redução 

da ROA, do NI e da área de furca do primeiro molar inferior, manteve os níveis de 

IL-1β e IL-17 semelhantes aos do Naïve e aumentou a expressão de OPG. 

Sistemicamente, a APG não promoveu qualquer alteração significante nos 

parâmetros avaliados. Conclusão: A APG apresentou um perfil protetor ósseo, 
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provavelmente devido ao controle da progressão da doença através da 

modulação de citocinas osteoclastogênicas, além de ser segura sistemicamente. 

 
Palavras-chaves: Inflamação. Reabsorção óssea. Periodontite. Apigenina. 
 

 

 

INTRODUÇÃO  

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), nos países em 

desenvolvimento, cerca de 65 a 80% da população usa produtos naturais na 

atenção primária à saúde devido à sua disponibilidade, custo acessível e 

facilidade de manuseio [1]. A apigenina (4ʹ, 5,7-trihidroxiflavona) é um flavonoide 

natural, que recebe esta nomenclatura pois vem do gênero Apium, da família 

Apiceae [2]. É amplamente encontrada no aipo (Apium graueolens), na salsa 

(Petroselinum cripspum) [3] e na camomila (Matricaria recutita) [4]. Devido à sua 

baixa toxicidade, fácil disponibilidade, efeitos anti-inflamatórios e mecanismos 

imunorregulatórios [5,6], a APG vem ganhando interesse dos pesquisadores como 

um composto benéfico e promotor da saúde [3,7].  

 Especificamente sobre esse efeito anti-inflamatório, estudos  in vitro  e in 

vivo relatam o papel inibitório da APG na produção de mediadores pró-

inflamatórios, como óxido nítrico (NO) [6,8], interleucina (IL)-6 [9], IL-8 [10], IL-1β 

[11] e o fator de necrose tumoral (TNF)-α [12–15], na modulação de IL-17 e 

regulação negativa da expressão do fator nuclear (NF)-κB [12,16]. Além disso, 

estudos in vitro descrevem o papel inibitório da APG na produção de citocinas 

osteoclastogênicas, incluindo TNF ‐ α e IL ‐ 1β [17]. Portanto, a literatura tem 

relatado efeitos benéficos desse composto no osso, tanto em pesquisas in vivo 

como in vitro, o que justifica a investigação de seus efeitos em doenças 

reabsortivas ósseas, como é o caso da periodontite.  

. A periodontite é definida, de acordo com a última classificação das 

doenças e condições periodontais e peri-implantares da Academia Americana de 

Periodontia e da Federação Europeia de Periodontia em 2017, como “uma doença 

inflamatória multifatorial crônica, associada com biofilmes de placa disbiótica e 

caracterizada por progressiva destruição do aparelho de suporte dentário” [18]. 
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Altamente prevalente em humanos, a periodontite pode ocasionar a destruição 

dos tecidos de suporte dos dentes, como osso alveolar, ligamento periodontal e 

cemento radicular, podendo levar à perda dentária [18–21].  

Por se tratar de uma doença inflamatória, diversos mediadores 

inflamatórios participam do processo de destruição tecidual do periodonto, como 

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-17, prostaglandina E2, metaloproteinases de matriz (MMP) 

e NO [22–24], possuindo papel fundamental na patogênese da periodontite 

[25,26]. De fato, os níveis aumentados de interleucinas e TNF-α, observados na 

doença, favorecem a reabsorção óssea por estimularem a osteoclastogênese 

através da diferenciação de pré-osteclastos em osteoclastos maduros, pelo 

aumento da expressão do ligante do receptor ativador do fator nuclear κ-B 

(RANKL) e do seu receptor (RANK), e pela redução da expressão de 

osteoprotegerina (OPG) [24].  

Dada a notável capacidade da APG em modular diferentes mediadores 

da inflamação, incluindo citocinas osteoclastogênicas, o presente estudo propôs 

investigar a eficácia deste composto em uma condição inflamatória reabsortiva 

particular, a periodontite. Além disso, considerando que em alguns casos o 

tratamento periodontal convencional pode ter resultados limitados [27], sendo 

necessária, por vezes, terapia adjuvante [28], bem como que o tratamento da 

periodontite é um campo relativamente desconhecido para medicamentos 

fitoterápicos como adjuvante terapêutico, objetivou-se avaliar os efeitos da APG 

em um modelo de periodontite em camundongos.   
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MATERIAIS E MÉTODOS  

Apigenina  

       A apigenina (APG), 4′,5,7-Trihidroxiflavona, 5,7-Dihidroxi-2-(4-hidroxiphenil)-

4-benzopirona, apresentada como um sólido amarelo cristalino, foi adquirida junto 

à Sigma-Aldrich, com massa molar de 270,24 g/mol, número CAS 520-36-5, 

código do produto 10798 e com pureza acima de 95% (HPLC). Para a diluição da 

APG e grupo controle (NT) foi utilizada solução salina de NaCl 0,9% com 4% de 

polissorbato 80 (Tween 80®; TW80). 

