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RESUMO

A fisiologia reprodutiva feminina depende da integridade dos mecanismos hormonais, celulares e
teciduais que regulam a foliculogénese e a homeostase ovariana. Alteragdes inflamatodrias
sist€émicas e o aumento do estresse oxidativo podem comprometer esses processos, interferindo
negativamente na maturagdo folicular e na qualidade reprodutiva. A periodontite ¢ uma doenga
inflamatoria cronica de alta prevaléncia que compromete os tecidos de suporte dental e atua como
um foco sist€émico de mediadores pro-inflamatdrios e estresse oxidativo. Essa inflamacao pode
interferir na homeostase ovariana, prejudicando a foliculogénese e a competéncia oocitaria,
comprometendo assim, a fertilidade feminina. Nesse contexto, compostos bioativos com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias tém sido investigados como alternativas
terap€uticas promissoras. O triterpeno semissintético 3f3,6f,16p-tripropioniloxi-lup-20(29)-eno
(CL-P2), derivado da espécie Combretum leprosum, destaca-se por seu potencial farmacologico.
Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do CL-P2 incorporado em hidrogel sobre a
foliculogénese em camundongos fémeas da linhagem Swiss submetidas a periodontite
experimental. Para esta investigacdo foram utilizados quarenta e oito animais (distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais): grupo Naive (sem manipulagdao; n=12), grupo
Salina (periodontite tratada com solugdo salina; n=12), grupo CL-P2 1 mg (periodontite tratada
com CL-P2 1 mg/kg; n=12) e grupo CL-P2 10 mg (periodontite tratada com CL-P2 10 mg/kg;
n=12). A periodontite foi induzida por ligadura durante 14 dias, periodo em que os animais
receberam uma dose duas vezes ao dia de solugdo salina ou CL-P2(1 mg ou 10 mg). Apds o
periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia, os ovarios foram processados
para classificacdo e avaliacdo do desenvolvimento folicular, integridade morfologica e densidade
do estroma. Os dados foram analisados por ANOVA seguida do teste de Bonferroni (p<0,05). Os
achados sugerem que o CL-P2 demonstrou efeito modulador sobre a sobrevivéncia folicular,
preservando a morfologia ovariana. O tratamento com 10 mg/kg reduziu a propor¢ao de foliculos
primordiais e aumentou a densidade do estroma tecidual. Esses achados evidenciam um efeito
dose-dependente do composto na modulagdo e protecdo do microambiente ovariano sob insulto
inflamatoério. Os resultados apontam o CL-P2 como um candidato promissor para a modulagdo da
funcdo ovariana, especialmente em contextos associados a inflamagdo sist€émica como a

periodontite.

Palavras chaves: Periodontite; foliculogénese; CL-P2; camundongos; perda dssea alveolar



ABSTRACT

Female reproductive physiology depends on the integrity of hormonal, cellular, and tissue
mechanisms that regulate folliculogenesis and ovarian homeostasis. Systemic inflammatory
changes and increased oxidative stress can compromise these processes, negatively interfering
with follicular maturation and reproductive quality. Periodontitis is a chronic inflammatory disease
of high prevalence that compromises dental support tissues and acts as a systemic focus of
pro-inflammatory mediators and oxidative stress. This inflammation can interfere with ovarian
homeostasis, impairing folliculogenesis and oocyte competence, thus compromising female
fertility. In this context, bioactive compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties
have been investigated as promising therapeutic alternatives. The semisynthetic triterpene
3B,6B,16P-tripropionyloxy-lup-20(29)-ene (CL-P2), derived from the species Combretum
leprosum, stands out for its pharmacological potential. This study aimed to investigate the effects
of CL-P2 incorporated into a hydrogel on folliculogenesis in female Swiss mice submitted to
experimental periodontitis. For this investigation, forty-eight animals were used (randomly
distributed into four experimental groups): Naive group (no manipulation; n=12), Saline group
(periodontitis treated with saline solution; n=12), CL-P2 1 mg group (periodontitis treated with
CL-P2 1 mg/kg; n=12), and CL-P2 10 mg group (periodontitis treated with CL-P2 10 mg/kg;
n=12). Periodontitis was induced by ligature for 14 days, during which the animals received a
twice-daily dose of saline solution or CL-P2 (1 mg or 10 mg). After the experimental period, the
animals were euthanized, and the ovaries were processed for classification and evaluation of
follicular development, morphological integrity, and stromal density. Data were analyzed by
ANOVA followed by Bonferroni's test (p<0.05). The findings suggest that CL-P2 demonstrated a
modulatory effect on follicular survival, preserving ovarian morphology. Treatment with 10 mg/kg
reduced the proportion of primordial follicles and increased tissue stromal density. These findings
evidence a dose-dependent effect of the compound in modulating and protecting the ovarian
microenvironment under inflammatory insult. The results point to CL-P2 as a promising candidate
for the modulation of ovarian function, especially in contexts associated with systemic

inflammation such as periodontitis.

Keywords: Periodontitis; folliculogenesis; CL-P2; mice; alveolar bone loss
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17

1. INTRODUCAO

A fisiologia reprodutiva feminina ¢ sustentada por uma complexa interagdo entre
mecanismos enddcrinos, celulares e moleculares responsaveis pela manutencdo da homeostase
ovariana e pela adequada progressao da foliculogénese. O desenvolvimento folicular depende do
equilibrio entre proliferacdo celular, regulacio hormonal, angiogénese e controle do estresse
oxidativo no microambiente ovariano. Alteragdes sist€émicas capazes de induzir respostas
inflamatorias cronicas podem comprometer esses processos, favorecendo alteracdes na ativagdo da
reserva folicular, na sobrevivéncia dos odcitos e na qualidade funcional do tecido ovariano (Sa et
al., 2025). Nesse contexto, evidéncias recentes demonstram que mediadores pro-inflamatdrios
circulantes, como TNF-a, IL-1p e espécies reativas de oxigénio, exercem impacto direto sobre a
dindmica folicular, promovendo desequilibrio redox e prejuizos a fisiologia reprodutiva (Catunda
et al., 2026).

Entre as condigdes associadas a inflamagao sistémica, a periodontite destaca-se como uma
doenca inflamatodria cronica multifatorial desencadeada por biofilmes patogénicos capazes de
induzir intensa resposta imunoinflamatdria do hospedeiro, culminando na liberacao persistente de
mediadores inflamatorios e estresse oxidativo sist€émico (Wang et al., 2025). Embora
classicamente relacionada a destrui¢do progressiva dos tecidos de suporte dental, a periodontite
tem sido associada a repercussdes sistémicas importantes, incluindo alteragdes em tecidos
metabolicamente ativos e sensiveis a inflamagdo, como o ovario. Dessa forma, compreender os
efeitos da inflamagdo sistémica sobre a fisiologia ovariana torna-se importante para elucidar
mecanismos envolvidos na disfun¢do reprodutiva e no comprometimento da foliculogénese em
condi¢des inflamatorias cronicas.

No ovario, esse desequilibrio redox pode resultar em danos a fungdo mitocondrial,
alteragdes na dinamica meiodtica dos oocitos, inducdo de apoptose em células da granulosa e
disfuncdo do corpo luteo, culminando em envelhecimento ovariano acelerado e redugdo da
competéncia embriondria (Wetzel et al., 2026). Adicionalmente, a ativagdo crénica do eixo
hipotalamo-hip6fise—adrenal leva ao aumento sustentado dos niveis de cortisol, o qual exerce
efeito inibitorio sobre o eixo hipotdlamo-hipofise—gonadal, reduzindo a secrecdo de
gonadotrofinas e comprometendo a esteroidogénese ovariana, especialmente a producdo de

estradiol (Geraghty et al., 2015).
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Nesse cendrio, a farmacologia de produtos naturais desponta como uma alternativa
promissora, utilizando a biodiversidade como uma fonte diversificada de metabdlitos secundarios
com alta especificidade bioldgica e perfis de seguranga favoraveis (Roustaei et al., 2023). No
contexto brasileiro, destaca-se a espécie Combretum leprosum Mart. (Combretaceae),
popularmente conhecida como "mofumbo". Tradicionalmente utilizada na medicina popular por
suas multiplas propriedades, o potencial terapéutico desta planta tem sido validado cientificamente
através do isolamento de triterpenos pentaciclicos do tipo lupano (Oliveira et al., 2026). A partir
do triterpeno natural 3f,6p,16p-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1), isolado da casca ou cerne do C.
leprosum, obteve-se por via semissintética 0 derivado esterificado

3PB,68,16pB-tripropioniloxilup-20(29)-eno, designado como CL-P2 (Garcez et al., 2025).

O CL-P2 tem demonstrado um perfil biotecnolégico promissor e seguranca pré-clinica
estabelecida. Investigacdes in vitro e in silico revelaram que este composto possui notavel
potencial osteogénico, interagindo com proteinas-chave como a BMP-2, componentes da via
WNT e o eixo RANK-L/OPG, o que favorece a proliferagdo e mineralizagdo de osteoblastos
(Nogueira-Junior et al., 2024). Além disso, o CL-P2 exibiu potente atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva, além de um efeito antirreabsortivo em modelos de osteoporose induzida por
glicocorticoides, preservando a microarquitetura 0ssea e elevando a densidade mineral (Garcez et

al., 2025).

Apesar desses avancos, permanece uma lacuna significativa na literatura no que concerne a
investigacao dos efeitos do CL-P2 sobre a fisiologia reprodutiva feminina, particularmente no
contexto da foliculogénese sob condicdes de inflamacdo sistémica (Shirafuji et al., 2026).
Considerando que a integridade folicular depende de um equilibrio rigoroso entre proliferacao,
diferenciagdo e apoptose celular, a identificagdo de compostos capazes de preservar esse equilibrio
em ambientes fisiopatologicos adversos representa uma estratégia inovadora e de elevado

potencial translacional (Hirano et al., 2025).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos da
Modulacao da periodontite por um Triterpeno Semissintético (Cl-P2) e suas consequéncias para a

foliculogénese ovariana em camundongos swiss fémeas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento embrionario e organizacao morfofuncional do ovario

O sistema reprodutivo feminino nos mamiferos constitui uma unidade funcional altamente
especializada, responsavel pela producdo de gametas competentes, pela regulacdo da homeostase
hormonal e pelo suporte bioldgico ao desenvolvimento embriondrio inicial (Figura 1) (Atwood et
al., 2016). Como 6rgao central deste sistema, o ovario desempenha fungdes exocrinas e enddcrinas
essenciais, apresentando uma arquitetura estrutural compartimentada em epitélio germinativo,
tunica albuginea, cortex periférico e medula vascularizada (Li et al., 2021).

Anatomicamente, o ovario maduro organiza-se em duas regioes distintas com composicdes
celulares e fungdes interdependentes: o cortex periférico e a medula central, cada uma com
composi¢des celulares e fungdes especializadas. Essa organizagdo regional ¢ fundamental para a
fungdo ovariana, com o coértex abrigando principalmente a reserva ovariana e a medula servindo
como centro vascular e esteroidogénico (Campo et al., 2021).

O cortex ¢ a camada periférica, composta por um estroma de tecido conjuntivo densamente
celularizado, que contém a grande maioria da reserva folicular ovariana, incluindo foliculos
primordiais, primarios, secundarios e antrais em varios estigios de desenvolvimento. E nesta
regido que ocorrem os eventos centrais da oogénese e da foliculogénese. A andlise de células
individuais identificou seis tipos celulares principais no cortex ovariano humano: odcitos, células
da granulosa, células imunes, células endoteliais, células perivasculares e células
estromais(Wagner et al., 2020). O cortex ¢ envolvido pela tinica albuginea, uma cépsula fibrosa
que circunda todo o ovario, (Campo et al., 2021).

Durante o desenvolvimento, os foliculos primordiais migram progressivamente para locais
mais periféricos dentro do cortex, ocupando aproximadamente 41% do comprimento cortical com
20 semanas de desenvolvimento fetal, 53% ao nascimento e 68% aos 8 meses poOs-natais. Os
foliculos primdrios sdo tipicamente encontrados no cortex interno (30-40% do comprimento
cortical em recém-nascidos), enquanto os foliculos secundérios e antrais estdo posicionados
proximos ao limite cortico-medular (Sforza et al., 2003).

A medula, localizada na por¢do central, ¢ composta por tecido conjuntivo frouxo, sendo
ricamente vascularizada e inervada, o que garante o suporte nutricional e a via de transporte para

as sinaliza¢des hormonais sistémicas (Yin et al., 2025).
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Figura 1: Representagdo esquematica da oogénese e da dindmica da foliculogénese ovariana ao
longo do desenvolvimento. Inicialmente, as células germinativas primordiais (CGPs) migram para
a crista gonadal durante o periodo embriondrio, onde ocorre intensa proliferagdo celular e entrada
em meiose no ovdario fetal. No periodo neonatal, os odcitos sdo circundados por células
foliculares, formando os foliculos primordiais que constituem a reserva ovariana. Durante a vida
reprodutiva, os foliculos passam progressivamente pelos estagios de foliculo primario, secundario
e antral, acompanhados pela diferenciacdo das células da granulosa e da teca, vascularizagao
folicular e formagdao do complexo cimulus-o6cito. O desenvolvimento culmina com a formagao
do foliculo pré-ovulatorio e a ovulagdo do odcito maduro no ovario adulto.
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2.2 Oogénese

A oogénese ¢ o processo pelo qual as células germinativas femininas (oogdnias) se
desenvolvem em od6citos maduros capazes de fertilizagdo, iniciando-se durante a vida fetal e
completando-se somente ap0s a fertilizagdo (Wang et al., 2021). Ao contrario da espermatogénese,
que ¢ continua e produz quatro gametas funcionais por divisdo meidtica, a oogénese ¢

descontinua, produz apenas um odcito funcional por divisao (com corpusculos polares) e envolve

uma parada meiotica prolongada (Nishimura et al., 2017).
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Por volta da 6* a 8 semana de desenvolvimento embrionario, as células germinativas
primordiais (PGCs), originadas no epiblasto, migram para as cristas gonadais e diferenciam-se em
oogodnias. Na 12 * semana milhares de oogonias iniciam a Profase I da primeira divisdo meidtica.
Um ponto critico da oogénese ¢ a parada meiotica. O processo ¢ interrompido e as células entram
num estado dormente como odcitos primarios. Devido ao nucleo grande, sio chamadas de
vesiculas germinativas (De Felici et al., 2005).

Esta dorméncia pode durar décadas, até que o estimulo hormonal na puberdade reinicie o
processo. Sob a influéncia do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, durante cada ciclo
menstrual, o odcito retoma a meiose I (He et al.,2021).

