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RESUMO  

 
A periodontite consiste em uma doença inflamatória crônica caracterizada por inflamação 

tecidual associada com perda progressiva de inserção gengival, reabsorção óssea e migração 

apical do epitélio juncional. A saúde periodontal necessita de um estado imuno-inflamatório 

controlado que possa manter a homeostase na relação microrganismo-hospedeiro; porém na 

periodontite, a resposta imune do hospedeiro é desregulada. Um mediador inflamatório que 

parece exercer papel fundamental na evolução da periodontite é o óxido nítrico (NO), que é um 

radical livre produzido a partir da L-arginina pela ação de enzimas denominadas óxido nítrico 

sintases. Estímulos inflamatórios ativam a iNOS (óxido nítrico sintase induzíveis) em várias 

células, incluindo osteoclastos e osteoblastos, resultando no aumento da produção de NO nos 

tecidos e atuando na reabsorção óssea. Algumas estratégias terapêuticas baseadas no uso de 

extratos vegetais têm sido investigadas para modulação da resposta inflamatória, inclusive na 

periodontite. Nessa perspectiva, o óleo essencial de bergamota (BEO) tem mostrado resultados 

promissores e desta forma, a hipótese levantada no presente estudo é que o uso do BEO 

apresenta efeito anti-inflamatório e reduz a perda óssea alveolar sugerindo potencial ação 

adjuvante na terapia periodontal mecânica em modelo de periodontite induzida. As 

propriedades anti-inflamatórias do BEO foram avaliadas por meio de um estudo in vivo em 

modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos e uma análise in silico dos principais 

compostos do BEO (acetato de linalil e o linalol) para verificar possíveis vias de absorção, 

biodisponibilidade oral e efeitos tóxicos. Um total de 24 ratos Wistar machos foram incluídos 

no estudo e divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8): ratos sem ligadura que receberam 

gavagem diária com veículo (DMSO 2%); 2) Grupo ligadura (n=8): ratos com ligadura que 

receberam gavagem diária com veículo; 3) Grupo ligadura + BEO (n=8): ratos com ligadura 

que receberam gavagem diária com BEO (0,1 ml/kg em veículo). Após 15 dias, os animais 

foram sacrificados e as amostras de tecidos gengivais em torno dos primeiros molares 

inferiores, bem como as hemimandíbulas, foram coletadas e armazenadas. Análises da 

concentração de proteínas totais e da produção de óxido nítrico foram realizadas. A reabsorção 

óssea foi avaliada por método morfométrico na região mesial dos primeiros molares inferiores 

esquerdos. O teste ANOVA seguido de Tukey foi utilizado na análise estatística, adotando o 

nível de significância de 5%. Em relação a concentração de proteínas totais, os grupos ligadura 

e ligadura + BEO apresentaram um aumento significante quando comparados ao grupo controle 

(p < 0,05). Os grupos ligadura e ligadura + BEO também apresentaram maior produção de NO 

no tecido gengival quando comparados ao grupo controle (p < 0,05). Com relação a reabsorção 
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óssea alveolar, observou-se redução estatisticamente significante (p < 0,05) no grupo ligadura 

+ BEO quando comparado ao grupo ligadura. Na análise in silico, os compostos do BEO 

demonstram alta absorção gastrointestinal e estão de acordo com os critérios da regra de 

Lipinski. O acetato de linalil apresentou DL50 de 12000 mg/kg e classe 6 de toxicidade. Os 

achados sugerem que o uso de BEO pode reduzir a perda óssea alveolar em ratos com 

periodontite induzida por ligadura, mesmo sem ter reduzido a produção de NO no tecido 

gengival. Os principais compostos do BEO apresentaram alta absorção gastrointestinal, boa 

biodisponibilidade oral e baixo potencial de toxicidade. 

 

Palavras-chave: Periodontite. Inflamação. Reabsorção óssea. Óxido nítrico.  
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ABSTRACT 

 

Periodontitis consists of a chronic inflammatory disease characterized by tissue 

inflammation associated with progressive loss of gingival insertion, bone resorption and 

apical migration of the junctional epithelium. Periodontal health needs a controlled 

immune-inflammatory state that can maintain homeostasis in the microorganism-host 

relationship; however, in periodontitis, the host's immune response is deregulated. An 

inflammatory mediator that seems to play a fundamental role in the evolution of 

periodontitis is nitric oxide (NO), which is a free radical produced from L-arginine by the 

action of enzymes called nitric oxide synthases. Inflammatory stimuli activate iNOS 

(inducible nitric oxide synthase) in several cells, including osteoclasts and osteoblasts, 

resulting in increased production of NO in the tissues and acting on bone resorption. Some 

therapeutic strategies based on the use of plant extracts have been investigated to modulate 

the inflammatory response, including periodontitis. From this perspective, bergamot 

essential oil (BEO) has shown promising results and, therefore, the hypothesis raised in the 

present study is that the use of BEO has an anti-inflammatory effect and reduces alveolar 

bone loss suggesting potential adjunctive action in mechanical periodontal therapy in an 

induced periodontitis model. The anti-inflammatory properties of BEO were evaluated by 

means of an in vivo study in a model of ligature-induced periodontitis in rats and an in silico 

analysis of the main compounds of BEO (linalyl acetate and linalool) to verify possible 

absorption routes, oral bioavailability and toxic effects. A total of 24 male Wistar rats were 

included in the study and divided into 3 groups: 1) Control Group (n = 8): rats without 

ligature that received daily gavage with vehicle (DMSO 2%); 2) Ligature group (n = 8): rats 

with ligature that received daily gavage with vehicle; 3) Ligature + BEO group (n = 8): rats 

with ligature that received daily gavage with BEO (0.1 ml / kg in vehicle). After 15 days, 

the animals were sacrificed and samples of gingival tissues around the lower first molars, 

as well as the hemimandibles, were collected and stored. Analyzes of total protein 

concentration and nitric oxide production were performed. Bone resorption was evaluated 

by morphometric method in the mesial region of the first left lower molars. The ANOVA 

test followed by Tukey was used in the statistical analysis, adopting a significance level of 

5%. Regarding the total protein concentration, the ligature and ligature + BEO groups 

showed a significant increase when compared to the control group (p <0.05). The ligature 

and ligature + BEO groups also showed higher NO production in the gingival tissue when 

compared to the control group (p <0.05). Regarding alveolar bone resorption, there was a 
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statistically significant reduction (p <0.05) in the ligature + BEO group when compared to 

the ligature group. In the in silico analysis, the BEO compounds demonstrate high 

gastrointestinal absorption and are in accordance with the criteria of the Lipinski rule. 