 

Reagentes 

       Para coloração das lâminas histológicas, foi obtida a coloração de 

Hematoxicilina de Harris da empresa Larboclin (Pinhais, Paraná, Brasil) e Eosina 

da empresa Êxodo Científica (Hortolândia, São Paulo, Brasil). Para ELISA de IL-

1β e IL-17 foram utilizados os kits de citocinas e reagentes obtidos da empresa 

R&D Systems® (Minneapolis, Minessota, EUA). Para qRT-PCR de RANKL e 

OPG, foram obtidos Syber Green, Superscript, Primers e Trizol da empresa 

Thermo Fisher Scientific® (Waltham, Massachusetts, EUA). Para realização das 

dosagens bioquímicas de fosfatase alcalina total (FAT), aspartato 

aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT) foram adquiridos os 

reagentes da empresa LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). 

 

Animais e grupos experimentais 

       Foram utilizados 48 camundongos Swiss machos, com massa corpórea entre 

20 e 30 gramas. Os animais receberam ração comercial balanceada adequada e 

água à vontade, e permaneceram nas mesmas condições ambientais de ciclos 

claros/escuros de 12 h e temperatura de 22 °C durante todo o experimento. Este 

estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA, 

da Universidade Federal do Ceará campus Sobral sob número de protocolo 05/19. 

       Os grupos experimentais consistiram em três: Naive, Não tratado (NT) e 

Apigenina (APG). O grupo Naive, composto por 6 camundongos, não foi 

submetido à periodontite e não recebeu nenhum tipo de veículo. O grupo NT, 
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composto por 6 camundongos, os quais foram submetidos à periodontite induzida 

por ligadura e receberam veículo composto de solução salina NaCl 0,9% com 4% 

de polissorbato 80 (TW80), por gavagem, diariamente, a partir do dia de colocação 

da ligadura até o momento da eutanásia. E o grupo APG, foi subdividido em 3 

grupos, com 6 camundongos cada, os quais foram submetidos à periodontite 

induzida por ligadura e receberam APG nas doses de 1, 3 ou 9 mg/kg [29], por 

gavagem, diariamente, a partir do dia de colocação da ligadura até o momento da 

eutanásia. O protocolo experimental foi repetido nos grupos Naïve, NT e APG 9 

mg/kg para obtenção de tecido gengival para realização de qrtPCR para RANKL 

e OPG e dosagens bioquímicas de FAT, AST e ALT.   

 

 

Modelo de Periodontite induzida por ligadura 

       A periodontite foi induzida pela inserção bilateral de um fio de sutura de 

algodão 4.0 (Point Suture, Fortaleza) em torno dos primeiros molares inferiores, 

especificamente na região cervical desses dentes, de camundongos sob 

anestesia com a combinação de xilazina e quetamina (90 e 10 mg/kg, , 

respectivamente). Para inserção do fio, foram utilizados espaçadores digitais 

endodônticos C, a fim de criar um espaço entre o primeiro e o segundo molar, e a 

ligadura foi posicionada cuidadosamente no sulco gengival e o nó posicionado 

mesialmente. Os animais foram eutanasiados após 14 dias da indução da 

periodontite [30,31].  

 

Análise macroscópica e histométrica do osso alveolar  

       Para análise macroscópica, após a eutanásia dos animais, suas mandíbulas 

foram removidas e fixadas em formol tamponado a 10%, durante 24 horas. A 

hemiarcada direita foi dissecada e corada com azul de metileno a 1%, com o 

objetivo de discriminar o osso dos dentes, os quais se coram em menor 

intensidade [32,33]. Para a quantificação da reabsorção óssea, as peças foram 

fotografadas e as imagens foram, então, avaliadas junto ao programa de 

computador Image J (ImageJ 1.44p, National Institute of Health; EUA), 

considerando demarcação desde a junção cemento-esmalte (JCE) até a crista 
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óssea alveolar. Essa distância foi considerada como a reabsorção óssea alveolar 

(ROA) nos animais em que a periodontite foi induzida. Essa área foi comparada à 

outra previamente conhecida (5 x 5 mm2) [34].  