O pico pré-ovulatério do hormédnio luteinizante (LH) induz a ovulagdo e desencadeia a
retomada da meiose, a ruptura da vesicula germinativa e a progressao da profase meiotica I para a
metafase 11, onde o oo6cito para novamente até a fertilizagdo. Se a fertilizagdo ocorrer, o 06cito
completa a meiose Il , seguida de fusdao com o ntcleo do esperma e preparagdao para divisoes

zigoticas; caso contrario, ¢ passado para o Utero e degenera (Pei et al., 2023).

2.3 Foliculogénese

A foliculogénese inicia-se com a ativagdo dos foliculos primordiais dormentes, que
constituem o pool de reserva ovariana (Figura 2). Esses foliculos sdo formados por um odcito
interrompido em dictidteno da profase I da meiose, envolto por uma Unica camada de células
pré-granulosas escamosas. A manutengdo da quiescéncia e o controle da taxa de ativacdo desse
pool sdo rigidamente regulados por vias de sinalizagdo intraovarianas, como PI3K/AKT-FOXO3,
PTEN e TSC-1, que atuam como importantes mecanismos supressores da ativacdo precoce. Essas
vias integram sinais metabolicos, fatores de crescimento e estimulos locais, garantindo o equilibrio
entre dorméncia e recrutamento folicular. Assim, a preservagdo da reserva ovariana e,
consequentemente, a longevidade da vida reprodutiva feminina dependem da manutengdo

adequada desse estado de quiescéncia (Li et al., 2021).

Uma vez ativados, os foliculos evoluem para o estagio de foliculo primario, caracterizado
pela transformagdo das células da granulosa de morfologia escamosa para cuboide, com aumento
da atividade mitotica e intensificacdo da comunicagdo bidirecional entre odcito e granulosa,
mediada por jun¢des comunicantes (gap junctions) e fatores paracrinos, como GDF-9 e BMP-15.

O oocito também aumenta de volume e intensifica sua atividade metabdlica (Bernabé et al., 2020).
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A medida que o foliculo progride para o estigio secundario (ou pré-antral), ocorre a
proliferacdo das células da granulosa, que passam a se organizar em multiplas camadas ao redor
do o6cito. Concomitantemente, ha a deposi¢ao da zona pelicida, matriz extracelular glicoproteica
composta principalmente por ZP1, ZP2 e ZP3, fundamental para o reconhecimento espermatico e
protecao do odcito. Nesse estagio, inicia-se o recrutamento e a diferenciacao de células do estroma

ovariano circundante, que passam a constituir a teca folicular (Palma et al., 2012).

A teca diferencia-se em duas camadas distintas: a teca interna e a teca externa. A teca
interna ¢ altamente vascularizada e apresenta fun¢do enddcrina, sendo responsavel pela produgao
de androgenos sob estimulo do hormonio luteinizante (LH). Esses androgenos difundem-se para
as células da granulosa, onde sdo aromatizados em estrogénios pela a¢do da aromatase, estimulada
pelo hormonio foliculo-estimulante (FSH), caracterizando o modelo das duas células e duas
gonadotrofinas. Ja a teca externa ¢ composta predominantemente por tecido conjuntivo fibroso e
células musculares lisas, desempenhando fun¢ao estrutural e contribuindo para o suporte mecanico

do foliculo em crescimento (Binelli et al., 2010).

Com a progressdao do desenvolvimento, o foliculo atinge o estdgio antral (ou terciario),
caracterizado pela formag¢do do antro folicular, cavidade preenchida por liquido rico em
esteroides, proteinas e fatores de crescimento que constituem um microambiente essencial para a
maturagdo oocitaria. Nessa fase, as células da granulosa diferenciam-se funcionalmente em
granulosa mural, com maior atividade esteroidogénica, e células do cumulus oophorus, que
permanecem intimamente associadas ao oocito, mantendo intensa comunicagdo metabolica

necessaria para a aquisicado da competéncia oocitaria (Hsueh et al., 2015).

A partir do estagio antral, o crescimento folicular torna-se progressivamente dependente
das gonadotrofinas. O FSH estimula a proliferacdo da granulosa e a producdo de estradiol,
enquanto o LH atua principalmente na teca interna, promovendo a sintese de androgenos. O
aumento sustentado de estradiol possibilita a selegdo de um foliculo dominante, que apresenta
maior sensibilidade ao FSH e maior capacidade esteroidogénica, enquanto os demais foliculos

recrutados sofrem atresia por apoptose (Liu et al.,2019).

O foliculo dominante evolui para o estdgio pré-ovulatorio (foliculo de Graaf),
caracterizado por grande antro e elevada produgdo estrogénica. O pico de LH desencadeia a

retomada da meiose pelo odcito, que progride até metafase II com extrusdo do primeiro
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corpusculo polar, além de promover a expansao do cimulus, o remodelamento da parede folicular

e a ruptura ovulatdria (Binelli et al., 2010).

Apo6s a ovulagdo, as células da granulosa e da teca interna sofrem luteinizagdo, formando o
corpo luteo, estrutura responsavel pela producao de progesterona, essencial para a preparagao do
endométrio a possivel implantagdo embrionaria. Na auséncia de fecundacao, ocorre regressao
luteal e formacdo do corpo albicans; caso haja fecundagdo, o corpo luteo ¢ mantido pela acdo do

hCG até que a placenta assuma a fun¢do enddcrina (Liu et al.,2019).

Figura 2. Imagem representativa da estrutura basica de foliculos ovarianos A) primordial, B)

primario, C) secundario e D) antral.
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2.4 Fisiopatologia da doenca periodontal e sua relacio com o fisiologia reprodutiva feminina

A periodontite ¢ uma das patologias cronicas mais prevalentes na humanidade, afetando
gravemente cerca de 1,07 bilhdo de pessoas globalmente (Lancet et al., 2025). Caracteriza-se

como uma condic¢ao inflamatoria multifatorial que resulta na destrui¢do progressiva dos tecidos de
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suporte dental, compostos pela gengiva, pelo ligamento periodontal e pelo osso alveolar (Figura
3). A patogénese desta condi¢do ¢ mediada pela resposta inflamatdria exacerbada do hospedeiro

frente ao desafio microbiano disbiodtico (Simpson et al., 2022).

Figura 3. Representagdo esquematica comparativa entre um periodonto saudavel e um periodonto
acometido por periodontite. Observa-se, no tecido saudavel, integridade gengival e manutencao do
nivel dsseo alveolar. Em contraste, a periodontite caracteriza-se pelo acumulo de placa bacteriana
e calculo dentario, formagdo de bolsa periodontal, inflamacdo gengival e reabsorcdo Ossea,
alteragOes associadas a resposta inflamatdria cronica e a destruicdo progressiva dos tecidos de
suporte dental.
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Fonte: O Autor

Os mecanismos propostos que ligam a doenga periodontal a disfuncdo ovariana
fundamentam-se em um estado de inflamagao cronica de baixo grau, desregulacdo imunoldgica e
translocacdo de mediadores inflamatorios para a circulagdo sistémica (Wetzel et al., 2026). No
sitio periodontal, a resposta imune ativa queratinocitos, neutréfilos, macréfagos e linfocitos, que
liberam uma cascata de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-17 e IL-23) e espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Neurath et al., 2024). A liberagcdo persistente desses mediadores
estabelece um ciclo de feedback positivo que retroalimenta a proteolise e a inflamacao sistémica

(Sedghi et al., 2021).

Desta forma, a periodontite gera aumentos sistémicos de mediadores lipidicos, como as
prostaglandinas, e citocinas que podem atravessar a barreira hematofolicular e perturbar o

microambiente ovariano (Ameho et al., 2025). A partir do estresse oxidativo cronico, o
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hipotalamo ¢ estimulado a liberar o hormonio liberador de corticotrofina (CRH), que, por sua vez,
induz a hipofise a secretar o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) (Figura 4). Este hormonio
atua sobre o cortex da glandula adrenal, promovendo a liberacdo de glicocorticoides,
principalmente o cortisol. Em condi¢des fisiologicas, o cortisol exerce um mecanismo de
retroalimentacdo negativa, reduzindo a secre¢do de CRH e ACTH, contribuindo para a
manutencdo da homeostase. Entretanto, em situagdes de estresse cronico, esse mecanismo
regulatorio torna-se insuficiente, resultando na manuten¢do de niveis persistentemente elevados de

cortisol.(Geraghty et al., 2015).

Nesse contexto, os glicocorticéides passam a exercer efeitos inibitérios sobre o eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal. No nivel hipotaldmico, observa-se redugdo da secregdo pulsatil do
hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), mediada tanto por agdo direta dos glicocorticoides
quanto pela modulacdo de reguladores upstream, incluindo a diminuicdo da expressao de
kisspeptina ¢ o aumento da atividade do hormoénio inibidor de gonadotrofinas (GnIH)(Ubuka et

al., 2012).

Como consequéncia, ocorre redu¢do da liberagdo de hormonio luteinizante (LH) e, em
menor grau, do hormoénio foliculo-estimulante (FSH) pela hipofise, comprometendo a adequada
estimulagdo ovariana. Nos ovarios, niveis elevados de glicocorticoides contribuem para a
diminui¢do da atividade da aromatase, reducdo da sintese de estradiol e prejuizo na responsividade

ao LH, além de favorecerem processos de apoptose folicular (Geraghty et al., 2015).
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Figura 4: Representacdo esquematica das interagdes entre o estresse € 0s €iXo0s
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) e Hipotalamo-Hipofise-Gonadal (HHG). O estimulo
estressor promove ativacao hipotalamica com liberacdo de CRH, estimulando a hipéfise anterior a
secretar ACTH e, subsequentemente, induzindo a produgdo de cortisol pela glandula adrenal. O
aumento dos niveis de cortisol exerce efeito inibitorio sobre o eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal,
reduzindo a liberagdo de GnRH, FSH e LH, além de modular negativamente a atividade da
aromatase e a producdo de estradiol. Essas alteragdes comprometem a resposta folicular ao LH,
favorecendo disfungdes na foliculogénese, alteracdes enddcrinas ovarianas e aumento da apoptose
celular no tecido ovariano.
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Em condigdes fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) operam como
moléculas de sinalizacdo essenciais durante a oogé€nese e o desenvolvimento folicular. Niveis
basais de EROs regulam a expressdo génica, a angiogénese intratecal e a esteroidogénese, sendo o
equilibrio redox intrafolicular um requisito fundamental para os eventos mediados por

gonadotrofinas e para a maturagdao meiotica (Biswas et al., 2021; Xie et al., 2021).

Para sustentar essa homeostase e a viabilidade oocitaria, as células utilizam mecanismos de
controle de qualidade mitocondrial, com destaque para a Resposta de Proteina Desdobrada
Mitocondrial (UPRmt). Esta via atua como um sistema adaptativo que monitora a proteostase da
matriz mitocondrial; em situagdes de estresse leve a moderado, a protease CLPP degrada proteinas
mal dobradas, gerando peptideos sinalizadores que induzem a transcri¢do nuclear de chaperonas e
enzimas antioxidantes para restaurar a funcao da organela (Seli et al., 2019). Entretanto, quando a
producao de EROs excede as defesas antioxidantes ou quando mecanismos como a UPRmt sdo
comprometidos como observado na deficiéncia de CLPP , ocorre o acimulo deletério de proteinas
danificadas e estresse oxidativo exacerbado, resultando em disfun¢do mitocondrial e depleg¢ao

folicular acelerada (Seli et al., 2019).

Neste cenario de desequilibrio, o estresse oxidativo atua como um "iniciador" da atresia
folicular ao deflagrar a via apoptoética intrinseca (Figura 5) (Wang et al., 2021; Prasad et al., 2016).
A via apoptdtica intrinseca ¢ deflagrada no momento em que o incremento das espécies reativas
de oxigénio (EROs) intracelulares frequentemente associado a danos gendmicos, estresse do
reticulo endoplasmatico e privacdo de fatores de crescimento culmina na alteragdo da
permeabilidade mitocondrial (Hotchkiss et al., 2009). Esse evento inicial atua como o gatilho para
a translocagdo de proteinas pro-apoptoticas, notadamente o citocromo ¢, do espago

intermembranar para o compartimento citosolico (Murphy et al., 2016).

Subjacente a essa translocacdo, as EROs operam um mecanismo bifasico fundamentado na
oxidagdo da cardiolipina. Em um primeiro estagio, o estresse oxidativo promove a peroxidagado
deste fosfolipidio, responsavel pela ancoragem do citocromo ¢ a membrana mitocondrial interna.
Tal oxidacgdo dissocia o complexo citocromo c-cardiolipina, elevando a fracdo de proteina soluvel
disponivel. Em um segundo estagio, as EROs induzem a permeabilizacio da membrana
mitocondrial externa, possivelmente via interacdo com o canal anidnico dependente de voltagem
(VDAC), viabilizando o efluxo proteico definitivo para o citoplasma (Ott et al., 2007; Petrosillo et
al., 2003).
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Uma vez alcancado o citosol, o citocromo c inicia a organizagdo da fase de execugdo da
apoptose ao associar-se ao fator ativador da protease apoptotica-1 (Apaf-1). Essa unido recruta a
pro-caspase-9 para constituir o apoptossomo, um complexo multimérico que estabiliza a caspase-9
em sua conformagdo ativa (Call et al., 2008). A ativacdo desta caspase iniciadora desencadeia, por
sua vez, a cascata proteolitica das caspases efetoras 3, 6 e 7. A atividade dessas enzimas sobre
substratos celulares vitais e a consequente ativacdo de DNases resultam nos marcos morfologicos

da apoptose, como a fragmentagdo do DNA e a retragdo citoplasmatica (Madesh et al., 2001).

r

O mecanismo de acdo deste processo ¢ controlado pelo equilibrio entre membros
pro-apoptoticos (BAX, BAK) e antiapoptoéticos (Bcl-2, Bel-xL) da familia Bel-2 (Wu et al., 2013).
Sinais de estresse oxidativo ativam proteinas restritas ao dominio BH3, que neutralizam
antagonistas antiapoptoticos ou ativam diretamente BAX/BAK, inclinando a balanga celular em
favor da morte programada (Hougardy et al., 2005). E importante ressaltar, entretanto, que a
magnitude do acumulo de EROs ¢ o determinante final do destino celular: enquanto niveis
moderados induzem a apoptose, o estresse oxidativo exacerbado pode inibir a atividade das
caspases, direcionando a célula para uma via de morte necrotica. Tal dualidade reforca o papel

critico do equilibrio redox na defini¢do do fenotipo da morte celular (Hampton et al., 1998).