Linalyl acetate showed LD50 of 12000 mg / kg and class 6 toxicity. The findings suggest 

that the use of BEO can reduce alveolar bone loss in rats with ligature-induced periodontitis, 

even without reducing NO production in the gingival tissue. The main compounds of BEO 

showed high gastrointestinal absorption, good oral bioavailability and low potential for 

toxicity. 

 

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Bone resorption. Nitric oxide. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A periodontite consiste em uma doença inflamatória crônica caracterizada por 

inflamação tecidual, associada com perda progressiva de inserção gengival, reabsorção óssea e 

migração apical do epitélio juncional (CHENG et al., 2014; KINANE et al., 2017; 

PAPAPANOU et al., 2018; TONETTI et al., 2018). 

Muitas bactérias participam do processo de rompimento da homeostase microbiana com 

o hospedeiro e a identificação dessas bactérias demonstraram a capacidade das mesmas em 

prejudicar o sistema de defesa inato (HUANG et al., 2001; JI et al., 2007). No processo de 

disbiose, a alteração que ocorre tanto no biofilme dental quanto na expressão gênica de 

mediadores inflamatórios e imunológicos do hospedeiro, resultando em um estado inflamatório 

intenso, o qual propicia o dano tecidual observado na periodontite (KINANE et al., 2017; 

PAPAPANOU et al., 2018).  

O ambiente subgengival é intensamente infiltrado por mediadores imunológicos e 

inflamatórios (NUSSBAUM et al., 2011; YILMAZ, 2008) e manutenção da saúde periodontal 

depende de um estado imuno-inflamatório controlado que possa manter a homeostase na 

relação microrganismo-hospedeiro (DARVEAU, 2014; KORNMAN et al., 1997; LAPPIN, D. 

F. et al., 2000). Na periodontite, a resposta imune do hospedeiro é desregulada e, portanto, 

torna-se ineficaz na invasão bacteriana e a patogenicidade acaba se manifestando 

(HAJISHENGALLIS et al., 2012).  

Essa resposta inflamatória é caracterizada pela ativação coordenada de várias vias de 

sinalização que regulam a expressão de mediadores pró e anti-inflamatórios em células de 

tecido inflamado, bem como leucócitos recrutados no sangue. O fator de transcrição nuclear kB 

(NF-kB) é um regulador da resposta inflamatória que impulsiona a ativação de genes associados 

à transcrição de mediadores inflamatórios, como: interleucinas (IL), fator de necrose tumoral-

α (TNF-α) e prostaglandinas (PGs), bem como enzimas inflamatórias, tais como as óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) e ciclooxigenases (COXs) (FERLAZZO et al., 2016). 

A iNOS é responsável pela produção de óxido nítrico (NO) por meio de células epiteliais 

e inflamatórias em resposta a citocinas pró-inflamatórias (FORSTERMANN; SESSA, 2012; 

LAPPIN et al., 2000). O óxido nítrico (NO) é um radical livre produzido a partir da L-arginina 

pela ação de enzimas denominadas iNOS (LAPPIN et al., 2000). Estímulos inflamatórios 

ativam a iNOS em várias células, incluindo osteoclastos e osteoblastos, resultando no aumento 

da produção de NO nos tecidos e atuando na reabsorção óssea (BORKAR; BHUTADA; 
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PANDAGALE, 2016). Este infiltrado pode penetrar mais profundamente até destruir os tecidos 

de suporte periodontal (DI BENEDETTO et al., 2013; KIRKWOOD et al., 2007), promovendo 

a reabsorção óssea alveolar que se apresenta como característica predominante na periodontite 

(KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Embora o NO tenha uma função 

antimicrobiana protetora, sua concentração elevada nos tecidos tem um efeito citotóxico para 

as células hospedeiras (UǦAR-ÇANKAL; OZMERIC, 2006). 

Modelos animais com periodontite induzida por ligadura são utilizados para recriar esse 

ambiente disbiótico. Esse modelo foi descrito pela primeira vez em 1966 (ROVIN; COSTICH; 

GORDON, 1966) e é atualmente considerado um dos modelos animais mais usados em 

pesquisa periodontal, especialmente para estudar a influência dos fatores de risco na progressão 

da doença (DUARTE et al., 2004; SAKALLIOĞLU et al., 2008) e para testar o efeito de 

diferentes abordagens terapêuticas (JIN et al., 2007; MENEZES et al., 2005).  

O modelo consiste na inserção de uma ligadura (fio) de algodão, seda ou náilon na região 

subgengival dos molares (maxilares ou mandibulares) de ratos para permitir o acúmulo de 

biofilme, induzindo alterações nos tecidos periodontais semelhantes as observadas na 

periodontite em humanos, incluindo migração apical de epitélio juncional, influxo de células 

inflamatórias, ruptura de fibras do ligamento periodontal e perda óssea (DUARTE et al., 2004; 

GALVÃO et al., 2003; ROVIN; COSTICH; GORDON, 1966; WU et al., 2020). 

No intuito de aperfeiçoar o tratamento da periodontite, medidas terapêuticas assertivas 

devem ser adotadas. Observamos que a terapia mecânica quando utilizada isoladamente, 

consegue resultados benéficos a longo prazo para a maioria dos pacientes (HEITZ-

MAYFIELD; LANG, 2013). Porém, uma quantidade pequena, entretanto significativa, podem 

não responder adequadamente a este tipo de tratamento (GRAZIANI et al., 2017).  