       Para a análise histométrica, as mandíbulas esquerdas foram removidas e 

fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas e desmineralizadas em EDTA 

10%, por aproximadamente 30 dias.  As peças foram, então, incluídas em parafina 

para realização de cortes seriados de 4 μm em micrótomo apropriado. As lâminas 

obtidas foram coradas pelo método hematoxilina e eosina. Posteriormente, 

imagens foram obtidas dessa região em microscópio (x100) e lançadas em um 

programa de computador Image J (ImageJ 48x, National Institute of Health; EUA). 

Para quantificação do nível de inserção, a face distal do primeiro molar foi usada 

para medir a distância linear da JCE até o fundo do sulco gengival ou da bolsa 

periodontal [35,36]. Na região de furca do primeiro molar foi considerada a área 

entre o ponto mais alto da crista óssea remanescente e o teto da furca, distância 

considerada como ROA nos animais em que a periodontite foi induzida [37].  

 

ELISA para TNF-α, IL-1β, IL-10 e IL-17  

       Para o ELISA, foram coletados tecidos gengivais das hemiarcadas direitas e 

esquerda dos animais no momento da eutanásia. Os níveis gengivais de IL-1β e 

IL-17 foram dosados nas referidas amostras. Para isso, os tecidos coletados 

foram homogeneizados e processados como descrito por Safieh-Garabedian et 

al. (1995) [38]. A detecção das proteínas IL-1β e IL-17 foi determinada por ELISA, 

como descrito previamente [39]. O resultado foi expresso em pg/ml. 

 

Reação de amplificação em tempo real (qRT-PCR) para RANKL e OPG 

       Para qRT-PCR, foram coletados tecidos gengivais das hemiarcadas direitas 

e esquerda dos animais no momento da eutanásia. O total de RNA foi extraído 

das amostras de tecido gengival usando TRIzol. A transcrição reversa foi realizada 

com o software SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, São Paulo, 

Brasil) seguindo as instruções do fabricante. A reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real (qRT-PCR) foi realizada no termociclador StepOne 

Real-Time PCR (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) usando SYBRR 

Green Master Mix, conforme indicado pelo fabricante. Os pares de primers usados 
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neste estudo foram: RANKL (TGAGCTATGGAAGGGGGTCA/ 

GTCCCAGCGCAATGTAACAA) e OPG (GAGACGCACCTAGCACTGAC/ 

AAGGGTTTCCTGGGTTGTCC). 

 

Análise sistêmica  

       No momento da eutanásia, foram coletadas 0,5 ml de sangue do plexo orbital 

de camundongos. A dosagem da fosfatase alcalina total (FAT), aspartato 

aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT) foram realizadas 

conforme metodologia descrita pelo fabricante (LABTEST®). O rim e o fígado dos 

animais também foram avaliados, por meio dos índices, calculados através da 

razão do peso úmido do rim esquerdo e fígado pelo peso do animal no dia da 

eutanásia. Por fim, todos os animais tiveram suas massas corpóreas medidas 

antes da cirurgia e, após esta, diariamente, durante os dias seguintes do período 

experimental. Os valores encontrados foram expressos como a variação de 

massa corpórea (g) em relação à massa inicial. 

Análise estatística 

       Os resultados paramétricos, de acordo com a normalidade, foram expressos 

como média ± EPM. Para comparações entre os grupos foram utilizados: One 

Way Anova seguido pelo teste de Bonferroni, teste t de Student não pareado ou 

Two Way Anova seguido pelo teste de Tukey, conforme a necessidade. Em todas 

as situações, foi adotado o nível de significância p<0,05. Será utilizado o programa 

de estatística GraphPad Prism® versão 5.0 (La Jolla-CA, EUA). 

 

RESULTADOS 

 

Efeito da APG na reabsorção óssea alveolar 

       A figura 1 ilustra que a colocação da ligadura no primeiro molar inferior 

promoveu um aumento (p<0,05) da região entre JCE-COA, indicando importante 

reabsorção óssea alveolar (ROA) nos camundongos que receberam somente 

veículo (Figura 1B e F) em comparação àqueles em que a periodontite não foi 
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induzida (Figura 1A e F). Embora a menor dose de APG (Figura 1C) não tenha 

prevenido essa ROA, os animais tratados com APG nas doses de 3 (Figura 1D) e 

9 (Figura 1E) mg/kg apresentaram significante redução da ROA quando 

comparado com o grupo NT (Figura 1F), demonstrando efeito protetor ósseo.  