Figura 5: Representagdo esquematica da via intrinseca da apoptose mediada pela mitocondria.
Sinais apoptdticos promovem a ativagdo de proteinas pré-apoptdticas da familia BH3, levando a
ativacdo de BAX e BAK e consequente permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial. Esse
processo resulta na liberagdo de citocromo C e SMAC para o citoplasma. O citocromo C
associa-se ao fator ativador da protease apoptética-1 (APAF1), promovendo a formacao do
apoptossomo e a ativacdo da caspase-9. Subsequentemente, ocorre a ativacdo das caspases
executoras 3, 6 e 7, culminando no apoptose celular. As proteinas antiapoptoticas BCL-2 e
BCL-X, bem como a proteina inibidora de apoptose XIAP, atuam regulando negativamente
diferentes etapas dessa cascata apoptdtica.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2026).

O estresse oxidativo atua como um '"iniciador" da atresia folicular, desencadeando a
apoptose na maioria das células germinativas do ovario (Wang et al., 2021). A via intrinseca da
apoptose mediada pela mitocondria desempenha um papel importante na eliminagdo de células

germinativas em condigdes de estresse oxidativo (Prasad et al., 2016).

Em condicdes fisiologicas, as EROs (espécies reativas de oxigénio) funcionam como
moléculas de sinalizacdo essenciais durante a ovogénese, mas quando a producdo excede as
defesas antioxidantes, ocorre estresse oxidativo com efeitos prejudiciais a qualidade do odcito e a
fertilidade. Baixos niveis de EROs sdao utilizados para a sinalizagdo celular e regulacdo da
expressdo génica dentro dos foliculos, e o equilibrio redox intrafolicular ¢ essencial para os
eventos foliculares mediados por gonadotrofinas, incluindo a esteroidogénese e a maturacao

meiotica (Biswas et al., 2021).

Tabela 1 - Evidéncias cientificas sobre os efeitos da inflamag¢do e estresse oxidativo na

homeostase ovariana e desfechos reprodutivos.

Autor(es) Ano Achados principais

Jiao et al. 2021 O estresse oxidativo em oocitos pode destruir a montagem
do fuso, a funcdo mitocondrial ¢ a estrutura do DNA, e
induzir a apoptose e dificultar a maturacao.

Sha et al. 2021 O acumulo de EROs causa rupturas de DNA e falha no
reparo gendmico, reduzindo o aporte de nutrientes ao odcito
e acelerando o envelhecimento ovariano.

Cao et al. 2018 | O dano oxidativo bloqueia o desenvolvimento das células da
granulosa e desencadeia a atresia folicular.

Kles et al. 2026 | A inflama¢do oral propaga-se sistemicamente (via
bago/linfonodos) até o ovdario, alterando citocinas e
reduzindo as taxas de nascidos vivos.

Korkmaz et al. 2026 | A viabilidade da gestacdo depende de um microambiente
com baixa carga oxidativa, estabelecendo uma relacdo direta
entre o potencial antioxidante do organismo e as taxas de
sucesso reprodutivo.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2026)
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2.5 Modelos murinos como ferramenta experimental em estudos biomédicos

A utilizagdo de modelos animais na pesquisa cientifica permanece como um pilar
indispensavel para o progresso da biomedicina, permitindo o mapeamento de mecanismos
fisiopatoldgicos complexos e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que seriam eticamente
invidveis em seres humanos. Nesse cendrio, os camundongos da linhagem Swiss sdo altamente
relevantes devido ao seu status de linhagem nao consanguinea (outbred), o que lhes confere uma
diversidade genética e variabilidade fenotipica que mimetizam, com maior fidedignidade, a
heterogeneidade encontrada em populacdes humanas. Tal caracteristica torna esses modelos
particularmente valiosos para investigagdes em que o background genético pode modular as
respostas experimentais, como ocorre na toxicologia, farmacologia e, primordialmente, na

biologia reprodutiva (Oliveira et al., 2020).

A hegemonia dos murinos na pesquisa biomédica justifica-se pelo fato de compartilharem
aproximadamente 99% de seu material genético com a espécie humana, o que possibilita a
modelagem de patologias com elevada relevancia molecular e funcional. Além da proximidade
genética, seu pequeno porte, o ciclo reprodutivo acelerado e a alta prolificidade tornam o uso
desses animais uma alternativa economicamente viavel e metodologicamente pratica para estudos
de larga escala (BRUTER et al., 2024). Somado a isso, os camundongos adaptam-se com
facilidade a condi¢des de alojamento padronizadas, o que otimiza a reprodutibilidade e a

comparabilidade estatistica entre diferentes centros de pesquisa (LOGAN et al., 2019).

No ambito da fertilidade feminina, o uso de modelos murinos ¢ estratégico para ensaios de
toxicidade reprodutiva, permitindo avaliar com precisdo os impactos de substancias sobre a
morfologia folicular e o desenvolvimento embriondrio inicial (ALVES-PIMENTA et al., 2024).
Atualmente, protocolos para esses testes encontram-se rigorosamente estabelecidos, incluindo
bioensaios especializados como o teste uterotropico, voltado para a avaliagdo da estrogenicidade, e
o cultivo de embrides inteiros (whole-embryo culture), que possibilita uma observacao direta de

potenciais efeitos embriotoxicos (TUNG et al., 2019).

A funcionalidade ovariana nessas fémeas ¢ operacionalizada por meio de um ciclo estral
ritmico e robusto, com duracdo média de quatro a cinco dias, sendo essencial para organizar
temporalmente os processos fisiologicos e endocrinos necessarios a reproducdo (ALVORD et al.,

2024). Este ciclo ¢ subdividido em quatro fases distintas, identificaveis pela citologia vaginal e
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caracterizadas por flutuagdes hormonais especificas. O proestro associa-se a maturagao folicular e
ao incremento nos niveis de estrogénio e prolactina, culminando no estro, periodo de
receptividade sexual e pico de atividade fisica onde ocorre a ovulagdo. Subsequentemente, o ciclo
progride para o metaestro e o diestro, sendo este Ultimo o estagio de maior duragdo, marcado por
concentracdes basais de estrogénio e niveis elevados de progesterona, fundamentais para a
manutencdo latea e o equilibrio do microambiente reprodutivo (PHILLIPPS et al., 2022;
ALVORD et al., 2024). Assim, o dominio dessa cronologia bioldgica em camundongos Swiss
prové a base necessaria para investigar como intervencoes terapéuticas ou patologias sistémicas

impactam a longevidade e a competéncia reprodutiva feminina.

Quanto ao uso de murinos para avaliagdo dos efeitos da periodontite e avaliacdo do
desenvolvimento folicular, ja existem protocolos bem estabelecidos pelo Laboratorio de
Farmacologia de Sobral e Laboratorio de Biotecnologia e Fisiologia da Reprodugao (Franca et al.,

2022; Sa et al., 2025).

2.6 Avaliacio do potencial bioativo de Combretum leprosum Mart. na pesquisa

farmacologica

As plantas medicinais constituem uma importante matriz biotecnologica para a prospeccao
de novos farmacos, sendo amplamente exploradas em virtude da diversidade estrutural e funcional
de seus metabolitos secundarios (Roustaei et al., 2023). Nesse contexto, a familia Combretaceae
destaca-se globalmente por abrigar géneros de elevada relevancia etnofarmacologica,
especialmente o género Combretum, que compreende aproximadamente 370 espécies (Pietrovski

et al., 2000).

No cendrio da biodiversidade brasileira, Combretum leprosum Mart., popularmente
conhecido como “mofumbo”, ocupa posi¢ao de destaque na medicina tradicional do Nordeste
(Figura 6). As partes aéreas da planta — como cascas, folhas e flores — sao tradicionalmente
utilizadas na forma de infusdes, decoc¢des ou xaropes para o tratamento de hemorragias uterinas,
distarbios gastrointestinais e afec¢des respiratorias, incluindo asma e coqueluche. Além disso, a
espécie ¢ reconhecida por suas propriedades sedativas e hemostaticas (Pietrovski et al., 2006;

Oliveira et al., 2026).
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Figura 6. Imagens representativas da espécie Combretum leprosum Mart., evidenciando aspectos
morfoldgicos da planta, incluindo habito arboreo, folhas, inflorescéncias e estruturas reprodutivas.
Popularmente conhecida como mofumbo, a espécie pertence a familia Combretaceae e apresenta
ampla distribuicdo no bioma Caatinga, sendo descrita na literatura por seu potencial
farmacologico associado a propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e cicatrizantes.

Fonte: https://reflora.jbrj.gov.br/

A atividade terapéutica de C. leprosum estd intimamente relacionada a sua composicao
fitoquimica, com destaque para os triterpenos pentaciclicos, considerados seus principais
constituintes bioativos. Nesse contexto, a fracdo fitoquimica CLF-1, obtida a partir do extrato da
planta, tem sido amplemente investigada por concentrar compostos com relevante atividade
biologica (Coutinho et al., 2022). Estudos demonstram que essa fragdo apresenta efeitos
antinociceptivos significativos, evidenciados pela reducdo das constrigdes abdominais induzidas
por acido acético, além de potente acdo anti-inflamatoria, com diminuicao expressiva da migracao
de neutrofilos e dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1 (Longhi-Balbinot

et al., 2012).

A versatilidade farmacologica dessa espécie também se estende as areas de regeneragao

tecidual e infectologia. Evidéncias indicam que a fragdo CLF-1 acelera o processo de cicatrizagao
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por meio da inducdo precoce da angiogénese e da sintese de matriz extracelular, favorecendo a
organizacdo de miofibroblastos e a contracdo da ferida ja nos estdgios iniciais do reparo (do
Nascimento-Neto et al., 2015). Adicionalmente, destaca-se sua atividade leishmanicida, com
eficicia superior a terapias convencionais em modelos experimentais, aliada a um perfil reduzido
de citotoxicidade (Sombra et al., 2023). No contexto de doengas inflamatorias cutaneas, como a
psoriase, essa fragdo demonstrou efeitos antiproliferativos em queratinodcitos, além de ativar
receptores de corticosteroides sem induzir os efeitos adversos tipicos dos corticoides sintéticos

(Horinouchi et al., 2013; 2017).

No sistema respiratorio, o extrato etandlico de C. leprosum apresenta propriedades
espasmoliticas e antioxidantes, sendo capaz de reduzir a hiperreatividade traqueal e a hipertrofia
muscular bronquica em modelos experimentais de asma (Oliveira et al., 2026). A seguranga do
uso dessa espécie ¢ respaldada por estudos toxicologicos, que demonstram elevada dose letal
média (DL50 de 4722 mg/kg), indicando ampla margem de seguranga terapéutica (Lira et al.,
2002). Além disso, efeitos gastroprotetores t€ém sido descritos, envolvendo o fortalecimento da
barreira mucosa e a inibicdo da secrecdo acida (Nunes et al., 2009; Cavalcanti et al., 2019). Em
conjunto, essas propriedades consolidam C. leprosum como uma plataforma bioativa promissora,

com potencial aplicacdo em estratégias terap€uticas voltadas a modulagdo de processos

inflamatorios e regenerativos.

Dentre os compostos identificados nessa matriz fitoquimica, destaca-se o triterpeno
3B,6PB,16P-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1), um dos constituintes isolados que serviu como base
para o desenvolvimento de derivados semissintéticos com propriedades otimizadas. A partir desse
composto, foi sintetizado o derivado esterificado 3[,6p,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno
(CL-P2), com o objetivo de aprimorar a biodisponibilidade e potencializar a interagdo molecular

com alvos biologicos especificos (Garcez et al., 2025).

O CL-P2 apresenta um perfil biotecnologico promissor, sustentado por evidéncias
pré-clinicas de seguranca e eficacia. Estudos in vitro e in silico demonstram seu potencial
osteogénico, mediado pela interacdo com proteinas-chave envolvidas na formagdo dssea, como
BMP-2, a via Wnt/B-catenina ¢ o eixo RANK-L/OPG, promovendo a proliferacio e a
mineralizacdo de osteoblastos (Nogueira-Junior et al., 2024). Além disso, o composto exibe
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva significativa, atuando como agente antirreabsortivo
em modelos de osteoporose induzida por glicocorticoides. Nessas condi¢des, o tratamento foi

capaz de preservar a microarquitetura 6ssea e aumentar a densidade mineral (Garcez et al., 2025).
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Diante desse conjunto de evidéncias, o CL-P2 emerge como uma ferramenta
farmacoldgica de grande relevancia, ndo apenas para o tratamento de desordens dsseas sistémicas,
mas também como um potencial modulador de processos inflamatoérios cronicos associados a
perda tecidual, como observado na periodontite. Sua aplicacdo pode, portanto, representar uma
estratégia inovadora com impacto translacional significativo, especialmente no contexto de

doengas sistémicas que interferem na homeostase tecidual e na satde reprodutiva.

2.7 Aplicacdes farmacoldgicas dos triterpenos na modulacio do metabolismo 0sseo

A homeostase do tecido 6sseo ¢ regida por um equilibrio dindmico entre a neoformacgao
osteoblastica e a reabsorcdo osteoclastica, processo que encontra nos triterpenos uma via
proeminente de modulagdo terapéutica. Essas moléculas exibem um potencial farmacoldgico
bifasico: simultaneamente estimulam a linhagem formadora e atenuam a atividade degradativa
(Bellavia et al., 2021). De acordo com Kim et al., 2018, essa regulagdo fundamental ocorre pelo
ajuste da razdo Osteoprotegerina (OPG)/RANKL, o que resulta no silenciamento de reguladores
mestres da osteoclastogénese — como NFATcl, c-Fos e a enzima catepsina K — enquanto

promove a expressao de proteinas de matriz, como a fosfatase alcalina (ALP) e o colageno tipo I.

No ambito da inovacdo biomédica, triterpenos semissintéticos, como os derivados da
espéciec Combretum leprosum, demonstram alta eficacia osteogénica ao interagir com vias
candnicas de sinalizagdo, especificamente a BMP-2 e a cascata Wnt/B-catenina. A modulacao de
alvos como o receptor LRP6 e a inibi¢do da esclerostina (Nogueira-Junior et al., 2024) posicionam
esses compostos como indutores criticos da mineralizagdo 6ssea. Adicionalmente, a preservacao
do compartimento osteoblastico contra danos citotoxicos € essencial; o acido ursolico (AU), por
exemplo, exerce um papel citoprotetor ao estabilizar a integridade mitocondrial e inibir a apoptose
via sinalizagdo PI3K-AKT-Bcl2, mitigando o colapso do potencial de membrana induzido pelo
estresse oxidativo (Wang et al., 2026). Complementarmente, o AU restringe a diferenciacdo de
osteoclastos por meio da inibi¢do de vias de autofagia, reduzindo a expressdo de marcadores

especificos (Zheng et al., 2020).