Para esses pacientes, as terapias sistêmicas foram sugeridas como complementares aos 

procedimentos mecânicos e químicos convencionais realizados, possibilitando assim uma 

modulação da resposta imuno-inflamatória do hospedeiro (GRAZIANI et al., 2017). Um 

produto já comercialmente disponível e aprovado para uso clínico nos EUA, é o Periostat®, 

que é a dose diária de doxiciclina 20 mg. A doxiciclina, da família dos antibióticos, inibe a 

metaloproteinase de matriz, que é uma enzima dependente de zinco e é capaz de degradar uma 

grande variedade de proteínas da matriz extracelular, incluindo o colágeno. Para a maioria dos 

pacientes é prescrito um único curso de dose subantimicrobiana de doxiciclina, por 3 meses, 

em conjunto com o início da terapia não-cirúrgica, com o objetivo de não inibir completamente 
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a atividade da metaloproteinase de matriz, mas modular os níveis patológicos destas que estão 

associadas à periodontite (PRESHAW, 2017). 

Outra possibilidade que vem sendo pesquisada são os inibidores da óxido nítrico sintase 

(NOS). Estes demonstraram possuir efeitos protetores contra a reabsorção óssea alveolar na 

periodontite induzida em ratos (LEITÃO et al., 2005; LOHINAI et al., 1998) após o uso de um 

inibidor seletivo de iNOS - mercaptoetilguanidina – confirmaram que o NO tem um papel 

deletério na fisiopatologia da periodontite e que sua modulação pode prevenir a destruição 

tecidual. 

Frente à necessidade de explorar novos medicamentos com possível efeito anti-

inflamatório sobre os tecidos periodontais, os produtos de origem natural têm sido estudados 

como uma importante fonte de novos agentes terapêuticos, incluindo fármacos moduladores da 

resposta do hospedeiro (FREIRES; ROSALEN, 2016). Essa busca deve ser por fármacos que 

possibilitem novas modalidades de tratamento periodontal complementar, que sejam eficazes e 

de baixo custo, que tenham bom rendimento, que possam ser bem absorvidos por via oral e que 

possuam baixa toxicidade. 

Nesse sentido, um produto natural promissor é o óleo essencial de bergamota (BEO), 

produzido por meio da prensagem a frio da casca da Citrus bergamia Risso et Poiteau 

(NAVARRA et al., 2015). Este óleo essencial é composto por terpenos aromáticos voláteis e 

derivados oxigenados, tais como o linalol e o acetato de linalil (KUWAHATA et al., 2013). É 

normalmente utilizado nas indústrias cosméticas, na composição de muitas fragrâncias, loções 

corporais, sabonetes, nas indústrias alimentares para aromatizar chá, bebidas e doces, nas 

indústrias farmacêuticas (para absorver o odor desagradável dos medicamentos e pelas suas 

propriedades anti-sépticas e antibacterianas) (CIRMI et al., 2016), assim como na aromaterapia 

(NAVARRA et al., 2015). 

Pesquisadores começaram a investigar as propriedades biológicas dos derivados da 

bergamota  e sugeriram que estes possuam potencial efeito neuroprotetor (CORASANITI et al., 

2007), antiproliferativo (CELIA et al., 2013; NAVARRA et al., 2015), anti-inflamatório e 

analgésico (IMPELLIZZERI et al., 2015; NAVARRA et al., 2015). Estes últimos, foram 

descritos, também, por Karaca et al. (2007) em modelo de edema de pata induzido por 

carragenina, onde encontraram 63,39% de redução do edema quando usaram o BEO a 0,1 mL 

/ kg. 



16 
 

 

Devido à grande importância econômica dos compostos do gênero Citrus, o qual a 

bergamota faz parte, estudos têm sido realizados e notaram que existe uma grande variação na 

composição química dos óleos cítricos devido às diferenças de origem, contexto genético, 

estação, clima, idade, estágio de maturação, método de extração, entre outros. (DOSOKY; 

SETZER, 2018). Na revisão sistemática de Perna et al., 2019, mostra que os subprodutos da 

bergamota - suco, óleo essencial e outros -   são pesquisados usando administrações por via 

inalatória, intraplantar e oral. Porém, ainda não possuem estudos na literatura que utilizem o 

BEO por via oral para controle da inflamação periodontal. 

Alguns dos compostos majoritários do BEO, como o acetato de linalil e o linalol, os 

quais também estão presentes em outros óleos essenciais, vem demonstrando um potencial 

efeito anti-inflamatório, mesmo que em diferentes modelos de indução de inflamação (AOE et 

al., 2017; KHODABAKHSH; SHAFAROODI; ASGARPANAH, 2015; LOMBARDO et al., 

2020; PEANA et al., 2002; RAI et al., 2020).  

Por exemplo, como no óleo essencial de chinotto (CEOs), de forma taxonômica 

relacionada à bergamota, o linalol e o acetato de linalil presentes reduziram a produção de NO, 

a expressão de genes inflamatórios, como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e iNOS, citocinas, 

incluindo interleucina-1β (IL -1β) e interleucina-6 (IL-6), e proteína quimiotática de monócitos 

de quimiocina-1 (MCP-1) por macrófagos estimulados por lipopolissacarídeo (LPS) 

(PLASTINA et al., 2018). 

Sendo assim, este trabalho investigou o efeito do tratamento com o BEO em modelo de 

periodontite induzida por ligadura em ratos, avaliando o potencial deste óleo essencial na 

modulação da resposta imuno-inflamatória, bem como seus efeitos sobre a reabsorção óssea 

alveolar. Em acréscimo, realizou-se a avaliação in silico dos principais compostos do BEO a 

fim de investigar suas possíveis vias de absorção, biodisponibilidade oral e efeitos tóxicos, pois 

os estudos encontrados com BEO utilizam outras vias de administração (KARACA et al., 2007; 

SAKURADA et al., 2009; SCUTERI et al., 2019), que não a oral. 
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RESUMO 