 

 
Figura 1: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na reabsorção óssea alveolar em 
camundongos submetidos à periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de 
ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da indução da periodontite e diariamente até 
o momento da eutanásia, foi feita administração por gavagem de APG nas doses de 1, 3 e 9 
mg/kg ou de veículo (NT) nos animais. Os dados representam a média ± EPM da reabsorção 
óssea alveolar no 14º dia de experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relação ao 
NAIVE; ***p<0,05 em relação ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni). 

 
Microscopicamente, o grupo NT apresentou aumento significante (p<0,05) 

no nível de inserção na distal do 1º molar inferior (Figura 2B e D), bem como 

aumento da área de furca (Figura 2E), ambos em relação ao periodonto de 

animais do grupo Naïve (Figura 2A). A administração de APG 9 mg/kg diminuiu 



34 

 

 

 

significantemente (p<0,05) o nível de inserção e a área de furca do primeiro molar 

inferior (Figura 2C, D e E) 

 

 
Figura 2: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na análise histométrica do osso 
alveolar em camundongos submetidos à periodontite. A periodontite foi induzida pela 
colocação de ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da indução da periodontite e 
diariamente até o momento da eutanásia, foi feita administração por gavagem de APG 9 mg/kg 
ou de veículo (NT) nos animais. Os dados representam a média ± EPM do nível de inserção na 
distal do 1º molar inferior (A) e da área de furca do 1º molar inferior (B), ambos no 14º dia de 
experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relação ao NAIVE; ** p<0,05 em relação aoa 
NT; ***p<0,05 em relação ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni). 

 
 

 

Efeito da APG nos níveis gengivais de IL-1β e IL-17 

       Os níveis de IL-1β e IL-17 no tecido gengival dos animais NT apresentaram 

aumento significativo quando comparados com aqueles encontrados no tecido 

gengival de animais Naïve (p<0,05) (Figura 3A e B). Por sua vez, embora o 

tratamento com APG na dose de 9 mg/kg não tenha reduzido os níveis gengivais 
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de IL-1 β e IL-17 quando comparados aos do grupo NT, manteve os níveis dessas 

citocinas semelhantes ao de animais em que a periodontite não foi induzida 

(Naïve) (Figura 3A e B).  

 

Figura 3: Efeitos da APG nos níveis de IL-1β (A) e IL-17 (B) no tecido gengival de 
camundongos submetidos à periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de ligadura 
no primeiro molar inferior. 30 min antes da indução da periodontite e diariamente até o momento 
da eutanásia, foi feita administração por gavagem de APG na dose de 9 mg/kg ou de veículo (NT) 
nos animais. Os dados representam a média ± EPM dos níveis de e IL-1β (A) e IL-17 (B) no tecido 
gengival de animais, no 14º dia de experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relação ao 
NAIVE (ANOVA, Teste de Bonferroni). 

 
 

Efeito da APG na expressão gênica de RANKL e OPG  

       A expressão gênica de RANKL no tecido gengival dos animais NT aumentou 

significantemente quando comparados com àquela observada no tecido gengival 

de animais Naïve (p<0,05) (Figura 4A), enquanto, a administração de APG 9 

mg/kg diminuiu significantemente (p<0,05) a expressão de RANKL (p<0,05) 

quando comparada com o grupo NT (Figura 4A). 

Em relação à expressão gênica de OPG, embora não tenha sido observada 

diferença significante quando comparados os grupos NT e Naïve (Figura 4B), a 

administração de APG 9 mg/kg promoveu aumento significante na expressão 

gênica de OPG (p<0,05) quando comparado aos animais do grupo NT e Naïve 

(Figura 4B).  
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Figura 4: Efeitos da APG na expressão gênica do tecido gengival de camundongos 
submetidos à periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de ligadura no primeiro 
molar inferior. 30 min antes da indução da periodontite e diariamente até o momento da eutanásia, 
foi feita administração por gavagem de APG na dose de 9 mg/kg ou de veículo (NT) nos animais. 
Os dados representam a média ± EPM da expressão gênica de RANKL (A) e OPG (B) no tecido 
gengival de animais, no 14º dia de experimento, de 6 animais por grupo *p<0,05 em relação ao 
NAIVE; **p<0,05; ***p<0,05 em relação ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni). 

