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Ramadan D. O efeito da ingestdo de hesperidina sobre a modulacdo da resposta
inflamatéria e nivel de perda 6ssea em camundongos com doenca periodontal
induzida [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da hesperidina(Hesp) sobre a periodontite
experimental induzida por injecdo de LPS de E. coli em camundongos. 50
camundongos BALB/c foram submetidos a diferentes tratamentos: dieta convencional,
dieta enriquecida com hesperidina (25 e 50 mg/kg de peso corporal/dia) e dieta com
naproxeno 10mg/kg de peso corporal/dia. Apés 30 dias de suplementacdo os animais
foram submetidos a periodontite induzida pela injecdo bilateral de Escherichia coli
3x/semana por 4 semanas. Avaliou-se 0 peso corporal, consumo alimentar e
energético ao longo de todo periodo experimental. Depois de 3 dias da ultima injecéo
de LPS os animais foram eutanasiados, coletados figado e maxila e realizada a
analise microscopica do figado, quantificacdo de perda 6ssea por micro-Ct, analise
microscépica e estereométrica dos maxilares, perfil de citocinas pré6 e anti-
inflamatorias por imunoensaio multiplex e avaliacado da atividade de mieloperoxidase
(MPO). In vitro foi avaliada a viabilidade celular por MTT e avaliagéo da proliferacédo
celular através do método de AlamarBlue®, em cultura de fibroblastos L929 em 1,3 e
7 dias. Ao final do experimento 0s animais que consumiram racéo enriquecida com
hesperidina ou naproxeno apresentaram ganho de peso e consumo alimentar e
energético semelhante ao grupo controle. Na analise microscépica do figado néo
foram encontradas altera¢des hepaticas. O micro-CT revelou significante aumento da
perda 6ssea no grupo LPS, no qual foi prevenida pela hesperidina ou naproxeno. A
andlise estereométrica revelou menor infiltrado de células inflamatérias na mucosa
palatina da regido de primeiro molar superior direito nos grupos que foram
suplementados com hesperidina ou naproxeno. Observou-se que a suplementacéo
alimentar com hesperidina 50mg/kg de peso corporal/dia atenuou a expressao de IL-
1B. As duas concentracdes de hesperidina ou naproxeno nao alteraram a expressao
deTNF-a quando comparadas ao grupo LPS enquanto que, a suplementagdao com
hesperidina em ambas concentracbes aumentaram a expressdo de IL-10. A
suplementacdo alimentar com hesperidina ou naproxeno reduziram a atividade de
MPO com clara atividade anti-inflamatodria. Os resultados in vitro ndo mostram efeitos
citotoxicos nas concentracdes mais baixas. A hesperidina ndo mostrou atividade
metabdlica de fibroblastos L929 apds 7 dias de tratamento. Os resultados permitem
concluir que a suplementagcédo com hesperidina em sua dose mais alta reduziu perda
ossea e infiltrado inflamatoério na doenga periodontal experimental sugerindo, portanto
que, a hesperidina apresente a¢do promissora na modulacdo do processo inflamatorio
associado a doenca periodontal experimental.

Palavras-chave: Flavonoides. Doencgas Periodontais. Hesperidina. Anti-Inflamatérios.



Ramadan D. The effect of hesperidin intake on the modulation of the inflammatory
response and level of bone loss in mice with induced periodontal disease [dissertacdo
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of hesperidin(Hesp) on experimental
periodontitis induced by injection of E. coli LPS in mice. 50 BALB /c mice were
submitted to different treatments: conventional diet, enriched diet with hesperidin (25
and 50 mg / kg of body weight / day) and diet with naproxen 10 mg / kg of body weight
/ day. After 30 days of supplementation, the animals were submitted to periodontitis
induced by bilateral injection of Escherichia coli 3x / week for 4 weeks. Body weight,
food and energy consumption were evaluated throughout the experimental period.
After 3 days of the last LPS injection, the animals were euthanized, liver and maxilla
were collected and microscopic analysis of the liver was carried out, quantification of
bone loss by micro-Ct, microscopic and stereometric analysis of the jaws, pro and anti-
inflammatory cytokine profile by multiplex immunoassay and evaluation of
myeloperoxidase (MPO) activity. In vitro cell viability was evaluated by MTT and
evaluation of cell proliferation using the AlamarBlue method, in culture of L929
fibroblasts in 1.3 and 7 days. At the end of the experiment, the animals that consumed
enriched food with hesperidin or naproxen showed weight gain and food and energy
consumption similar to the control group. Microscopic analysis of the liver showed no
liver abnormalities. The micro-CT revealed a significant increase in bone loss in the
LPS group, in which it was prevented by hesperidin or naproxen. The stereometric
analysis revealed a lower infiltration of inflammatory cells in the palatal mucosa of the
upper right first molar region in groups that were supplemented with hesperidin or
naproxen. It was observed that food supplementation with hesperidin 50mg / kg of
body weight / day attenuated the expression of IL-1B. The two concentrations of
hesperidin or naproxen did not alter the expression of TNF-a when compared to the
LPS group, whereas supplementation with hesperidin in both concentrations increased
the expression of IL-10. Food supplementation with hesperidin or naproxen reduced
the activity of MPO with clear anti-inflammatory activity. In vitro results do not show
cytotoxic effects at lower concentrations. Hesperidin did not show metabolic activity of
L929 fibroblasts after 7 days of treatment. The results allow us to conclude that
supplementation with hesperidin in its highest dose reduced bone loss and
inflammatory infiltrate in experimental periodontal disease, suggesting, therefore, that
hesperidin presents a promising action in modulating the inflammatory process
associated with experimental periodontal disease.