Objetivo: Avaliar a atividade anti-inflamatória do óleo essencial de bergamota (BEO) sobre o 

processo inflamatório e a reabsorção óssea alveolar relacionados à periodontite induzida por 

ligaduras em ratos. Realizar uma análise in silico dos principais compostos presentes neste óleo 

essencial. Material e Método: O estudo in vivo foi realizado em 24 ratos Wistar machos, 

submetidos à indução de periodontite pela inserção de ligadura em torno dos primeiros molares 

inferiores. Os animais foram divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8): ratos sem 

ligadura que receberam gavagem diária com veículo (DMSO 2%); 2) Grupo ligadura (n=8): 

ratos com ligadura que receberam gavagem diária com veículo; 3) Grupo ligadura + BEO (n=8): 

ratos com ligadura que receberam gavagem diária com óleo essencial de bergamota (0,1 ml/kg 

em veículo). Após 15 dias, estes foram sacrificados e as amostras de tecidos gengivais em torno 

dos primeiros molares inferiores e as hemimandíbulas foram coletadas e armazenadas. Análises 

da concentração de proteínas totais e da produção de óxido nítrico (NO) no tecido gengival dos 

animais foram realizadas utilizando-se o método de Bradford e reação de Griess, 

respectivamente.  A reabsorção óssea alveolar foi avaliada por método morfométrico, 

mensurando-se as distâncias lineares entre a junção cemento-esmalte (JCE) e a crista óssea 

(CO) na região mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos. Os principais compostos do 

óleo essencial de bergamota, acetato de linalil e o linalol, foram analisados in silico quanto às 

possíveis vias de absorção, biodisponibilidade oral e toxicidade ao organismo. O teste ANOVA 

seguido de Tukey foi utilizado na análise estatística, adotando o nível de significância de 5%. 

Resultados: Em relação a concentração de proteínas totais, os grupos ligadura e ligadura + 

BEO apresentaram um aumento significante quando comparados ao grupo controle (p < 0.05). 

Os grupos ligadura e ligadura + BEO também apresentaram maior produção de NO no tecido 

gengival quando comparados ao grupo controle (p < 0,05). Com relação a reabsorção óssea 

alveolar, observou-se redução estatisticamente significante (p < 0,05) no grupo ligadura + BEO 

quando comparado ao grupo ligadura. Na análise in silico, os principais compostos do BEO 

demonstram alta absorção gastrointestinal e estão de acordo com os critérios da regra de 

Lipinski. O acetato de linalil apresentou DL50 de 12000mg/kg e classe 6 de toxicidade. 

Conclusão: O BEO reduziu a perda óssea alveolar em ratos com periodontite induzida por 

ligadura, sem reduzir a produção de NO no tecido gengival. Os compostos principais do BEO 

apresentaram alta absorção gastrointestinal, boa biodisponibilidade oral e baixo potencial de 

toxicidade. 

Palavras-chave: Periodontite. Inflamação. Reabsorção óssea. Óxido nítrico.  
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2.1. INTRODUÇÃO  

A periodontite é uma doença inflamatória crônica que leva à destruição dos tecidos de 

suporte dos dentes, com perda progressiva de inserção, reabsorção óssea e migração apical do 

epitélio juncional(1,2). É desencadeada devido à infecção prolongada causada pelo biofilme 

subgengival, capaz de mediar cascatas imuno-inflamatórias locais e sistêmicas(3). 

Essa resposta inflamatória é caracterizada pela ativação coordenada de várias vias de 

sinalização que regulam a expressão de mediadores pró e anti-inflamatórios em células de 

tecido inflamado, bem como leucócitos recrutados no sangue(4).  

Um mediador inflamatório que parece ter um importante papel na progressão da 

periodontite é o NO(5) que é um radical livre produzido a partir da L-arginina pela ação de 

enzimas denominadas óxido nítrico sintases (NOS)(6). O NO pode modular a atividade de 

osteoblastos e osteoclastos(5), sendo sugerido que o mesmo contribua para o aumento do 

infiltrado inflamatório e da destruição dos tecidos periodontais. Embora o NO tenha uma função 

antimicrobiana protetora, sua concentração elevada nos tecidos tem um efeito citotóxico para 

as células hospedeiras(7). 

Fármacos baseados em antimicrobianos e anti-inflamatórios não-esteróides atraíram 

considerável interesse das pesquisas(8), no entanto, eles possuem vários efeitos colaterais 

prejudiciais(4). Para limitar esta desvantagem, o uso de medicamentos fitoterápicos, 

nutracêuticos e suplementos alimentares aumentaram muito como uma forma de medicina 

alternativa e / ou complementar para o tratamento de várias doenças, incluindo as 

inflamatórias(9).   

A humanidade beneficiou-se, empiricamente de medicamentos naturais para tratar ou 

prevenir um amplo espectro de doenças. De fato, os produtos naturais representam uma fonte 

potencial e valiosa para o desenvolvimento de medicamentos e produtos no manejo de doenças, 

entre elas as que acometem a cavidade oral(10). Atualmente, há uma busca por fármacos que 

possibilitem novas modalidades de tratamento, atuando na modulação da resposta imuno-

inflamatória e em particular, na periodontite(11). Essa busca deve ser por fármacos que 

possibilitem novas modalidades de tratamento, que sejam eficazes e de baixo custo, tenham 

bom rendimento, que possam ser bem absorvidos por via oral e que possuam baixa toxicidade.  

Nesse sentido, um produto natural promissor é o óleo essencial de bergamota (BEO), 

produzido através da prensagem a frio da casca da Citrus bergamia Risso et Poiteau(12). Este 

óleo essencial é composto por terpenos aromáticos voláteis e derivados oxigenados, tais como 

o linalol e o acetato de linalil(13).  
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Pesquisadores começaram a investigar as propriedades biológicas dos derivados da 

bergamota e sugeriram que estes possuem potencial efeito neuroprotetor(14), 

antiproliferativo(12,15), anti-inflamatório e analgésico(12,16). Estes últimos, sido descritos, 

também, por Karaca et al., 2007(17) em teste de edema de pata induzido por carragenina, onde 

encontraram 63,39% de redução no edema quando usaram o BEO a 0,10 mL / kg. Alguns dos 

principais compostos do BEO, como acetato de linalil e o linalol, vêm demonstrando um 

potencial efeito anti-inflamatório, mesmo que, em diferentes modelos de indução de inflamação 

ou até, em outros óleos essenciais, nos quais também possuem esses compostos(18-22).  