Essa versatilidade mecanistica apresenta aplicabilidade direta na regeneracao de defeitos
Osseos complexos, como os observados na periodontite e no reparo alveolar. O acetato de acido
oleandlico (AOA) atua como um modulador do microambiente de cicatrizacdo pds-exodontia;
analises de microtomografia computadorizada (micro-CT) confirmam que o tratamento com AOA

acelera a neoformacdo Ossea ao coordenar a reducdao de infiltrados inflamatorios (marcadores
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F4/80 e IL-6) e o estimulo a angiogénese (via CD31), processos orquestrados pela sinalizagao

TGF-B e Wnt (Adhikari et al., 2019).

No contexto da doenca periodontal, a betulina demonstra capacidade singular de atenuar a
perda ossea induzida por Porphyromonas gingivalis, restaurando a expressao de mRNAs e
proteinas essenciais para a osteogénese, notadamente a osteopontina (OPN) e o fator de
transcrigdo RUNX2 (Kim et al.,, 2022). De forma convergente, a obacunona, um triterpeno
limondide, reforga este potencial ao promover a diferenciacdo osteoblastica desde fases precoces
via ativagdo do eixo BMP2/RUNX2/B-catenina, culminando em uma mineralizagdo robusta
evidenciada pelo aumento da sialoproteina d6ssea (BSP) (Park et al., 2021). Em sintese, os
triterpenos transcendem a fun¢do meramente anti-inflamatoria, atuando como verdadeiros
moduladores osteoimunoldgicos capazes de reprogramar o metabolismo do alvéolo dental para

favorecer o reparo tecidual efetivo.

2.8 Aplicacoes de Hidrogéis na Liberacao Controlada e Direcionada de Firmacos

Os hidrogéis representam plataformas versateis para a administracdo controlada de
pequenas moléculas, farmacos macromoleculares e células, oferecendo um controle espacial e
temporal rigoroso sobre a cinética de liberacdo. Devido as suas propriedades fisicas ajustaveis e
degradabilidade controlavel, essas redes poliméricas tridimensionais sdo capazes de proteger
farmacos labeis da degrada¢do prematura, permitindo uma entrega precisa e localizada que
minimiza a toxicidade sistémica e otimiza a eficacia terap€utica em diversas aplicagdes clinicas

(Li etal., 2016).

A evolu¢ao desses sistemas permitiu o desenvolvimento de hidrogéis responsivos a
estimulos, que atuam como sistemas "inteligentes" ao reagir a gatilhos ambientais como pH,
temperatura, luz, enzimas, potencial redox e campos magnéticos. Essa funcionalidade permite a
liberagdo de farmacos sob demanda em locais-alvo, detectando alteracdes patologicas e liberando
concentracdes Otimas do agente terapéutico sem comprometer os tecidos saudaveis adjacentes

(Rizzo et al., 2021).

Além da funcdo de carreadores, os hidrogéis servem como arcabougos (scaffolds)
estruturais altamente eficazes que mimetizam a matriz extracelular (MEC) nativa. Por meio de
suas redes poliméricas hidrofilicas, alto teor de dgua e propriedades bioquimicas e biofisicas

ajustaveis, esses sistemas regulam diretamente processos de adesdo, migracdo, proliferagdo e
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diferenciagdo celular (Goswami et al., 2026). Essa capacidade de recapitular diversas
caracteristicas da MEC natural torna os hidrogéis particularmente atraentes para a engenharia de
tecidos, permitindo o encapsulamento celular em um ambiente tridimensional altamente hidratado,
mecanicamente estavel e poroso, que mimetiza o microambiente dos tecidos nativos (Malda et al.,

2013; Li et al., 2023).

No campo da odontologia regenerativa, hidrogéis injetaveis e termossensiveis demonstram
eficacia significativa na regeneracdo periodontal ao permitir uma administragdo minimamente
invasiva diretamente nas bolsas periodontais. Esses sistemas sdo projetados para atender a triade
fundamental da cicatrizagdo periodontal: tratamento antibacteriano, controle da inflamagdo e
indugdo da regeneracao tecidual (Wang et al., 2026). Tais hidrogéis sofrem uma transi¢ao sol-gel a
temperatura corporal em aproximadamente cinco minutos, adaptando-se aos contornos irregulares
das bolsas e resistindo a lavagem pelo fluido crevicular gengival, o que possibilita uma liberagao

sustentada por periodos superiores a 21 dias (Xu et al., 2019; Wang et al., 2026).

Atualmente, os hidrogéis baseados em quitosana/p-glicerofosfato (CS/B-GP) constituem a
plataforma mais extensivamente estudada para intervengdes periodontais (Tan et al., 2023). Estes
sistemas exibem excelente biocompatibilidade e possuem redes porosas tridimensionais que
suportam a proliferagdo celular e a diferenciacdo osteogénica, apresentando uma cinética de
liberacdo ajustavel que favorece a restauragdo da altura do osso alveolar e da inser¢do periodontal

por meio de efeitos anti-inflamatorios e regenerativos simultaneos (Xu et al., 2019).
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3. JUSTIFICATIVA

Nesse contexto, a periodontite destaca-se como uma doenga inflamatoria cronica
multifatorial de elevada prevaléncia mundial, caracterizada pela destrui¢do progressiva dos tecidos
de suporte dental e pela liberagdo sistémica persistente de mediadores pré-inflamatorios e espécies
reativas de oxigénio (Wu et al., 2026). Evidéncias recentes sugerem que essa condi¢do pode
repercutir negativamente sobre a fisiologia reprodutiva, interferindo na dinamica folicular, na
esteroidogénese ovariana e na homeostase do eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal (Ameho et al.,

2025).

A relevancia dessa interface torna-se ainda mais evidente diante do cenario crescente da
infertilidade, considerada um importante problema de saude publica global. Estima-se que
aproximadamente 143,3 milhdes de mulheres em idade reprodutiva (15—49 anos) convivam com
infertilidade (Lin et al., 2025), condicdo que ultrapassa os limites bioldgicos e se associa a
impactos sociais, emocionais € econdmicos expressivos. Além disso, a infertilidade compromete
direitos reprodutivos fundamentais, incluindo a autonomia no planejamento familiar
(Zegers-Hochschild et al., 2013), estando frequentemente relacionada a estigmatizagdo,

sofrimento psicoldgico e vulnerabilidade social, especialmente entre mulheres (OMS, 2025).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, destaca-se que processos inflamatérios cronicos € o
estresse oxidativo sistémico exercem papel importante na disfun¢do ovariana, interferindo
diretamente na foliculogénese. Esse processo, dependente da integra¢do entre sinais hormonais,
metabolicos e celulares, pode ser afetado por alteragdes no equilibrio redox e pela exposi¢do
continua a mediadores inflamatorios. Tais alteragdes comprometem a funcdo das células da
granulosa, a esteroidogénese, a maturacdo folicular e a competéncia oocitaria, além de
favorecerem a ativagdo precoce de vias apoptoticas, culminando em atresia folicular e redugao da

reserva ovariana (Shirafuji et al., 2026).

Apesar dos avangos recentes na area, incluindo estratégias antioxidantes, modulacao
mitocondrial e intervengdes voltadas a preservagdo da funcdo ovariana, ainda existem limitagdes
importantes no desenvolvimento de terapias eficazes, seguras e acessiveis (Hirano et al., 2025).
Nesse cenario, ¢ crescente o interesse cientifico por compostos naturais com propriedades

bioativas que possibilitem terapias integradas.

A dinamica folicular ¢ controlada por uma complexa rede de sinalizacdo que envolve
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comunica¢do entre oocito e células somadticas, equilibrio redox, remodelamento da matriz
extracelular, regulacdo hormonal e controle da apoptose folicular. Alteragdes nesses mecanismos
podem comprometer a ativagdo da reserva ovariana, o crescimento folicular e a maturacao

oocitaria, repercutindo diretamente na fertilidade feminina.

O Combretum leprosum, espécie nativa da Caatinga brasileira, destaca-se como uma fonte
de metabolitos secundarios, especialmente triterpenos, amplamente descritos por suas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e imunomoduladoras (Santos et al., 2026; Miranda
et al., 2022; Renda et al., 2021). Dentre seus derivados, o composto CL-P2 apresenta um perfil
biotecnoldgico relevante, com evidéncias de seguranca pré-clinica e atividade bioldgica
significativa, incluindo efeitos anti-inflamatorios, antinociceptivos e potencial modulador de

processos celulares (Nogueira-Junior et al., 2024; Garcez et al., 2025).

Apesar dos avancgos recentes na area, ainda ha uma lacuna significativa na literatura quanto
a compreensdo dos efeitos do CL-P2 sobre a fisiologia reprodutiva feminina, especialmente no
que se refere a modulagdo da foliculogénese e a protecdo do tecido ovariano frente a condigdes
inflamatorias e ao estresse oxidativo. A integridade e o desenvolvimento folicular dependem de
mecanismos complexos que envolvem proliferacdo e diferenciagdo celular, comunicagdo entre
odcito e células somadticas, equilibrio redox e regulacdo da apoptose. Alteragdes nesses processos
podem comprometer a dindmica folicular e, consequentemente, a fertilidade feminina. Nesse
contexto, a investigacdo de compostos bioativos capazes de modular essas vias celulares
representa uma estratégia promissora para ampliar a compreensao dos mecanismos que regulam a
funcdo ovariana e contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas voltadas a

preservagao da fertilidade.

Nesse contexto, levanta-se a hipotese de que o CL-P2 possa atuar como um agente
modulador da fun¢do ovariana, contribuindo para a manutengao da homeostase redox, reducao do
dano inflamatorio e inibigdo de vias apoptoticas associadas a atresia folicular. Tal abordagem
apresenta potencial ndo apenas para ampliar o conhecimento sobre a interface entre doengas
inflamatorias sistémicas e a funcdo reprodutiva, mas também para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas inovadoras, baseadas em produtos naturais, com aplicabilidade
translacional. Dessa forma, o presente estudo se justifica pela necessidade de aprofundar a
compreensdo dos efeitos sistémicos da periodontite sobre a fisiologia ovariana e pela relevancia de
investigar o CL-P2 como uma ferramenta terapéutica promissora na preservacao da saude

reprodutiva feminina.
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4. HIPOTESES

4.1 Hipotese do Estudo

O CL-P2 apresenta efeito modulador sobre a fisiologia reprodutiva feminina, atuando na
manutencdo da homeostase ovariana, na regulacao da foliculogénese e na protecdo do tecido
ovariano frente aos danos induzidos pela inflamacdo sistémica e pelo estresse oxidativo em

modelo de periodontite induzida em camundongos fémeas.

4.2 Hipotese Nula (Ho)

O tratamento com CL-P2 ndo promove alteragdes significativas na dindmica folicular, na
integridade ovariana ou nos mecanismos celulares associados a inflamacdo, estresse oxidativo e

apoptose em camundongos submetidos a periodontite experimental.

4.3 Hipotese Alternativa (H))

O tratamento com CL-P2 promove efeitos benéficos sobre a fungdo ovariana, modulando
a dindmica da foliculogénese, reduzindo danos inflamatorios e oxidativos, preservando a
integridade folicular e regulando mecanismos celulares relacionados a apoptose e a sobrevivéncia

folicular em camundongos submetidos a periodontite experimental.



40

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da periodontite experimental sobre a fisiologia reprodutiva feminina,
investigando a influéncia do CL-P2 na dinamica da foliculogénese, na viabilidade e morfologia
dos foliculos ovarianos, bem como na densidade do estroma ovariano de camundongos fémeas

submetidas a periodontite experimental.
5.2 Objetivos especificos

e Apresentar, por meio de revisao da literatura, a relacdo entre a doenca periodontal e a
fisiologia reprodutiva feminina.

e Investigar, por analise histologica, os efeitos da periodontite experimental e do CL-P2
sobre a morfologia e a viabilidade dos foliculos ovarianos em camundongos fémeas.

e Avaliar a influéncia da periodontite e do tratamento com CL-P2 na dinamica folicular,
considerando o quantitativo de foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento.

® Analisar os efeitos do CL-P2 sobre a densidade celular do estroma ovariano de

camundongos fémeas submetidas a periodontite experimental.
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ABSTRACT: Female infertility is a multifactorial condition affecting approximately 17.5% of the
world's population. Recently, periodontitis, a chronic inflammatory disease resulting from oral
biofilm dysbiosis, has been identified as a critical systemic risk factor. The translocation of
pathogens such as Porphyromonas gingivalis (Pg) and the release of pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, IL-1B) into the bloodstream establish a mechanistic link that compromises the
homeostasis of the female reproductive system. To elucidate the immunoinflammatory and
molecular mechanisms by which periodontal disease interferes with female fertility, emphasizing
the impacts on ovarian physiology and endometrial receptivity. The study is based on a critical
analysis of scientific evidence, integrating epidemiological data from the WHO, international
classifications of periodontal diseases, and findings from multicenter clinical studies. Furthermore,
it utilizes the support of animal experimental models for the analysis of histomorphometric and
molecular variables (follicular reserve and hormone receptor expression) that could not be detailed
in humans due to ethical limitations. In the reviewed articles, evidence demonstrates that
periodontitis significantly increases the time to conception (TTC) from 5.0 to 7.1 months. In
addition, at the ovarian level, the inflammatory load induces oxidative stress and mitochondrial
dysfunction, promoting follicular apoptosis and oocyte DNA damage. In the uterus, Pg infection
and the increase in matrix metalloproteinases (MMP-8) cause an abnormal upregulation of
estrogen (ER-0) and progesterone (PR) receptors, preventing decidualization and embryo
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implantation. Additionally, periodontal comorbidity acts as an inflammatory amplifier in patients
with PCOS and endometriosis, exacerbating the severity of these conditions. Periodontitis acts as
an aggressive systemic modulator of reproductive function. The integration between the
periodontium and the reproductive axis is sustained by an inflammatory-oxidative cascade that
impairs both oocyte quality and the endometrial microenvironment. Therefore, periodontal health
must be considered an inseparable pillar of family planning, making dental screening essential in
assisted reproduction protocols to optimize the chances of conceptual success.

Keywords: Female infertility; Periodontitis; Oxidative stress; Endometrium; Ovarian reserve;
Systemic health.

1. Introduction

Female infertility is clinically defined as the inability to achieve pregnancy after 12
months of regular and unprotected sexual intercourse in women under 35 years of age, or after 6
months in women aged 35 or older (ASRM, 2013). This condition transcends the biological
sphere, establishing itself as a global public health issue affecting approximately 17.5% of the
adult population (WHO, 2023). The etiology of infertility is multifactorial, encompassing genetic,

hormonal, anatomical, immunological, and psychosocial determinants (Crosignani et al., 2009).