 

Efeitos sistêmicos da APG  

       Sistemicamente, não foram observadas diferenças significantes nos índices 

hepáticos e renais dos animais do grupo NT em relação ao grupo Naïve, o que foi 

corroborado pela ausência de alterações nos níveis séricos da FAT e das transaminases 

hepáticas (Tabela 1). O tratamento com APG 9 mg/kg também não promoveu quaisquer 

alterações nos índices hepático, renal ou nas dosagens bioquímicas das enzimas 

hepáticas (Tabela 1).  

Tabela 1. Efeitos do tratamento com apigenina (APG) nos índices hepático e 
renal e níveis séricos de fosfatase alcalina total e transaminases hepáticas de 
camundongos submetidos à periodontite. 

Análise/Grupos Naïve NT APG 9mg/kg 

  PERIODONTITE 

Índice Hepático (g) 0,048 + 19.10-4 0,051 + 10.10-4 0,050 + 13.10-4 

Índice Renal (g) 0,0081 + 2.10-4      0,0086 + 3.10-4 0,0083 + 2.10-4 

FAT (U/l) 108,5 + 19,27 82,23 + 20,64 92,30 + 19,49 

AST (U/l) 97,17 + 18,39 123,9 + 28,49 151,0 + 31,26 

ALT (U/l) 79,58 + 17,72 141,8 + 42,79 94,25 + 25,95 
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A periodontite foi induzida pela colocação de ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da indução 

da periodontite e diariamente até o momento da eutanásia, foi feita administração por gavagem de APG 

na dose de 9 mg/kg ou de veículo (TW80) nos animais. Os dados representam a média ± EPM dos índices 

hepático e renal e níveis séricos de fosfatase alcalina total, aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) no 14º dia de experimento (Anova, teste de Bonferroni). 

 

Ao longo de todo o período experimental, os animais tiveram suas massas 

corpóreas avaliadas. Observou-se que animais Naïve apresentaram aumento 

progressivo de massa corpórea até o 14º dia, enquanto os animais submetidos à 

periodontite apresentaram uma perda inicial de peso, seguida por um ganho 

progressivo, sem, no entanto, acompanhar a curva dos animais Naïve (p>0,05). 

Por fim, não houve alteração de massa corpórea dos animais tratados com APG 

em relação aos animais NT.  
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Gráfico 5: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na variação de massa corpórea de 
camundongos submetidos à periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de ligadura 
no primeiro molar inferior. 30 min antes da indução da periodontite e diariamente até o momento 
da eutanásia, foi feita administração por gavagem de APG nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg ou de 
veículo (NT) nos animais. Os animais tiveram suas massas corpóreas aferidas, diariamente, até o 
dia 14, quando foram eutanasiados. Os dados representam a média ± EPM da variação de massa 
corpórea em relação à massa inicial, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relação a NT (Two-Way 
ANOVA). 
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DISCUSSÃO  

A fitoterapia, caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas 

diferentes formas farmacêuticas, faz parte da cultura popular há milhares de anos. 

O interesse pelo estudo das   plantas   medicinais, seus componentes, 

mecanismos de ação e toxicidade têm crescido consideravelmente [40]. Entre 

1981 e 2019, foram aprovados 1.881 novos medicamentos, dos quais 

aproximadamente 41,2% foram obtidos de fontes naturais [40], pois, os produtos 

naturais exercem um papel relevante na cura e tratamento de diversas doenças 

[41–43].  

A literatura tem demonstrado que certos agentes farmacológicos 

fitoterápicos demonstram evidência promissora de efetividade no tratamento de 

doenças ósseas, como osteoartrose [44], osteoporose [45,46] e como adjuvante 

na periodontite [37,47,48]. Nesse contexto, no presente estudo, a administração 

do flavonoide APG mostrou-se promissora em um modelo de reabsorção óssea 

inflamatória, a periodontite, uma vez que reduziu a reabsorção óssea alveolar 

(ROA) e o nível de inserção, bem como, manteve os níveis gengivais de IL-1β e 

IL-17 semelhantes aos observados no periodonto de animais em que a doença 

não foi induzida, associada à diminuição da expressão gênica de RANKL e ao 

aumento da expressão de OPG.  

A APG é um flavonoide natural, que devido à sua baixa toxicidade, fácil 

disponibilidade [3,7], e efeitos anti-inflamatórios [49,50], vem ganhando interesse 

dos pesquisadores como um composto promotor de saúde [3,7], o que justifica o 

estudo de seus efeitos em condições ósseas inflamatórias, como a periodontite. 