Por exemplo, como no óleo essencial de chinotto (CEOs), de forma taxonômica 

relacionada a bergamota, o linalol e o acetato de linalil presentes reduziram a produção de NO, 

expressão de genes inflamatórios, como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), citocinas, incluindo interleucina-1β (IL -1β) e interleucina-6 (IL-6), e 

proteína quimiotática de monócitos de quimiocina-1 (MCP-1) por macrófago estimulado por 

LPS(23).  

Sendo assim, este trabalho investigou o efeito do tratamento com BEO em modelo de 

periodontite induzida por ligadura em ratos, avaliando o potencial deste óleo essencial na 

atuação da modulação da resposta imuno-inflamatória, bem como seus efeitos sobre a 

reabsorção óssea alveolar. Em acréscimo, realizou-se a avaliação in silico dos principais 

compostos do BEO a fim de investigar suas possíveis vias de absorção, biodisponibilidade oral 

teórica e efeitos tóxicos possíveis, pois os estudos encontrados com BEO utilizam outras vias 

de administração(17,24,25) que não a oral. 

 

2.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1. Animais 

Um estudo experimental em modelo animal de periodontite induzida, conforme figura 

1, foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Ceuma 

(Maranhão, Brasil) e teve início somente após a sua aprovação sob o protocolo 110/19.  

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), provenientes do 

biotério da Universidade Ceuma (Maranhão, Brasil), com idade de aproximadamente 8 semanas 

e peso entre 300 g e 400 g. Os animais receberam ração balanceada e água ad libitum durante 

todo o período em que estiveram acondicionados no biotério. A temperatura da sala foi mantida 

a 22° ± 1 °C, sob ciclo de iluminação claro/escuro de 12/12 horas. Foi utilizado o ARRIVE 

como guia para as diretrizes de todo o experimento animal(26). 
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2.2.2. Indução da periodontite, tratamentos e período experimental 

Para indução da periodontite, os animais foram anestesiados, previamente, utilizando-

se soluções de cloridrato de ketamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via 

intraperitoneal. 

 Em seguida, foi inserido um fio de algodão (Corrente 10, Brasil), chamado de 

“ligadura”, passando-se pelo espaço interproximal, em torno dos primeiros molares inferiores 

direitos e esquerdos a nível do sulco gengival(27,28). Animais sem ligadura foram utilizados como 

grupo controle. 

Os animais foram, aleatoriamente, divididos em 3 grupos: 1) Grupo Controle (n=8 

animais): Ratos sem ligadura que receberam gavagem diária com veículo (DMSO 2%); 2) 

Grupo Ligadura (n= 8 animais): Ratos com ligadura que receberam gavagem diária com veículo 

(DMSO 2%); 3) Grupo Ligadura + BEO (n=8 animais): Ratos com ligadura que receberam 

gavagem diária com BEO a 0,1 ml/kg em veículo(17). O BEO foi adquirido comercialmente 

(Sigma®) e sua concentração testada foi definida com base em suas ações anti-inflamatórias 

descritas na literatura(29,30). 

Os animais receberam gavagem oral diária com veículo e/ou com BEO no primeiro dia 

após a indução da periodontite e por um período de 14 dias. As doses eram reduzidas 

/aumentadas de acordo com os pesos dos animais. Estes, foram pesados no baseline, 3, 7 e 14 

dias do experimento. Foi realizado o acompanhamento de peso e condições clínicas dos animais 

com o objetivo de avaliar o efeito da medicação testada durante o período experimental. 

Os animais foram sacrificados por indução de anestesia profunda após 15 dias do início 

do experimento e respectivos tratamentos realizados(31,32). 

 

2.2.3. Coleta e armazenamento das amostras 

Os tecidos gengivais em torno dos primeiros molares inferiores direitos foram coletados 

com o auxílio de lâmina de bisturi 15C e armazenados a -80°C para avaliação da produção de 

NO e dosagem de proteínas totais. Logo após, as hemimandíbulas foram armazenadas em 

formaldeído 10% para avaliação da reabsorção óssea alveolar por análise morfométrica(33,34).  

 

2.2.4. Preparo dos tecidos gengivais 

Inicialmente, os tecidos gengivais do lado direito foram homogeneizados utilizando-se 

solução de PBS (Phosphate Buffered Saline) (150 µL em cada amostra) juntamente com esferas 

de aço introduzidas em tubos individuais. Os tecidos foram submetidos à maceração com o 

auxílio de um extrator automático (Tissue Lyser LT - QIAGEN, Alemanha) durante o período 
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de 20 minutos.  Logo após, foi realizada a centrifugação (Centrífuga Novatecnica – NT 820) 

das amostras homogeneizadas por 10 min/2000 g para coleta dos sobrenadantes. 

 

  2.2.5. Avaliação da concentração de proteínas totais no tecido gengival 

O método de Bradford(35) foi utilizado para esta avaliação, sendo todas as fases deste 

método feitas em uma placa de 96 poços. Realizou-se uma curva-padrão de albumina nesta 

placa e, em cada poço, colocou-se 25 µL da amostra e 200 µL do reagente de Bradford (corante 

de "Coomassie brilliant blue" BG-250) (diluição 1:4). As amostras passaram por um período 

de incubação de 5 minutos em temperatura ambiente. A leitura de absorbância foi feita 

utilizando-se um espectrofotômetro (Microplate reader MB-580, Heales) a 630 nm. 

 

2.2.6. Avaliação da produção de NO no tecido gengival 

Para esta avaliação, os sobrenadantes obtidos do tecido gengival dos animais foram 

analisados quanto à produção de NO2- e NO3- usando o reagente de Griess (0,1% de n-1-naftil-

dihidrocloridrato etilenodiamina em 5% de ácido fosfórico e 1% de sulfanilamida), o qual foi 

adicionado às amostras (50 µl do reagente / 50 µl do sobrenadante) em uma placa de 96 poços. 

Nitrito de sódio (NaNO2) foi utilizado para a confecção da curva-padrão. Após um período de 

30 minutos de incubação, à temperatura ambiente e protegidos da luz, foi realizada a leitura da 

absorbância com um espectrofotômetro a 550 nm (Microplate reader MB-580, Heales)(36). 