In this context, periodontitis, a chronic inflammatory disease that affects the supporting
tissues of the teeth, has been increasingly associated with systemic health and female fertility. The
underlying mechanisms linking periodontal disease to systemic health include chronic
inflammation and immune system dysregulation. The pathology is currently understood as a state
of persistent immunological imbalance. The disruption of the gingival barrier facilitates the
translocation of pathogens and their byproducts into the bloodstream, triggering a low-grade
systemic inflammatory cascade. This condition establishes a mechanistic link with several
non-communicable diseases, such as diabetes mellitus and cardiovascular disorders, consolidating
periodontitis as a significant risk factor for the instability of global organic homeostasis (Hasan et

al., 2025).

The impact of this inflammatory load on the female reproductive axis is primarily
mediated by the oxidative stress cascade. The dissemination of pro-inflammatory cytokines and
the systemic increase in reactive oxygen species (ROS) find an integrating center of cellular
damage in the ovarian mitochondria (Xu et al., 2025). Mitochondrial dysfunction induced by

chronic inflammatory stimuli compromises oocyte quality by promoting mitochondrial DNA
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mutations and meiotic spindle instabilities. This redox imbalance extends to the uterus and
endometrium, where persistent inflammation can alter endometrial receptivity and impair the
nidation process, creating a hostile microenvironment for early embryonic development (Dekel et

al., 2010; Xu et al., 2025).

Clinical evidence suggests that this inflammatory and oxidative dysregulation can
exacerbate the pathogenesis of conditions such as Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) and
Endometriosis, both characterized by a persistent systemic inflammatory profile. Studies
demonstrate a positive correlation between the severity of periodontitis and the worsening of
symptoms in these pathologies, suggesting that oral health directly influences the severity of the
reproductive condition (Wang et al., 2023; Zhou et al., 2023). Recently, animal model studies have
deepened this understanding by demonstrating that infection by Porphyromonas gingivalis (Pg)
induces uterine hypertrophy and an abnormal upregulation of estrogen a (ER-a) and progesterone
(PR) receptors, resulting in a lower number of births and nidation failures (Kamei-Nagata et al.,

2025).

Despite the growing body of evidence, a significant gap remains in interdisciplinary care,
as oral health is frequently neglected in infertility investigation protocols. The vulnerability lies in
the fact that asymptomatic oral inflammatory processes can sabotage reproductive interventions
without being diagnosed, highlighting the urgent need to integrate periodontal care into family
planning. In this scenario, the use of animal experimental models becomes imperative, as it allows
for the investigation of the chronology of follicular and uterine degradation under inflammatory

stress in a controlled manner.

Given the ethical complexity of investigating such mechanisms in humans, the use of
animal models is fundamental. These models allow for rigorous control of variables and detailed
histomorphometric analysis of ovarian and uterine structures, enabling an understanding of how
induced periodontitis impacts follicular reserve and reproductive functionality at molecular and
tissue levels. Such models enable the analysis of mechanistic variables that, due to ethical and
methodological limitations, could not be detailed in clinical studies with humans, conferring upon
this dissertation a fundamental role in understanding the reproductive pathophysiology associated

with periodontitis (S4 et al., 2025).

Thus, the present chapter aims to highlight the immunoinflammatory and molecular

mechanisms by which periodontal disease compromises female fertility, focusing on the ovarian
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and endometrial impact. It seeks to clarify the importance of preserving periodontal health as an
essential adjuvant strategy for maintaining the homeostasis of the reproductive system, providing
insights for an integrated clinical approach aimed at protecting the follicular reserve and

optimizing the uterine environment for successful conception.

2. Pathophysiology of Periodontal Disease

According to the classification of the World Workshop on the Classification of
Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions (2017), periodontal pathologies are
primarily divided into gingivitis and periodontitis. While gingivitis represents a reversible
inflammatory response, its therapeutic neglect culminates in progressive degenerative changes in

the supporting tissues.

In individuals with a healthy periodontium and regular oral hygiene habits, an eubiotic
biofilm is observed, characterized by its structural immaturity and constant renewal. This
condition prevents the establishment of pathogenic bacterial communities and maintains a
microbial environment compatible with periodontal health. In these cases, Gram-positive cocci
and bacilli predominate, especially streptococci, along with representatives of the so-called
yellow, blue, green, and purple bacterial complexes, whose presence is associated with a stable

and non-inflammatory oral ecosystem (Pérez-Chaparro et al., 2014).

This balance, however, can be compromised through neglect in oral hygiene care. The
reduction in the mechanical removal of the biofilm favors its maturation and colonization by
microorganisms with greater pathogenic potential that belong to the "Red Complex," such as
Porphyromonas  gingivalis, Tannerella forsythia, and Treponema denticola (Figure 1),
characterizing a process of dysbiosis (Socransky et al., 1998; Carrizales-Sepulveda et al., 2018).
Therefore, periodontitis can be understood as a clinical manifestation of an ecological imbalance

in the subgingival biofilm (Van Dyke et al., 2020).



47

P. gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
P intermedia
P. micros
P. nigrescens
S. constellatus

S. mitis

S. oralis

S. sanguis
Streptococcus sp.

S. gordonii

Actinomyces S. intermedius

species

V. parvula
A. odontolyticus

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. acltino. a

Figure 1: Classification of periodontal microbial complexes adapted from Socransky et al. (1998),
highlighting the bacterial distribution in chromatic complexes according to their correlation with

periodontal health and periodontitis severity.

Bacterial colonization begins in the cervical regions of the teeth, where the dentogingival
plaque provides a microenvironment conducive to the proliferation and protection of these
microorganisms, even against topical antimicrobial agents. Bacterial adhesion to oral surfaces and
host cells occurs through specific structures, such as fimbriae and LPS molecules, which function
as adhesins and enable interaction with cellular receptors. This interaction not only favors the
persistence of pathogens in the oral environment but also triggers host immune responses

(Socransky et al., 1998; Carrizales-Sepulveda et al., 2018).

The presence of periodontal pathogens in the oral cavity, through their virulence factors,
promotes the activation of various immune system cells, including T and B lymphocytes,

macrophages, and neutrophils (Yucel-Lindberg; Bage, 2013). These cells represent the initial line
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of defense, being rapidly recruited to the site of infection (Valerio; Kirkwood, 2018), where they
initiate the production of pro-inflammatory cytokines to eliminate pathogenic microorganisms and

enhance the host's immune response (Mantovani et al., 2019).

As a result of this immune activation, there is a release of inflammatory mediators, such
as TNF-a, IL-1pB, IL-8, and prostaglandin E2 (PGE2) (Figure 2), which exert direct effects on the
destruction of periodontal tissues (Garlet et al., 2010). Furthermore, this process stimulates the
production of matrix metalloproteinases (MMPs), enzymes responsible for the degradation of the

collagen fibers that support the periodontium (Pan et al., 2019).

Among these cytokines, IL-1, IL-8, and TNF-a play an important role in the continuous
recruitment of neutrophils to the inflammatory site, perpetuating local inflammation. IL-1, in
particular, also induces the expression of the receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
(RANKL) in osteoblasts and T-helper lymphocytes, promoting osteoclast differentiation and

favoring the process of alveolar bone resorption (Pan et al., 2019).

From a histological perspective, periodontal inflammation leads to the destruction of the
bone crest in the coronary region, the degradation of periodontal ligament fibers, and the apical
migration of the junctional epithelium from the cementoenamel junction. The inflammatory
process also spreads to the tissues adjacent to the periodontal pocket, worsening tissue damage

(Kinane et al., 2017).
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Figure 2: Illustrative scheme of the pathogenesis of periodontitis, showing the activation of the
inflammatory response induced by the subgingival biofilm, the release of pro-inflammatory
cytokines, and the mechanisms involved in alveolar bone resorption. Adapted from Machado et al.

(2020).
2.1 Systemic Impact of Periodontitis on Ovarian Physiology

Periodontitis, due to its systemic inflammatory nature, exerts an impact that extends
beyond the limits of the oral cavity, influencing distant organic structures. The progression of this
disease is closely associated with the release of pro-inflammatory mediators and reactive oxygen
species (ROS) which, upon reaching the bloodstream, destabilize systemic homeostasis (Pouliou
et al., 2024). In the periodontium, this condition acts as a catalyst for the destruction of supporting
tissues, while at the cellular level, it promotes the degradation of proteins, nucleic acids, and

membrane lipids (Almerich-Silla et al., 2015).

To counter this aggression, the organism mobilizes a complex antioxidant arsenal,
including the enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) (Novakovic
et al., 2014). However, when the inflammatory load is persistent, as in chronic periodontitis, this
redox balance is violated, generating negative repercussions in the ovarian microenvironment
(James et al., 2023). In this scenario, mitochondria act as an integrating center that connects

oxidative stress to cellular aging. As elucidated by Xu et al. (2025), the mitochondrial genome
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(mtDNA) is significantly more vulnerable to oxidative attack than nuclear DNA, both due to its

proximity to the respiratory chain and the absence of protective histones.

This vulnerability is exacerbated by the fact that ROS can inhibit the activity of DNA
polymerase gamma (POLG), the primary enzyme for mtDNA replication and repair. Under
oxidative stress, the efficiency of this enzyme can be reduced by up to 50%, resulting in the
accumulation of mutations, such as the formation of 8-oxo-guanine, and the progressive depletion
of mitochondrial content (Xu et al., 2025). This ovarian energetic collapse triggers the intrinsic

apoptosis pathway (Figure 3) via the release of cytochrome ¢ (Barbalho et al., 2024).

Interestingly, ROS exhibit an ambivalent character in fertility; at controlled levels, they
function as essential messengers for meiosis and ovulation (Ribas et al., 2022). However, in
excess, they become pathogenic mediators associated with conditions such as endometriosis and
polycystic ovary syndrome (Weng et al., 2023). Oocyte vulnerability is intensified by ovarian
senescence, as the long meiotic arrest increases exposure to accumulated damage (Wu et al.,
2022). Xu et al. (2025) reinforce that this mitochondrial deterioration is a primary determinant of
premature cellular aging, inducing instabilities in the meiotic spindle and failures in cytoskeleton
dynamics (Zhang et al., 2018; Xu et al.,, 2025). Such alterations increase the incidence of
chromosomal segregation errors, culminating in a sharp decline in oocyte competence and female

reproductive efficacy (Yang et al., 2020).



51

Growth
P

Atresia

Figure 3: Schematic representation of mitochondrial dysfunction resulting from ovarian energy
collapse, culminating in the activation of the intrinsic apoptosis pathway, mediated by the release

of cytochrome ¢ and apoptosome formation. Adapted from Barbalho et al. (2024).

In view of this, we highlight that cytokines resulting from the periodontitis process, as
well as hormonal changes, are involved in the death of ovarian follicles starting from the

secondary follicle stage (Fraser et al., 2006).

2.2 Molecular Mechanisms of Periodontal Disease and Clinical Repercussions on Human

Fertility

Female subfertility has a multifactorial etiology, classically associated with advancing
chronological age, high body mass index (BMI), and deleterious lifestyle habits. However, recent
investigations have positioned periodontal health as an important determinant of time to
conception (TTC). Evidence from the multicenter SMILE study, analyzed by Hart et al. (2012),
demonstrates that Periodontal Disease (PD) exerts a deleterious influence on the speed of
spontaneous conception. Women diagnosed with the pathology presented a mean TTC of 7.1
months, in contrast to the 5.0 months observed in healthy individuals (P=0.019). The clinical
relevance of this condition is reinforced by its higher prevalence (34.9%) in the group that
exceeded the 12-month threshold to conceive, suggesting that oral inflammation acts as an

underlying risk factor for clinical infertility.
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From a molecular and risk analysis perspective, Nwhator et al. (2014) quantified the
impact of this inflammation on the probability of reproductive success. By correlating the
Community Periodontal Index (CPI) with the expression of Matrix Metalloproteinase-8 (MMP-8),
the authors observed that an increase in gingival inflammation reduces the chances of pregnancy
by 52% (OR: 0.482; P=0.02). In cases of advanced periodontitis, the prognosis becomes even
more reserved, with an 84% reduction in the probability of conception (OR: 0.157; P<0.01). It is
important to note that although the logistic regression model confirmed the impact of age—with a
15% decline in fertility for each year (OR: 0.842; P<0.01)—the periodontal variable remained a

significant independent predictor.

This inflammatory profile and tissue degradation state, evidenced by high MMP-8
activity, are frequently stimulated by specific microbiological activities. Paju et al. (2017) pointed
out that the prevalence of the bacterium Porphyromonas gingivalis (Pg) in saliva is significantly
higher in women who did not succeed in conceiving (8.3% vs. 2.1%; P=0.032). Beyond bacterial
presence, the host's immune response proves decisive, as the detection of high salivary antibody
titers (IgA and IgG) against Pg increases the risk of reproductive failure over one year by 3.75

times.

Kamei-Nagata et al. (2025) established that Pg acts as a direct disruptor of uterine
physiology through its hematogenous dissemination. The pathogen and its lipopolysaccharides
(LPS) induce an abnormal and persistent upregulation of estrogen receptor alpha (ER-a) and
progesterone receptors (PR) in the endometrium. This molecular disorder prevents the hormonal
"silencing" necessary for decidualization, keeping the uterus in a constant proliferative state that
renders the implantation window unfeasible. Consequently, the saturation of these receptors
nullifies the functional competence of the endometrium, resulting in successive nidation failures
and consolidating periodontitis as a critical biological risk factor for female infertility

(Kamei-Nagata et al., 2025).

Corroborating these findings, Machado et al. (2020) demonstrated that women referred to
fertility clinics presented significantly greater periodontal impairment than the general population.
Paradoxically, despite the worse objective clinical condition, these women reported higher levels
of oral health-related quality of life compared to the control group. This dissociation between
clinical parameters and self-perception suggests a possible cognitive bias or prioritization of goals,
in which concern for fertility may reduce subjective sensitivity to periodontal inflammatory signs.

This phenomenon reinforces the hypothesis of functional underdiagnosis of periodontitis in this
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group, supporting the need for systematic periodontal screening in reproductive evaluation

contexts.

This scenario of low clinical perception is echoed in global epidemiological data. The
World Health Organization (WHO) estimates that severe forms of periodontal disease affect
approximately 19% of the global adult population, exceeding one billion cases worldwide.
However, patient recognition of the pathology is disproportionate to its prevalence: according to
Wiernik et al. (2024), only 19% of individuals at risk of severe periodontitis are aware of their
condition. From a critical standpoint, this perception gap suggests that the psychological urgency
for motherhood may intensify a "blind spot" regarding the oral inflammatory state, where the
prioritization of immediate reproductive goals relegates asymptomatic oral conditions to the

background (Machado et al., 2020).