Para isso, foi utilizado um modelo de reabsorção óssea alveolar por ligadura, que 

mimetiza as principais características da periodontite em humanos. A escolha 

desse modelo de estudo partiu de relatos da literatura que demonstram sucesso 

na indução de intensa ROA na instalação de ligadura no primeiro molar inferior de 

camundongos pelo período de 14 dias [30,31]. O que foi confirmado pelos nossos 

resultados, uma vez que após 14 dias de permanência do fio de algodão no 

primeiro molar inferior de camundongos, foi observado no grupo que recebeu 

apenas veículo (NT) um aumento significativo da região compreendida entre 
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junção cemento-esmalte e a crista óssea, bem como da área de furca, indicando 

importante ROA nesses animais. 

A reabsorção óssea observada na periodontite está relacionada ao 

processo inflamatório subjacente à doença [26], tal como ao aumento de citocinas 

pró-inflamatórias, como a IL-1β e a IL-17 [23,24]. No nosso estudo foi constatada 

a participação dessas citocinas no processo de destruição periodontal, visto que 

os animais com periodontite (NT) apresentaram elevação dos níveis gengivais de 

IL-1β e IL-17 em associação ao aumento da ROA e do nível de inserção. Por sua 

vez, a administração da APG 9 mg/kg manteve os níveis gengivais dessas 

citocinas semelhantes aos níveis dos animais em que a periodontite não foi 

induzida, indicando uma tendência da APG em impedir o aumento do processo 

inflamatório na periodontite. Relatos prévios da literatura também demonstram o 

efeito da APG na redução do nível de IL-1β em ratos com hemorragia 

subaracnóidea [51], em macrófagos murinos induzidos por lipopolissacarídeo de 

membrana [52] e em inflamação na pele de ratos [53]. Ainda de acordo com 

nossos resultados, estudos mostram a regulação negativa da IL-17 em modelo de 

asma murina [54,55]. 

Essas citocinas favorecem o processo de ROA, seja pelo recrutamento de 

outras citocinas pró-inflamatórias [56], seja pelo aumento da expressão de RANKL 

e RANK [24] e redução da expressão de OPG [24,57], o que favorece a 

osteoclastogênese [58,59]. A participação do eixo RANK/RANKL/OPG na 

periodontite tem sido descrita e envolve o aumento de RANKL e RANK e a 

diminuição de OPG [37,60,61] o que favorece a interação entre o RANKL e seu 

receptor RANK, com consequente ativação dos osteoclastos e aumento da 

reabsorção [62]. No presente estudo, foi observado aumento da expressão gênica 

de RANKL nos animais NT, enquanto o tratamento com APG 9 mg/kg reduziu a 

expressão de RANKL e aumentou a expressão de OPG, o que pode ser 

decorrente de seus efeitos nos níveis de IL-1β e IL-17, além de justificar o efeito 

protetor ósseo observado pela APG. Tais achados estão de acordo com estudos 

que descrevem os mesmos efeitos da APG em outras patologias ósseas, como a 

osteoporose, em que a APG atua como modulador do eixo RANK/RANKL/OPG 

[45,63], no entanto, não existem relatos de estudos que investiguem a atuação da 

APG na ROA observada na periodontite.  
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Por fim, a análise da variação de massa corpórea demonstrou que os 

animais submetidos à periodontite apresentaram perda de peso, esse fato se deve 

à realização do procedimento de indução da periodontite experimental, por conta 

da anestesia e da instalação do processo inflamatório local, o que gera dificuldade 

desses animais em se alimentarem nos primeiros dias após a indução. Ademais, 

a APG demonstrou ser um composto seguro sistemicamente, quando utilizada em 

modelo de periodontite experimental, por não interferir no ganho de massa 

corpórea dos animais e não ocasionar lesões hepáticas e renais, assim como a 

literatura tem descrito sobre sua baixa toxicidade [3,7]. 

 

 

CONCLUSÃO  

       A APG apresentou um perfil protetor ósseo, reduzindo a reabsorção óssea 

alveolar, provavelmente devido ao controle da progressão da doença através da 

modulação de citocinas osteoclastogênicas, além de ser segura sistemicamente.  
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7 CONCLUSÃO 

 

A APG reduziu a reabsorção óssea alveolar em camundongos, portanto 

representa uma ferramenta biotecnológica promissora como opção terapêutica 

segura em estudos pré-clínicos de periodontite experimental em camundongos e 

pode oferecer uma nova possibilidade de terapia periodontal adjuvante ao 

tratamento mecânico padrão da periodontite 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO PROJETO “AVALIAÇÃO DA 
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