 

2.2.7. Avaliação morfométrica da reabsorção óssea alveolar 

Para esta avaliação, as hemiarcadas esquerdas foram, inicialmente, imersas em solução 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 30% por 2 horas(33). Em seguida, todo o tecido mole 

remanescente foi retirado das mesmas. Para visualização da JCE, todas as peças foram coradas 

com uma mistura de azul de metileno e água destilada (1g/100ml) por 30 minutos. Logo após, 

as peças foram lavadas em água corrente para remoção do excesso do corante (Figura 2). 

Em seguida, as hemimandíbulas foram observadas em lupa estereoscópica (uEye, 

Alemanha) em aumento de 40 vezes, sendo posicionadas de forma que ocorresse a sobreposição 

das cúspides vestibulares e linguais, não havendo a possibilidade de visualização da superfície 

oclusal. As hemimandíbulas foram digitalizadas e mensuradas com auxílio do software Ueye 

cockpit. 

A avaliação da perda óssea alveolar foi feita pela mensuração da distância entre JCE e 

a CO da região lingual das hemimandíbulas, sendo seguida a inclinação radicular(33). As 

mensurações foram obtidas na região mesial do primeiro molar pelo lado lingual destas 
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hemimandíbulas. 

 Além disso, as mensurações foram feitas por um único avaliador calibrado, sendo que 

o mesmo não tinha conhecimento dos grupos avaliados, pois foi realizada uma randomização 

prévia para caracterizar a avaliação como duplo-cego.  

 

2.2.8. Avaliação in silico 

Esta avaliação computacional foi realizada com auxílio de programas com bancos de 

dados on-lines. Onde, de acordo com o CAS (Chemical Abstracts Service) do BEO (8007-75-

8), foram selecionados os principais compostos dessa substância (acetato de linalil – 30 a 60% 

e linalol – 11 a 22%) e foram verificadas possíveis vias de absorção, biodisponibilidade oral e 

toxicidade no organismo.  

Para avaliação das possíveis vias de absorção, foram selecionadas estimativas de 

absorção gastrointestinal, permeabilidade através da barreira hematoencefálica e permeação 

através da pele (log Kp em cm / s). Foi utilizado o programa SwissADME (http: // 

www.swissadme.ch/index.php#)(37) para esta avaliação. Para avaliar o log Kp, quanto mais 

negativo for o valor encontrado, menos permeável à pele é a molécula. 

A verificação quanto a biodisponibilidade oral teórica desses principais compostos, foi 

realizada por meio do programa SwissADME (http: //www.swissadme.ch / index.php #)(37). 

Este programa fornece informações sobre as seguintes propriedades: 1) Área de superfície polar 

total - TPSA; 2) Coeficiente de partição (água /óleo) – iLogP; 3) Peso molecular – MW; 4) 

Número de receptores de hidrogênio - nALH e 5) Número de doadores de hidrogênio - nDLH. 

Com a finalidade de prever a biodisponibilidade oral dos principais compostos do BEO, seus 

valores de TPSA, iLogP, peso molecular, nALH e nDLH foram analisados baseados na "Regra 

dos Cinco"(38), onde para apresentar uma boa estimativa, uma molécula precisa atender aos 

requisitos de pelo menos três dos parâmetros analisados: 1) TPSA <140 Å2; 2) iLogP ≤ 5; 3) 

MW <500 dáltons; 4) nALH ≤ 10, e 5) nDLH ≤ 5. 

Por último, foi realizada a avaliação dos possíveis efeitos tóxicos dos compostos 

majoritários do BEO por meio do programa Osiris (www.organic-chemistry.org/prog/ peo / 

drugScore.html)(37). 

Esses parâmetros obtidos foram avaliados através da comparação das estruturas 

químicas dos compostos com um banco de dados contendo medicamentos disponíveis 

comercialmente. Os efeitos tóxicos foram classificados como mutagênicos, tumorigênicos, 

irritantes e se possuíam efeitos na reprodução. 

http://www.swissadme.ch/index.php
http://www.organic-chemistry.org/prog/
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Os valores de DL50 em mg / kg foram estimados usando o programa PROTOX 

(http://tox.charite.de/protox_II/index.php?site=compound_input) e classificados quanto a 

toxidade das substâncias(39). 

 

2.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, EUA) 

e foram apresentados como médias e desvio-padrão (DP). A normalidade das variáveis foi 

realizada usando o teste de Shapiro-Wilk. Comparações entre os grupos foram realizadas 

usando ANOVA One-Way seguido por teste de Tukey com nível de significância de 5%. 

 

2.4. RESULTADOS 

 

2.4.1. Avaliação do Peso dos animais  

Como mostra a Figura 3a, os diferentes grupos apresentavam animais com pesos 

similares no baseline e em todo o período experimental (p > 0,05). A inserção da ligadura 

promoveu leve tendência à queda de peso nos animais no dia 3, porém sem diferença 

estatisticamente significante. (p >0,05). Os animais continuaram ganhando peso até o final do 

experimento. 

A Figura 3b mostra que não houve perda de peso ao longo do experimento relacionado 

ao tratamento com o BEO; ao contrário, os animais tiveram ganho de peso quase significativo 

em relação aos outros grupos aos 7 e 14 dias. 

2.4.2. Avaliação da concentração de proteínas totais no tecido gengival 

Na análise de proteínas totais, observou-se que os grupos onde os animais receberam 

ligadura apresentaram um aumento da concentração de proteínas totais do tecido gengival em 

relação ao grupo controle (p < 0.05). Não houve diferença entre os grupos Ligadura e Ligadura 

+ BEO (p > 0,05) (Figura 4). 

   

2.4.3. Avaliação da produção de óxido nítrico no tecido gengival 

Na análise da produção de NO nos tecidos gengivais, não houve variação 

estatisticamente significante entre os três grupos (p > 0,05) (Figura 5).      

 

2.4.4. Avaliação morfométrica da reabsorção óssea alveolar 

As hemimandíbulas apresentaram uma maior perda óssea nos grupos que receberam 

http://tox.charite.de/protox_II/index.php?site=compound_input
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ligadura em comparação ao grupo controle (p <0,05). Observou-se, também, uma redução na 

reabsorção óssea alveolar, com diferença estatisticamente significante, no grupo de animais 

tratados com BEO comparado ao grupo ligadura (p <0,05) (Figura 6). 