Thus, periodontitis should be understood as a potentially underestimated systemic factor
in the context of female infertility. While therapeutic approaches focus predominantly on
hormonal modulation and uterine structural assessment, the persistence of a chronic inflammatory
state of periodontal origin may act as a relevant intervening variable. The systemic inflammatory
load resulting from untreated periodontium tends to increase the production of pro-inflammatory
cytokines and immunological mediators capable of altering endometrial homeostasis. Considering
that uterine receptivity depends on a finely regulated immunological balance an indispensable
condition for the opening of the implantation window and for adequate decidualization, any
systemic inflammatory dysregulation can compromise nidation and reduce the probability of

reproductive success (Dekel et al., 2010).

2.3 The Periodontium—Ovary—Endometrium Interface in Female Subfertility
2.3.1 Polycystic Ovary Syndrome (PCOS)

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrine disorder of complex etiology,
centered on the imbalance of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. The pathognomonic feature
of this condition is the resistance of the Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) pulse
generator to the negative feedback exerted by progesterone. Consequently, there is a
disproportionate secretion of Luteinizing Hormone (LH) relative to Follicle-Stimulating Hormone
(FSH), which overstimulates thecal steroidogenesis and results in hyperandrogenemia,
interrupting follicular maturation and culminating in chronic anovulation and infertility (Karoline

et al., 2025).
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Beyond hormonal changes, PCOS 1is inseparable from a low-grade systemic
inflammatory state and metabolic dysfunctions, such as insulin resistance. This immunometabolic
profile establishes a two-way street with Periodontal Disease (PD), as both pathologies share
identical pro-inflammatory mediators. Women with PCOS frequently present elevated levels of
C-Reactive Protein (CRP), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), and Interleukin-6 (IL-6),
creating a systemic environment that heightens the inflammatory response in gingival tissues

(Machado et al., 2020).

Literature suggests that the severity of periodontal destruction in PCOS patients is
mediated by a pathological triad: subclinical inflammation, oxidative stress, and glycemic
instability in the gingival crevicular fluid (Dursun et al., 2011). In this scenario, it is noteworthy
that besides PCOS, comorbidities such as Metabolic Syndrome and Diabetes Mellitus act as
catalysts, intensifying bone attachment loss and tissue degradation (Preshaw et al., 2012; Nibali et

al., 2013).

This synergistic interaction promotes a feedback loop: while PCOS inflammation
weakens the oral immune barrier, periodontal bacteremia and the translocation of bacterial
byproducts into circulation sustain the pathogenesis of PCOS (Akcali et al., 2017). Reinforcing
this molecular connection, Varghese et al. (2019) demonstrated that periodontal comorbidity
functions as a potent inflammatory amplifier, doubling the salivary concentration of IL-6 in
women with PCOS. Such findings suggest that oral biofilm control may be an important adjuvant

strategy to mitigate insulin resistance and ovulatory dysfunctions.
2.3.2 Endometriosis

Currently, science proposes the existence of a periodontium-uterine axis, where
endometriosis and periodontitis share an inflammatory identity based on the disruption of
immunological homeostasis. Classic epidemiological data have already shown that an
endometriosis diagnosis increases the probability of periodontal pathologies by 57% (Kavoussi et
al., 2009). However, recent evidence suggests that this relationship transcends mere coexistence:
the severity of oral tissue destruction is significantly more pronounced in women with active
endometrial foci, indicating a systemic catabolic synergy (Thomas et al., 2018; Machado et al.,

2020).

The chronic nature of both diseases serves as the biological pillar of this interaction. In

endometriosis, the pelvic microenvironment becomes a production center for cytokines (IL-1p,
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IL-6, IL-8, and TNF-a) that, via circulation, induce hypersensitivity in the periodontium.
Conversely, periodontitis acts as a catalyst for endometrial progression. Through hematogenous
dissemination, pathogens such as Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum can
translocate to the peritoneum (Katz et al., 2009; Song et al., 2024). Once in the pelvic cavity, these
microorganisms trigger immune reactions that favor the attachment of endometrial tissue to

ectopic sites.

Oxidative stress and molecular signaling consolidate this definitive link. While ROS-rich
peritoneal fluid promotes genomic damage and lesion angiogenesis, the periodontal response
generates an excess of free radicals that activate transcription factors such as NF-xB and AP-1
(Arunachalam et al., 2015; Thomas et al., 2018). This activation regulates pro-inflammatory genes
and matrix metalloproteinases, responsible for both alveolar bone resorption and uterine
environment instability. In this sense, periodontitis acts as an aggressive systemic modulator,
capable of elevating the inflammatory profile necessary for the maintenance and progression of

endometriosis (Song et al., 2024).

The consequence of this inflammatory imbalance is the instability of the uterine
microenvironment, with impairment to decidualization, endometrial receptivity, and embryonic
implantation. In this scenario, periodontitis configures itself as a systemic modulator of the
inflammatory response, potentiating molecular pathways that favor the maintenance and
progression of endometriosis and, consequently, compromise female reproductive competence

(Song et al., 2024).

3. Final Considerations

The present study demonstrated that periodontitis acts as a systemic modulator with
direct repercussions on female reproductive physiology. The interaction between the periodontium
and reproductive organs, particularly the ovary and endometrium, is sustained by an
inflammatory-oxidative axis characterized by the persistent release of pro-inflammatory cytokines
and reactive oxygen species. This favors mitochondrial dysfunction in ovarian tissue, impacting
cellular bioenergetics and oocyte quality, while simultaneously compromising the endometrial
immunological homeostasis required for adequate uterine receptivity. These mechanisms
contribute to embryonic implantation failures, providing evidence that links periodontitis to

female subfertility.
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Clinically, these findings highlight that oral health should not be neglected in assisted
reproduction protocols or family planning. The identification of oral pathogens in uterine tissues
reinforces the need for interdisciplinary action between dental surgeons and reproductive health
professionals. Periodontal management before and during pregnancy presents itself as a primary
prevention strategy to optimize time to conception and reduce inflammatory states that exacerbate

pathologies such as PCOS and endometriosis.

Although available studies have elucidated relevant mechanisms relating periodontal
inflammation to reproductive dysfunction, a significant gap remains regarding the temporality and
sequence of these molecular changes. In this sense, the use of animal models remains vital for
controlling variables and testing therapies aimed at recovering reproductive functionality under

inflammatory stress.

Therefore, the preservation of periodontal health is an inseparable pillar of global
reproductive health. The integration of dental care into family planning has the potential to reduce
the biological and social burden of infertility, ensuring a favorable biological environment for
successful conception. In view of the above, maintaining periodontal integrity can contribute to
modulating the systemic inflammatory load and preserving the immunological and endocrine

balance necessary for health and reproductive competence.
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RESUMO

O triterpeno semissintético 3f,6f,16B-tripropioniloxi-lup-20(29)-eno (CL-P2), derivado da
espéciec Combretum leprosum, apresenta potencial farmacoldgico associado as suas propriedades
anti-inflamatorias e moduladoras teciduais. Considerando que a periodontite consiste em uma
doenca inflamatoria cronica capaz de desencadear repercussdes sistémicas € comprometer a
homeostase ovariana, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do CL-P2 incorporado
em hidrogel sobre a dindmica folicular ovariana em camundongas Swiss submetidas a periodontite
experimental. Foram utilizadas 48 camundongas Swiss distribuidas em quatro grupos
experimentais: naive, periodontite tratada com solugdo salina, periodontite tratada com hidrogel
contendo CL-P2 na dose de 1 mg e periodontite tratada com CL-P2 na dose de 10 mg. A
periodontite foi induzida por ligadura bilateral nos primeiros molares inferiores, seguida de

aplicacdo topica do hidrogel durante 14 dias. Ao final do periodo experimental, os ovarios foram
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coletados, processados histologicamente e avaliados quanto a viabilidade folicular,
desenvolvimento folicular e densidade de células estromais. Os resultados demonstraram que o
tratamento com CL-P2 preservou a integridade morfologica dos foliculos ovarianos, sem
evidéncias de citotoxicidade ou degeneracao folicular significativa. A dose de 10 mg promoveu
reducdao significativa no percentual de foliculos primordiais, acompanhada por aumento
proporcional de foliculos em desenvolvimento, sugerindo ativagdo controlada da reserva folicular.
Além disso, o grupo tratado com CL-P2 na dose de 10 mg apresentou maior densidade de células
estromais em comparagdo aos grupos periodontite ndo tratada e CL-P2 1 mg, aproximando-se do
padrao observado no grupo naive. Esses achados indicam que o CL-P2 pode exercer efeito
modulador positivo sobre o microambiente ovariano em condi¢gdes inflamatdrias sistémicas,
favorecendo a manuten¢ao da foliculogénese e da organizacao estromal.

Palavras chaves: Periodontite; foliculogénese; triterpeno semissintético; murino; perda dssea

alveolar

INTRODUCAO

A interconexdo entre patologias orais e desordens sistémicas tem se consolidado como um
dos campos mais dindmicos da pesquisa biomédica contemporanea (Wu et al., 2026). Dentre essas
condigdes, a periodontite destaca-se como uma doenga imuno-inflamatoria cronica de alta
prevaléncia, resultante da disbiose do biofilme dental que culmina na destruigdo progressiva dos
tecidos de suporte dentdrio. Para além da perda de insercdo local, a periodontite atua como um
foco persistente de mediadores pro-inflamatorios que, ao atingirem a circulagdo sistémica,
interferem na homeostase de o6rgdos distantes. Recentemente, evidéncias t€ém apontado que esse
estado inflamatorio de baixo grau apresenta repercussdes deletérias na fisiologia reprodutiva

feminina, afetando particularmente a foliculogénese e a competéncia oocitaria (Kles et al., 2026).

O status inflamatdrio sistémico cronico gera estresse oxidativo através da produgdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio mediada por citocinas pro-inflamatorias, resultando em
danos patologicos aos tecidos reprodutivos, incluindo parada meidtica em oocitos, apoptose de
células granulosa, disfun¢do do corpo luteo e envelhecimento ovariano acelerado que
potencialmente desencadeia a ndo disjuncdo cromossOmica e prejudica a competéncia de

desenvolvimento do embrido (Wetzel et al., 2026).
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Nesse cendrio, a farmacologia de produtos naturais desponta como uma alternativa
promissora, utilizando a biodiversidade como uma fonte diversificada de metabdlitos secundarios
com alta especificidade bioldgica e perfis de seguranga favoraveis (Roustaei et al., 2023). No
contexto brasileiro, destaca-se a espécie Combretum leprosum Mart. (Combretaceae),
popularmente conhecida como "mofumbo". Tradicionalmente utilizada na medicina popular por
suas multiplas propriedades, o potencial terapéutico desta planta tem sido validado cientificamente
através do isolamento de triterpenos pentaciclicos do tipo lupano (Oliveira et al., 2026). A partir
do triterpeno natural 3f,6p,16p-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1), isolado da casca ou cerne do C.
leprosum, obteve-se por via semissintética 0 derivado esterificado

3PB,68,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno, designado como CL-P2 (Garcez et al., 2025).

O CL-P2 tem demonstrado um perfil biotecnolégico promissor e seguranca pré-clinica
estabelecida. Investigacdes in vitro e in silico revelaram que este composto possui notavel
potencial osteogénico, interagindo com proteinas-chave como a BMP-2, componentes da via
WNT e o eixo RANK-L/OPG, o que favorece a proliferagdo e mineralizagdo de osteoblastos
(Nogueira-Junior et al., 2024). Além disso, o CL-P2 exibiu potente atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva, além de um efeito antirreabsortivo em modelos de osteoporose induzida por
glicocorticoides, preservando a microarquitetura 0ssea e elevando a densidade mineral (Garcez et

al., 2025).

A convergéncia entre a Periodontia Experimental, a Biologia da Reprodugdo e a
Farmacologia de Produtos Naturais estabelece uma perspectiva multidimensional para o manejo
da inflamag¢do crdonica. Ao investigar o potencial do CL-P2 em um modelo de periodontite
induzida, este estudo propde-se a elucidar se a modulagdo da carga inflamatdria sistémica e a
protecdo tecidual local sdo capazes de mitigar danos ao microambiente ovariano. Tal abordagem
busca fundamentar novas estratégias de intervencdo que conectem a saude bucal a preservacao da
homeostase reprodutiva feminina, preenchendo uma lacuna critica entre o tratamento de

patologias orais e a manutencao de fung¢des sistémicas vitais.

METODOLOGIA

Ferramenta Farmacoldgica

As amostras de Combretum leprosum Mart. foram coletadas em abril de 2022, na

localidade de Sitio Sdo Bento, municipio de Mombaga, Ceard. O acesso ao patrimonio genético
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foi devidamente registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN, n® AC6B01F), com foco na investigagdo de suas

propriedades protetoras.

O composto CL-P2 ¢ um derivado semissintético obtido a partir do triterpeno isolado
3B,6B,16B-triidroxilup-20(29)-eno (CL-1). O desenvolvimento e as modificagdes estruturais para a
obten¢do do CL-P2 foram realizados pelos professores Dr. Francisco Geraldo Barbosa e Dr. Jair
Mafezoli, no Laboratério de Fitoquimica Aplicada (LABFITO) da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

A preparagdo do derivado semissintético CL-P2 consistiu na reacao de acilagdo do
triterpeno CL-1, o qual foi previamente isolado das inflorescéncias de Combretum leprosum Mart.
O procedimento iniciou-se com a solubilizagdo de 100 mg (0,218 mmol) de CL-1 em 2,2 mL de
diclorometano (CH2CI2) anidro, no interior de um baldo de 25 mL, contendo também 26,59 mg
(0,22 mmol) de 4-diminometilpiridina (DMAP). Na sequéncia, introduziram-se ao meio reacional
91 uL (1,041 mmol) de cloreto de propanoila (C3H50CI) e 31 puL (0,22 mmol) de trietilamina
(Et3N) (Garcez et al., 2025).

O sistema permaneceu sob agitacdo continua, em temperatura ambiente, sendo o progresso
reacional monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD) ao longo de 10 horas. Uma
vez constatado o término da reacdo, o solvente foi removido sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo. O residuo bruto remanescente (231 mg) foi submetido a purificagdo por cromatografia
liquida de coluna flash (coluna com 1,5 cm de didmetro preenchida com 13 g de silica gel),
empregando como sistema eluente a mistura de hexano/acetato de etila/metanol na propor¢ao de
9:0,5:0,5. Ao final, o produto triacilado CL-P2 foi isolado como uma resina incolor, apresentando

um rendimento reacional de 57,80% (Garcez et al., 2025).
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CL-P2 o)

Figura 1 - Estrutura quimica do triterpeno semissintético CL-P2

Fonte: Garcez et al., 2025

Animais

Foram utilizadas 48 camundongas Swiss, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e do Biotério Local da Faculdade de Medicina de Sobral (UFC — Campus
Sobral). Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (n=6 por gaiola; duas gaiolas por
grupo experimental), forradas com maravalha e mantidas sob temperatura controlada (23 °C £ 2

°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 h.

Ressalta-se que a sala de alojamento estava equipada com sistema de exaustdo para
assegurar a qualidade do ar. Os animais tiveram acesso ad /libitum a agua filtrada e ra¢dao padrao
(Nuvilab). As camundongas foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais,

conforme detalhado na Tabela 1:
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Tabela 1 - Distribui¢dao dos grupos experimentais.

GRUPO DESCRICAO ABORDAGEM EXPERIMENTAL
Gl Naive Nao tratados
G2 Periodontite + Salina Periodontite + solucao salina
G3 1 mg Periodontite + hidrogel CL-P2 (1mg)
G4 10 mg Periodontite + hidrogel CL-P2 (10mg)

Fonte: O Autor.

Ensaio de toxicidade oral aguda

Nosso grupo realizou o ensaio de toxicidade oral aguda seguindo o Procedimento
Up-and-Down n°® 425 da Organizacao para Cooperacao ¢ Desenvolvimento Econdmico (OECD,
2008). O teste consistiu na administracao oral do composto em dose Unica, com concentracao
maxima de 2000 mg/kg (ou 5000 mg/kg quando aplicavel), seguida de observacdo clinica dos
animais por um periodo de até 14 dias. Durante esse periodo, foram monitorados sinais de
toxicidade, alteracdes comportamentais e mortalidade, permitindo a estimativa da dose letal média
(DL50) e a classificacao toxicoldgica segundo os critérios do Sistema Globalmente Harmonizado
(GHS). CL-P2 ndo causou mortalidade, perda de peso e nem alteragdes comportamentais
significativas. Estes achados estdo em acordo com a literatura que aponta para a seguranga dos

triterpenos em modelos in vivo (Lima et al., 2012; Farias et al., 2015).

Modelo experimental

Apo6s duas semanas de aclimatagdo, os camundongos foram submetidos a periodontite

experimental.

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (90 mg / kg de peso
corporal) e xilazina (10 mg / kg de peso corporal) por via intraperitoneal (i.p). Em seguida foi
realizada a inser¢do bilateral de ligadura nos primeiros molares inferiores, utilizando fio de sutura
de algodao 5-0, material escolhido pela sua elevada capacidade de retengdo de biofilme. O fio foi

posicionado de forma a circundar o dente, com as extremidades unidas por um n6 localizado na
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face vestibular, permitindo que a ligadura permanega supragengival na regido vestibular e
subgengival na face lingual, favorecendo o acumulo bacteriano e o desencadeamento do processo

inflamatorio (CASATI et al., 2013; CORREA et al., 2018).

Figura 2. Representacdo esquemadtica da inducgao de periodontite experimental em modelo murino
por meio da colocacdo de ligadura ao redor dos molares. O procedimento favorece o acumulo de
biofilme bacteriano e desencadeia resposta inflamatoéria local, promovendo destruicdo progressiva
dos tecidos periodontais, incluindo inflamacdao gengival, formag¢do de bolsa periodontal e
reabsor¢ao Ossea alveolar.

Fonte: O autor.

Os animais que foram submetidos a periodontite experimental receberam o hidrogel
imediatamente apo6s a indug¢do da doenga, seguido por duas aplicagdes didrias totalizando o

periodo de 14 dias.

No 15° dia os animais foram eutanasiados por overdose anestésica. Cada animal recebeu o
triplo da dose anestésica: Ketamina 300mg/kg + Xilazina 30mg/kg (via peritoneal). Feito isso, os

ovarios foram coletados para analise de sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos ovarianos.
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Processamento Histologico e Andlise Morfométrica Ovariana
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Figura 3. Fluxograma representativo das etapas de coleta, processamento e analise histologica dos
ovarios em modelo experimental murino. Inicialmente, realizou-se a identifica¢do anatomica do
6rgdo e a coleta dos ovarios, seguida da fixacdo das amostras para preservacao da arquitetura
tecidual. Posteriormente, os tecidos foram submetidos ao processamento histologico, incluindo
inclusdo, microtomia e coloracao, permitindo a fotodocumentagcdo das laminas histologicas e a
posterior analise morfoldgica e interpretacdo dos dados relacionados a dindmica folicular e ao
estroma ovariano.

Fonte: O autor.

Ap6s a finalizagdo do periodo experimental, os ovarios foram coletados, fixados em
paraformaldeido a 4%, desidratados em uma série gradual de etanol (70%; 80%; 90%; 100%),
clarificados com xilol e incluidos em parafina. Para cada ovario, foram montados fragmentos de 7
um em laminas e seccionados utilizando o método de hematoxilina e eosina. As laminas foram

examinadas em um microscopio (Nikon, Eclipse, TS 100, Japan) com aumentos de 100x e 400x.

As andlises histopatologicas dos ovarios foram realizadas com objetivo de avaliar a

citotoxidade do composto com relagdo aos padrdes morfologicos de viabilidade (normais ou
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degenerados), crescimento e desenvolvimento folicular. Para isso, os foliculos foram classificados
em primordiais (odcito circundado por uma camada de células da granulosa pavimentosa),
primarios (odcito circundado por uma camada de células da granulosa cuboides), secundarios
(oocito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa cuboides) e tercidrios
(oocito circundado por varias camadas de células da granulosa com presenca de complexo
cumulus odcito e cavidade antral bem desenvolvida). Além disso, os foliculos foram classificados
individualmente como morfologicamente normais aqueles que apresentaram od6cito integro,
envolto por células da granulosa bem organizadas e ausentes de alteracdes nucleares, como
picnose, e citoplasmaticas. Por outro lado, foram considerados degenerados os foliculos que
apresentarem sinais de retracdo do oocito, nticleo picnotico e/ou desorganizacdo das células da

granulosa, incluindo sua separacdo da membrana basal.
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Figura 4. Representagdo esquematica da foliculogénese e dos principais estagios do
desenvolvimento folicular ovariano. O processo inicia-se com os foliculos primordiais,
constituidos por odcitos circundados por células da granulosa pavimentosas, evoluindo para os
estagios de foliculo primario, secundario e terciario, caracterizados pela proliferacdo das células
da granulosa, diferencia¢do das células da teca e formagdo da cavidade antral. Sob influéncia
hormonal, especialmente do FSH e LH, ocorre o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio,
culminando na ovulac¢ao do oocito maduro.

Fonte: Adaptado de Guerreiro et al., 2015.

No total, aproximadamente 150 foliculos foram avaliados para cada tratamento. As
porcentagens de foliculos normais ou degenerados, bem como as de foliculos primordiais e em

desenvolvimento, foram calculadas antes e depois do protocolo experimental. As porcentagens de
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foliculos normais ou degenerados, bem como o percentual de foliculos primordiais e em

desenvolvimento, foram calculados antes (grupo controle) e apds o protocolo experimental.

Analise da densidade de células estromais ovarianas

A densidade de células estromais ovarianas foi avaliada por meio da quantificacao celular em
areas padronizadas de 100 pm? em cortes histologicos de tecido ovariano, conforme metodologia
adaptada de Cavalcante et al. (2019). Para cada grupo experimental, foram analisados 10 campos
histologicos aleatorios, obtidos a partir de amostras provenientes de oito animais distintos. As
analises foram realizadas utilizando imagens histologicas digitalizadas, considerando
exclusivamente regides representativas do estroma ovariano. Todas as avaliagdes e mensuragoes
foram conduzidas por um unico avaliador previamente treinado, visando reduzir variagdes
interobservador e garantir maior padronizacao das analises.

Anadlise morfométrica das mandibulas

Apoés a eutanasia, as mandibulas dos animais foram coletadas e imersas em solucdo de formol
tamponado a 10% por um periodo de 24 horas para fixacao dos tecidos. Posteriormente, as arcadas
mandibulares foram divididas em hemiarcadas, sendo a hemiarcada direita submetida a dissecacao
e coloragdo com azul de metileno a 1%, procedimento utilizado para facilitar a distin¢do entre as
estruturas dentdrias e o tecido Osseo alveolar, que apresentam menor intensidade de coloracao
(Lima et al., 2000; Lima et al., 2004). Para a avalia¢do da perda dssea alveolar, as hemiarcadas
foram posicionadas sobre laminas utilizando massa de modelar, de modo a padronizar a orientagao
para aquisicdo das imagens fotograficas. As fotografias obtidas foram analisadas com auxilio do
software Image] (versdo 1.44p, National Institutes of Health, EUA). A quantificagdo da
reabsor¢do Ossea foi realizada por meio da mensuracdo da area compreendida entre a juncgao
cemento-esmalte (JCE) e a crista Ossea alveolar remanescente. Os valores obtidos foram
calibrados utilizando uma area de referéncia previamente estabelecida (5 X 5 mm?), conforme

metodologia descrita por Kuhr et al. (2004).

Analise estatistica

No que se refere a analise estatistica da avaliacao histopatologica dos ovarios, foi utilizado o

programa GraphPad Prisma versdo 10.0. Os dados referentes a morfologia (percentual de foliculos
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normais e degenerados), bem como os dados de desenvolvimento folicular (primordial, primério,
secundario e terciario), foram avaliados usando o teste qui-quadrado. Os dados de densidade de
estroma foram avaliados usando a andlise de variancia ANOVA. Os resultados foram expressos
como meédia = E.P.M. (variaveis com distribuicdo normal). As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Andlise do efeito do hidrogel CL-P2 e da periodontite sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento

de foliculos ovarianos de camundongas

A avaliagdo da viabilidade folicular ap6s o tratamento com o triterpeno semissintético
3B,6p,16B-tripropioniloxi-lup-20(29)-eno (CL-P2) demonstrou que as doses administradas (1
mg/kg e 10 mg/kg) promoveram a manutencdo da integridade morfoldgica dos foliculos
ovarianos ao final do periodo experimental. Os grupos tratados preservaram os percentuais de
foliculos morfologicamente normais similares ao grupo controle. Além disso, ndo foram
observadas alteragdes histopatoldgicas sugestivas de degeneracdo folicular ou comprometimento
estrutural do tecido ovariano, indicando que o tratamento com CL-P2 n3o exerceu efeitos
deletérios sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento folicular nas condi¢cdes experimentais

avaliadas.
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Figura 5. A imagem mostra a morfologia (A-H) e os percentuais de foliculos morfologicamente
normais (I) no grupo controle (NT - ndo tratado) e em amostras tratadas por 14 dias com CL-P2 (1
mg/kg ou 10 mg/kg). As imagens de histologia ilustram os foliculos ovarianos avaliados como
normais (A-D) ou degenerados (E-H), sendo primordiais (A-E), primarios (B-F), secundarios
(C-G) e tercidrios (D-H). A escala de imagem utilizada ¢ de 50 um. O grafico demonstra o
percentual de foliculos normais e o total de foliculos observados nos grupos NAIVE, NT, CL-P2 1
mg e CL-P2 10 mg, apresentando valores ajustados em escala percentual de 0 a 100%. N: ntcleo
do odcito; O: oocito; GC: células da granulosa; AN: antro. Barra de escala = 50 um. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (p > 0,05;
ANOVA seguida do teste de Bonferroni).

No que tange a ativacdo da reserva folicular, o tratamento com 10 mg/kg de CL-P2
promoveu uma reducdo significativa no percentual de foliculos primordiais em comparag¢do ao
grupo controle. Observou-se aumento correspondente na propor¢do de foliculos em
desenvolvimento. Nao foram identificadas diferengas significativas no desenvolvimento folicular

subsequente entre os grupos tratados.
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Figura 6. Incidéncia de foliculos primordiais e foliculos em desenvolvimento em ovéarios de
camundongas tratadas com 3f,6p,16B-tripropioniloxi-lup-20(29)-eno (CL-P2). Observou-se
redugdo significativa do percentual de foliculos primordiais no grupo tratado com 10 mg de
CL-P2 em comparagdo ao grupo controle (p < 0,05), sugerindo ativagdo da reserva folicular. Em
contrapartida, os grupos tratados apresentaram aumento proporcional de foliculos em
desenvolvimento, sem diferencas estatisticamente significativas entre si (p > 0,05). Esses
achados indicam que o CL-P2 favorece a dinadmica folicular sem evidéncias de
comprometimento da integridade ovariana ou efeitos deletérios sobre a foliculogénese. Dados
expressos como média + desvio padrao. Andlise estatistica realizada por ANOVA seguida do
teste de Bonferroni. p < 0,05. Fonte: O autor.
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Anadlise do efeito do hidrogel CL-P2 e da periodontite sobre a densidade de células do estroma

de camundongos fémeas
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Figura 7. Densidade de células estromais ovarianas em camundongos fémeas submetidas aos
tratamentos experimentais com CL-P2. Os grupos NT e CL-P2 1 mg apresentaram redugdo
significativa da densidade celular em compara¢dao ao grupo NAIVE (p < 0,05). Em contraste, o
grupo tratado com CL-P2 10 mg demonstrou aumento significativo da densidade de células
estromais em relacdo aos grupos NT e CL-P2 1 mg (p < 0,05), sugerindo efeito modulador do
composto sobre o estroma ovariano. Os dados estdo expressos como média = desvio padrao.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA
seguida do teste de Bonferroni, p < 0,05). Fonte: O autor.

Densidade de células estromais em ovarios de camundongos fémeas submetidas aos tratamentos
experimentais com 3f,68,16B-tripropioniloxi-lup-20(29)-eno (CL-P2). Observou-se reducao
significativa da densidade celular estromal nos grupos NT e CL-P2 1 mg em comparagdo ao grupo
NAIVE (p < 0,05). Por outro lado, o grupo tratado com CL-P2 10 mg apresentou aumento
significativo da densidade de células estromais em relagao aos grupos NT e CL-P2 1 mg (p <
0,05), aproximando-se dos valores observados no grupo controle (Figura 7). Esses achados
sugerem um possivel efeito dose-dependente do CL-P2 sobre a manutengdo da integridade e
organizacdo do estroma ovariano, indicando potencial acdo moduladora do composto sobre o

microambiente tecidual ovariano em condi¢oes inflamatoérias (Figura 8). Os dados estdo expressos
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como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos (ANOVA seguida do teste de Bonferroni, p < 0,05).