 

2.4.5. Avaliação in silico dos principais compostos do BEO 

Em relação a absorção, a tabela 1 mostra que os compostos apresentaram uma alta 

absorção no trato gastrointestinal e apresentaram permeabilidade para atravessar a barreira 

hematoencefálica. Com relação a permeabilidade na pele (log Kp) todos apresentaram 

resultados negativos, demonstrando que estes compostos possuem baixa permeabilidade na 

pele.  

Esta mesma tabela demonstra que os principais compostos, acetato de linalil e o linalol, 

se enquadram nos critérios para apresentar boa estimativa de biodisponibilidade oral, de acordo 

com a Regra dos Cinco(38). 

E, em relação a avaliação de toxicidade nos principais compostos do BEO, ficou 

demonstrado na tabela 1, que o acetato de linalil não apresenta nenhum dos efeitos descritos. 

Entretanto, o linalol pode apresentar altos efeitos mutagênicos e irritantes. 

O DL50 do acetato de linalil foi de 12000 mg/kg. E em relação à classe de toxicidade, o 

acetato de linalil foi classificado como não tóxico. 

 

2.5. DISCUSSÃO 

 

Os principais achados deste estudo mostram que o tratamento oral com óleo essencial 

de bergamota reduziu a reabsorção óssea alveolar nas hemimandíbulas de ratos submetidos a 

um modelo de periodontite induzida por ligadura(28,40,41), apesar de não termos encontrado uma 

redução da produção de NO nos tecidos gengivais. Além disso, o BEO mostrou ter boa absorção 

gastrointestinal, boa biodisponibilidade oral e não ser tóxico. Em conjunto, esses achados não 

apenas confirmam a potencial capacidade anti-inflamatória do BEO, mas também são os 

primeiros a demonstrar uma possibilidade terapêutica complementar promissora na doença 

periodontal. 

Os derivados da bergamota vêm sendo pesquisados como uma possibilidade de 

apresentar efeitos terapêuticos em relação a doenças inflamatórias(4). Na revisão sistemática de 

PERNA et al., 2019(42), mostra que os subprodutos da bergamota - suco, óleo essencial e outros 

-   são pesquisados usando administrações por via inalatória, intraplantar e oral . Porém, ainda 
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não possuem estudos na literatura que utilizem o BEO por via oral para controle da inflamação 

periodontal. 

Este presente estudo mostra que o tratamento oral com óleo essencial de bergamota 

modulou positivamente a reabsorção óssea alveolar em ratos que foram submetidos a um 

modelo de periodontite induzida por ligadura. O modelo de indução que foi utilizado em nosso 

estudo é bem consolidado na literatura(32,40,41) e demonstra ser bem efetivo quando comparamos 

grupos controle com grupos onde a periodontite foi induzida(43). 

Para confirmar a efetividade deste modelo, foi realizada a análise da concentração de 

proteínas totais no tecido gengival dos animais. Nesta análise, observou-se que nos grupos onde 

os animais foram induzidos à periodontite por ligadura, estes apresentaram um aumento da 

concentração de proteínas totais do tecido gengival em relação ao grupo controle. Portanto, este 

modelo de indução de periodontite por ligadura mostra-se efetivo nos grupos avaliados e 

corrobora com outros estudos que utilizaram este mesmo método de indução(32,40,41). 

O BEO e seus principais compostos mostraram possuir uma atividade anti-inflamatória 

promissora, pois ele conseguiu reduzir a reabsorção óssea alveolar das hemimandíbulas dos 

animais que receberam essa substância por gavagem oral. Esta redução na reabsorção óssea 

alveolar, com diferença estatisticamente significante, foi encontrada no grupo de animais 

tratados com BEO quando comparado ao grupo ligadura. Esses resultados corroboram com o 

estudo in vitro de Han et al., 2017(44) onde verificou-se que o BEO conseguiu inibir 

significativamente os 17 marcadores estudados (MCP-1, VCM-1, ICAM-1, IP-10, I-TAC, IL-

8, MIG, Colágeno I e III, EGFR, MMP-1, PAI-I, TIMP-1 e 2, M-CSF, proliferação e 

citotoxidade) que estão relacionados às moléculas inflamatórias bem como à remodelação 

tecidual.  

Entretanto, o BEO não teve uma atividade demonstrada sobre a produção do óxido 

nítrico no tecido gengival dos animais no presente estudo. Em contraste com o estudo de 

Graziano et al., 2012(45), onde ensaios realizados em queratinócitos demonstraram que CBE 

(extrato de Citrus bergamia Risso and Poiteau) não inibiu a proliferação celular e conseguiu 

reduzir significativamente a produção de NO entre outros.  

O NO é muito relevante na periodontite pois funciona como um marcador biológico e 

seus níveis podem assumir papel deletério na osteoclastogênese. Altos níveis de NO inibem 

tanto a reabsorção quanto a formação óssea e podem extinguir a renovação óssea na inflamação 

grave(46). De acordo com Borkar et al., 2016(5), são encontradas baixas concentrações de NO no 

tecido saudável e funcionam como uma barreira protetora dos tecidos adjacentes aos dentes. 

Provavelmente, o NO se mostre prejudicial quando produzido em maiores quantidades durante 
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a inflamação, levando tanto a uma destruição do tecido quanto das bactérias presentes. Apesar 

de não termos encontrado uma atividade considerável do BEO sobre a produção de óxido 

nítrico, encontramos uma redução na reabsorção óssea alveolar, o que sugere que o óleo 

essencial de bergamota possui uma ação positiva sobre a inflamação.  

Por isso, recomenda-se que sejam avaliados novos mediadores inflamatórios ou até o 

próprio óxido nítrico só que a nível de expressão gênica. Pesquisas já mostram efeitos positivos 

na inativação seletiva do óxido nítrico, a nível de expressão gênica, atuando como possível 

modulador nas doenças orais(7,47,48). 