Figura 8. Fotomicrografias representativas do estroma ovariano de camundongos fémeas
submetidas aos diferentes tratamentos experimentais: (A) grupo NAIVE; (B) grupo NT
(periodontite experimental); (C) grupo tratado com CL-P2 na dose de 1 mg; e (D) grupo tratado
com CL-P2 na dose de 10 mg. Observam-se diferengas na densidade celular estromal entre os
grupos experimentais, com reducdo aparente da celularidade nos grupos NT e CL-P2 1 mg,
enquanto o grupo tratado com CL-P2 10 mg apresentou maior organizacdo e densidade celular do
estroma ovariano. Cortes histoloégicos corados por hematoxilina e eosina (HE). Barra de escala =
50 pm. Fonte: O autor.
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Efeito do CL-P2 sobre a Perda Ossea Alveolar

No que se refere a analise morfométrica, estudos recentes do nosso grupo de pesquisa,
mostraram que os animais submetidos ao tratamento com hidrogel contendo CL-P2 (10 mg)
apresentaram reducdo significativa da reabsorcdo 6ssea alveolar quando comparados ao grupo
ndo tratado (NT). Esse achado sugere que o CL-P2 exerceu efeito osteoprotetor frente a
destruicdo tecidual induzida pela periodontite experimental, contribuindo para a preservacao
das estruturas de suporte dentario (Figura 9C — dados ndo publicados — Farias dos Santos,
2024). Nesse contexto, a reducdo da perda Ossea alveolar observada apds o tratamento com
CL-P2 sugere um efeito local sobre os tecidos periodontais, bem como um potencial impacto
na modulacdo da resposta inflamatéria sistémica, criando condi¢des mais favoraveis para a

preservacao da fisiologia ovariana e desenvolvimento folicular.

Figura 9. Avaliacio  macroscopica dos  efeitos do  hidrogel contendo
3B,6p,16B-tripropioniloxilup-20(29)-eno (CL-P2; 10 mg/g) sobre a perda 6ssea alveolar em
modelo experimental de periodontite induzida por ligadura em camundongos fémeas. (A)
Aspecto mandibular representativo do grupo NAIVE, evidenciando preservagao dos tecidos
periodontais; (B) Animal pertencente ao grupo ndo tratado (NT), apresentando acentuada
destruicdo Ossea alveolar decorrente do processo inflamatorio periodontal; (C) Mandibula de
animal tratado com CL-P2 (10 mg/g), demonstrando atenuagdo da reabsorcdo Ossea em
comparac¢do ao grupo NT. *p < 0,05 em relagdo ao grupo NAIVE; **p < 0,05 em relagdo ao
grupo NT (Adaptado de Farias dos Santos, 2024).

DISCUSSAO

A preservagdo da morfologia folicular, associada a reducdo de foliculos primordiais e ao
aumento de foliculos em desenvolvimento, sugere que o CL-P2 ndo exerce efeitos citotoxicos

sobre o tecido ovariano. Esse perfil indica possivel estimulo ao recrutamento folicular de forma



77

controlada, favorecendo o processo de foliculogénese sem comprometer a integridade estrutural
dos foliculos. Além disso, os achados sugerem que o composto pode atuar na modulacdo da
atividade da reserva ovariana e na manutencdo da homeostase reprodutiva, especialmente em
condicdes associadas ao estresse oxidativo e a inflamagdo sisttmica em um modelo de

periodontite induzida.

A ativagdo folicular constitui um processo dependente da interagdo coordenada entre
odcito, células da granulosa e componentes da matriz extracelular do microambiente ovariano. A
transi¢do dos foliculos primordiais para estagios iniciais de crescimento envolve complexas vias
de sinalizagdo pardcrina e autocrina responsaveis pela manutengdo da homeostase folicular,
sobrevivéncia celular e controle da dindmica da reserva ovariana (De Souza Santana et al., 2025).
No presente estudo, a administracdo de CL-P2 na dose de 10 mg promoveu redugao significativa
da proporg¢ao de foliculos primordiais, acompanhada pelo aumento do percentual de foliculos em
desenvolvimento, sugerindo estimulo ao recrutamento folicular inicial sem comprometimento da

integridade morfoldgica ovariana.

Esse perfil morfofuncional indica que o triterpeno semissintético pode atuar como
modulador positivo da ativagao folicular, possivelmente influenciando mecanismos relacionados a
comunicacdo bidirecional entre odcito e células da granulosa, considerada etapa essencial para o
desencadeamento da foliculogénese inicial. Além disso, os achados sugerem potencial
participagdo do CL-P2 na regulagdo de vias associadas ao equilibrio redox, sobrevivéncia celular e
manutencdo do microambiente ovariano, fatores reconhecidamente envolvidos na preservagao da

competéncia folicular e da funcao reprodutiva (Zhang et al., 2014).

A analise morfométrica das mandibulas demonstrou que o tratamento com CL-P2 reduziu
significativamente a perda dssea alveolar, evidenciando sua capacidade de atenuar o processo
inflamatorio periodontal e preservar a integridade dos tecidos de suporte dentario. Considerando
que a periodontite ¢ reconhecida como uma importante fonte de mediadores pro-inflamatorios
sist€émicos e de estresse oxidativo, a redug¢do da inflamacao local pode ter contribuido para
minimizar seus efeitos deletérios sobre o microambiente ovariano. Dessa forma, a melhora do
quadro periodontal observada nos animais tratados pode estar relacionada a preservagdao da
homeostase reprodutiva e ao padrao de ativagdo folicular identificado neste estudo, reforcando a

existéncia de uma interacdo biologica entre saude periodontal e funcao ovariana.
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Estudos demonstram que a ativagao folicular € iniciada por alteragcdes no compartimento
somatico do foliculo, especialmente nas células da pré-granulosa de foliculos primordiais,
caracterizando a transi¢do dos foliculos quiescentes para foliculos em desenvolvimento (Zhang et
al., 2014). Durante esse processo, as c¢lulas da granulosa sofrem mudangas morfofuncionais
caracterizadas pela transicdo de um padrao pavimentoso para formato cuboide, acompanhada por
aumento da atividade proliferativa e reorganizagdo metabolica celular. Adicionalmente, a ativagao
folicular encontra-se associada a modulagdo de vias intracelulares relacionadas a exclusao nuclear
de SMAD2/3, mecanismo descrito como essencial para o desencadeamento da foliculogénese
inicial (Hardy et al., 2018). Durante a ativacao folicular, as proteinas SMAD2/3 deixam o nucleo
celular e passam a apresentar distribuicao citoplasmatica, reduzindo a sinalizagdo inibitdria
associada a manutencao da quiescéncia folicular. Esse processo favorece a ativagao das células da
granulosa e desencadeia importantes alteracdes morfofuncionais, incluindo a transi¢do das células
da granulosa de um padrdo pavimentoso para conformagdao cuboide, aumento da atividade
proliferativa, intensificacdo do metabolismo folicular e recrutamento dos foliculos primordiais
para o crescimento e progressao inicial da foliculogénese. Nesse contexto, os achados do presente
estudo sugerem que o CL-P2 pode favorecer a ativacdo folicular inicial, contribuindo para a
transi¢do morfofuncional dos foliculos primordiais e para a saida do estado de quiescéncia

ovariana, sem evidéncias de comprometimento estrutural do tecido folicular.

Uma vez ativadas, as células da granulosa desencadeiam um eixo de comunicagdo
paracrina, envolvendo a via mTORCI1 e a secre¢do de KITL, que atua sobre o receptor KIT no
odcito, ativando a cascata PI3K/Akt (Liu et al., 2006). Consequentemente, a fosforilagao do fator
FOXO3 promove sua exclusdo nuclear, permitindo a ativacdo metabdlica e o crescimento
oocitario (Castrillon et al., 2003). No que se refere a ativagdo folicular, o padrao folicular
observado ¢ compativel com a modulagdo positiva dessa cascata de sinalizac¢do, hipotese que

podera ser investigada em futuros ensaios moleculares.

Paralelamente as vias de sinalizacdo intracelular, a integridade do microambiente
ovariano apresenta uma atividade importante na foliculogénese. A matriz extracelular e as células
estromais atuam como suporte estrutural, e ainda como moduladoras ativas da sinalizacdo celular
(Frantz et al., 2010; Shah et al., 2018). A organizagdo das fibras de colageno influencia a rigidez
tecidual e a mecanotransducao, impactando diretamente a ativagao folicular (Félix et al., 2025;
Sun et al., 2022). Nesse sentido, a preserva¢ao da morfologia e da densidade das células estromais

observada neste estudo sugere que o CL-P2 10mg contribui para a manuten¢ao da homeostase do
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microambiente ovariano quando comparado aos demais grupos, favorecendo condi¢des

permissivas ao desenvolvimento folicular.

Em condigdes de inflamagdo sist€émica cronica, como na periodontite, ha aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo e a disfuncao
mitocondrial (Jiao et al., 2021). Esse processo compromete a viabilidade das células da granulosa
e a competéncia oocitaria, podendo resultar em atresia folicular (Sha et al., 2021). Além disso, a
disfuncdo mitocondrial pode ativar vias apoptoticas intrinsecas, com liberagdo de citocromo ¢ e
ativacao de caspases (Prasad et al., 2016; Wang et al., 2021). Nesse contexto, os efeitos benéficos
observados para o CL-P2 podem ser atribuidos, pelo menos em parte, as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, que contribuiriam para a redugdo do estresse oxidativo e a
preservacao da funcdo mitocondrial (Oliveira et al., 2026; Garcez et al., 2025). Essa prote¢ao pode
favorecer o equilibrio entre proliferagdo e apoptose, permitindo uma ativacao folicular mais

organizada mesmo em condi¢des adversas.

Em sintese, os resultados sugerem que o CL-P2 atua de maneira integrada na modulacdo
da foliculogénese, influenciando tanto vias intracelulares de ativacdo folicular quanto a
integridade estrutural e funcional do microambiente ovariano. Essa atuacdo combinada reforga seu
potencial como agente promissor na preservacao da fungdo reprodutiva, particularmente em
condi¢des associadas ao estresse oxidativo e a inflamagdo sistémica, abrindo perspectivas para

investigacoes translacionais e terapéuticas futuras.

CONCLUSAO

O CL-P2 demonstrou efeito modulador significativo sobre a dinadmica folicular em
modelo murino submetido a inflamacgao sistémica, promovendo ativagdo da reserva ovariana sem
induzir alteragdes morfologicas sugestivas de citotoxicidade ou comprometimento estrutural do
tecido ovariano. A reducao da propor¢do de foliculos primordiais, associada a manutencao da
viabilidade folicular e ao aumento de foliculos em desenvolvimento, sugere estimulo ao
recrutamento folicular inicial de maneira controlada e funcional, preservando a integridade da

foliculogénese.

Os achados indicam que esse efeito pode estar relacionado a modulagdo de vias
moleculares centrais envolvidas na ativacao folicular e na manuten¢do da homeostase ovariana,

incluindo os eixos mTORCI1-KITL/KIT-PI3K/Akt—-FOXO3, reconhecidos como fundamentais
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para a transi¢ao dos foliculos primordiais do estado de quiescéncia para o crescimento ativo. Além
disso, os resultados sugerem possivel participacdo do CL-P2 na regulagdo do equilibrio redox, da
funcdo mitocondrial e de mecanismos associados a sobrevivéncia celular em condigdes
inflamatoérias, contribuindo para a preservacdo do microambiente ovariano e da competéncia

folicular.

Dessa forma, o CL-P2 destaca-se como um potencial agente bioativo com aplicabilidade
na modulagdo da fung¢do ovariana e na preservacao da fisiologia reprodutiva feminina em
contextos associados a inflamac¢ao sistémica e ao estresse oxidativo. Entretanto, estudos adicionais
envolvendo andlises moleculares, avaliacio hormonal e investigacdo de vias intracelulares
especificas ainda sdo necessarios para elucidar seus mecanismos de agdo e ampliar a compreensao

de seu potencial translacional na terapéutica reprodutiva.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta investigagdo corroboram com evidéncias cientificas
contemporaneas que reconhecem a periodontite como uma condi¢do inflamatdria cronica de
repercussdo sistémica, capaz de comprometer a homeostase reprodutiva feminina por meio da
modulacdo de mecanismos inflamatorios, oxidativos e celulares associados a funcao ovariana. A
analise dos dados desta dissertacdo demonstrou que a inflamagdo periodontal exerce impacto
direto sobre o microambiente ovariano, interferindo na dinamica folicular por meio da densidade
do estroma e refor¢ando a estreita relagdo entre doencas inflamatodrias sist€émicas e alteragoes da

fisiologia reprodutiva.

Nesse contexto, o composto semissintético CL-P2, derivado da espécie Combretum
leprosum, demonstrou potencial bioativo relevante sobre a fisiologia ovariana. Os achados
morfologicos e histologicos evidenciaram que a intervengdo com o composto contribuiu para a
preservagdo da integridade estrutural do tecido ovariano, manutencdo da viabilidade folicular e
modulagdo da dindmica da foliculogénese, sem indugao de alteragdes citotdxicas aparentes. Além
disso, os resultados sugerem possivel participagdo do CL-P2 na regulacdo de mecanismos
associados a homeostase redox, sobrevivéncia celular ¢ manutencdo do equilibrio funcional do

estroma ovariano em condig¢des inflamatdrias.

Dessa forma, esta dissertagdo contribui significativamente para o avango do
conhecimento na interface entre Fisiologia Reprodutiva e Biotecnologia, ao demonstrar que a
periodontite experimental pode repercutir negativamente sobre a fun¢do ovariana e que compostos
bioativos derivados de produtos naturais apresentam potencial terapéutico na modulagdo desses
efeitos. Ademais, os dados obtidos ampliam a compreensdao dos mecanismos envolvidos na
manutengdo da foliculogénese em condi¢des de inflamagao sistémica, destacando o CL-P2 como
um candidato promissor para futuras abordagens translacionais voltadas a preservagdo da

fertilidade feminina.
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9 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras, propde-se a realizacdo de estudos adicionais voltados a
avaliacdo da toxicidade aguda e cronica do CL-P2, bem como a comparacao de sua atividade
bioldgica com outros compostos bioativos e farmacos convencionalmente utilizados, visando
ampliar a compreensdo de sua seguranga pré-clinica e potencial translacional. Além disso,
recomenda-se a ampliagdo dos protocolos experimentais por meio da investigacdo de diferentes
dosagens, tempos de exposicdo e modelos bioldgicos que possibilitem maior aproximag¢do com
estudos clinicos em humanos. Também se faz necessaria a investigacdo aprofundada das vias de
sinalizacdo intracelular envolvidas na resposta ao CL-P2, especialmente aquelas relacionadas a
modulacdo de citocinas pro-inflamatorias, estresse oxidativo, apoptose e regulagdo da
foliculogénese, incluindo andlises de expressdo génica e proteica de mediadores associados a
manutencdo do microambiente reprodutivo. Adicionalmente, os achados deste estudo abrem
perspectivas para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos inovadores que integrem
estratégias voltadas ao controle da inflamagdo periodontal e a preservacdo da fungdo ovariana,
ampliando as possibilidades de aplicacdo do CL-P2 em abordagens translacionais relacionadas a

saude reprodutiva feminina.
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