Em relação à dose utilizada no experimento, esta mostrou-se adequada de acordo com o 

parâmetro dos pesos dos animais que não apresentou mudança significativa, e também por 

mostrar, na análise in silico, do acetato de linalil, DL50 de 12000 mg/kg e ser classificado como 

não tóxico. O que corrobora com o estudo in vivo realizado por Jenner et al., 1964(49), onde 

referiu que o acetato de linalil possui DL50 oral de 14550 mg/kg em ratos, valor semelhante ao 

encontrado em nosso estudo. 

A análise in silico também mostrou que os compostos majoritários apresentam uma alta 

absorção no trato gastrointestinal e possuem boa disponibilidade oral, sugerindo que o BEO 

possa ser absorvido, de uma forma segura, também por via oral em contraste com os estudos 

que encontramos  na literatura(17,24,25) que adotaram outras vias de administração. Já o resultado 

a respeito da reabsorção óssea alveolar, corrobora com a análise anterior, pois demonstra que o 

BEO foi bem absorvido por via oral pelos animais, apresentando concentrações eficazes para 

uma ação terapêutica anti-inflamatória e de prevenção da reabsorção óssea alveolar 

inflamatória. 

O acetato de linalil não apresenta risco de provocar efeitos mutagênicos, tumorigênicos, 

irritantes e na reprodução. Mas, a análise in silico sugere que o linalol demonstra risco de 

provocar efeitos mutagênicos e irritantes quando avaliado de forma isolada. Porém, neste 

estudo, o linalol encontrava-se diluído no óleo essencial, o que torna mais seguro o seu uso. 

Sabe-se, também que os monoterpenos, entre os quais o linalol e acetato de linalil, 

principais compostos do BEO, possuem capacidade anti-inflamatória e analgésica(21,50,51). 

Portanto, pelo menos em parte, os efeitos anti‐inflamatório e analgésico do BEO poderiam ser 

atribuíveis a estes compostos, embora, este estudo não tenha como objetivo investigar qual 

substância isolada seria responsável por esses resultados e sim, utilizar esses compostos 

diluídos em óleo. 

Baseado na hipótese levantada e nos resultados obtidos, o uso do BEO apresenta efeito 

anti-inflamatório e reduz a perda óssea alveolar em modelo de periodontite induzida, podendo 
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ter um papel promissor como adjuvante na terapia periodontal mecânica. Mais pesquisas devem 

ser realizadas a fim de elucidar os mecanismos de atuação deste óleo essencial nas diferentes 

vias da resposta inflamatória. Podendo investigar outros mediadores inflamatórios ou mesmo o 

óxido nítrico a nível de expressão gênica para obter resultados mais consolidados, análises as 

quais não conseguimos realizar neste estudo. 

 

2.6. CONCLUSÃO 

 

É sugerido que o BEO tenha ação sobre a reabsorção óssea nos animais que utilizaram 

essa substância por via oral, apesar de não haver correlação com os achados sobre o NO. Os 

compostos principais do BEO apresentaram alta absorção gastrointestinal, boa 

biodisponibilidade oral e baixo potencial de toxicidade. 
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FIGURAS E TABELAS 

Figura 1 – Fluxograma com o delineamento experimental do estudo. 
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Figura 2 – Hemimandíbula corada com azul de metileno para visualização da Junção 

cemento-esmalte (JCE).  
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Figura 3a. Resultados da avaliação de pesos dos animais nos grupos Controle, Ligadura e 

Ligadura + BEO durante diferentes etapas do período experimental (baseline, 3, 7 e 14 

dias). Os dados foram expressos através de médias ± DP (n = 8 animais por grupo). p > 0.05 

quando comparado com o grupo controle de acordo com o teste de ANOVA seguido pelo teste 

de Tukey. 
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Figura 3b. Resultados dos pesos dos animais do grupo Ligadura + BEO durante o período 

do experimento. Os dados foram expressos através de médias ± DP (n = 8 animais no grupo). 

p > 0.05 quando comparado entre os diferentes dias de pesagem de acordo com o teste de 

ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 4. Resultados da avaliação de proteínas totais no tecido gengival de animais 

com periodontite induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram expressos 

através de médias ± DP (n = 8 animais por grupo). *p < 0.05 quando comparado com o 

grupo controle de acordo com o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 5. Resultados da avaliação da produção de óxido nítrico (NO) no tecido gengival 

de animais com periodontite induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram 

expressos através de médias ± DP (n = 8 animais por grupo). Nenhuma diferença estatística 

entre os grupos foi detectada pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 
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Figura 6. Resultados da avaliação da perda óssea alveolar de animais com periodontite 

induzida por ligadura e tratados com BEO. Os dados foram expressos através de médias 

± DP (n = 8 animais por grupo). Houve diferença estatística entre os grupos detectada pelo 

teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey. *p < 0.05 quando comparamos com o grupo 

controle; †p < 0.05 quando comparados ao grupo controle e ligadura. 
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Tabela 1 - Estimativa in silico da absorção, da biodisponibilidade oral, dos efeitos 

tóxicos, DL50 e classe de toxicidade dos principais compostos do BEO. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

No modelo in silico, observou-se que os compostos majoritários presentes no BEO 

podem ser bem absorvidos pelo trato gastrointestinal e possuem boa biodisponibilidade oral e 

no modelo in vivo, observou-se um aumento na concentração de proteínas totais nos grupos de 

animais com ligadura e uma redução na reabsorção óssea alveolar no grupo ligadura + BEO 

quando comparado ao grupo ligadura porém, o tratamento com o BEO não reduziu a produção 

de NO nos tecidos gengivais dos animais. Deve-se, portanto, investigar outros mediadores 

inflamatórios ou até mesmo o óxido nítrico a nível de expressão gênica para constatar se existe 

atuação do BEO na redução da produção de NO. 

Mais pesquisas devem ser realizadas no intuito de estabelecer quais os mecanismos e 

substâncias possam estar envolvidas na ação anti-inflamatória do BEO sobre a reabsorção óssea 

alveolar. 

Uma grande contribuição do nosso estudo foi em mostrar que a administração por via 

oral do BEO consiste em uma nova possibilidade segura. Diferentemente de estudos anteriores 

que adotavam somente as vias intraplantar e inalatória para a administração do BEO. 
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