Keywords: Flavonoids. Periodontal diseases. Hesperidin.Anti-Inflammatory Agents.
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1 INTRODUCAO

A periodontite é uma doenca imune-inflamatoria multifatorial caracterizada pela
destruicdo progressiva das estruturas de suporte dos dentes decorrente da resposta
imune do hospedeiro frente a agdo de microrganismos!. Durante a resposta imune-
inflamatoria, varias classes de mediadores quimicos oriundos do plasma, dos
leucécitos, das plaguetas, do endotélio e do tecido conjuntivo interagem de maneira
complexa no periodonto. Destaca-se aminas vasoativas, 0s metabolitos do &cido
araquidoénico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas), as citocinas (fator de necrose
tumoral, interleucina-1 e quimiocinas), as espécies reativas do oxigénio (ERO), o 6xido
nitrico (NO), as enzimas lisossémicas dos leucécitos e 0os neuropeptideos (substancia
P)3. Estd bem estabelecido que a modulacdo da resposta imune-inflamatéria pode
atenuar o desenvolvimento da doenca periodontal. Desta forma quando a resposta do
hospedeiro é atenuada pela aplicacdo de inibidores ou por manipulacdo genética, a
severidade da doenca periodontal é reduzida, mesmo que as defesas antibacterianas
possam ser enfraquecidas®®. Isso sugere que a resposta do hospedeiro seja
fundamental para a evolucdo da doenca periodontal induzida por bactérias. Vérias
terapias coadjuvantes que promovam melhora dos resultados do tratamento
periodontal convencional tém sido propostas, como por exemplo a utilizacdo de
flavonoides®’. Os flavonoides sdo uma classe importante de produtos naturais que
pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios de plantas. Possuem estrutura
polifendlica e sdo amplamente encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes de
de grdos, cacau, chocolate, cha, soja, vinho tinto e ervas®®. Apresentam diversos e
favoraveis efeitos bioquimicos, antioxidantes, anti-inflamatoérios, anti-angiogénico,
anti-apoptético, anti-mutagénico, neuroprotetor e anti-hiperlipidico que estédo
associados a doencas inflamatérias, cancer e doencas neurodegenerativas®9l,
Também séo conhecidos por serem potentes inibidores para varias enzimas, como
xantina oxidase (XO), ciclo-oxigenase (COX), lipoxigenase e fosfoinositideo 3-
quinase’'213, Essas preeminéncias apoiam os efeitos promotores da saude dos
flavonoides e sdo um componente indispensavel em uma variedade de produtos

nutracéuticos, farmacéuticos e aplicacdes cosméticas 3.

Os flavonoides citricos sédo divididos em subgrupos de acordo com suas

estruturas quimicas destacando-se as flavanonas (hesperidina, e eriodictiol), flavonas
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(apigenina, diosmina), flavonois (quercetina, Isoquercetina), e antiocinas (cianidina,
delfinidina e petunidina). Eriocitrina e sua forma aglicona eriodictiol sdo flavanonas
abundantes em limas e limdes que tem despertado interesse dos pesquisadores
devido seus variados efeitos bioldgicos benéficos destacando suas propriedades anti-

oxidantes e anti-inflamatérias415,

Com base nessas informagbes, o objetivo deste trabalho foi estabelecer
fundamentos para o desenvolvimento de novas estratégias tanto para o controle
qguanto para a prevencao de doenca periodontal inflamatoria. A hipotese é que a
complementacdo ou suplementacao de flavonoides citricos como a hesperidina na
dieta, corrobore para que o equilibrio na relacdo LPS bacteriano-resposta imuno-
inflamatoria, perdido na periodontite, possa ser recuperado pelo favorecimento da

acao desses compostos na modulacéo da resposta imune.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condicbes experimentais utilizadas no presente estudo
conclui-se que:

A suplementacao alimentar com hesperidina ou naproxeno mostrou preservar
o tecido 6sseo comparado ao grupo que recebeu injecbes de LPS na andlise da
porcentagem de volume 0Osseo periodontal por microtomografia computadorizada
(MCT);

Os animais que receberam suplementacdo com a flavonona hesperidina ou
naproxeno ndo apresentaram efeito hepatotoxico;

A flavanona hesperidina ou naproxeno demonstraram uma diminuicdo do
infiltrado de células inflamatdrias na regido adjacente ao primeiro molar superior,
podendo sugerir agdo promissora no processo inflamatorio;

A flavanona hesperidina ou naproxeno diminuiram a expressao de marcadores
inflamatorios como a citocina IL-1B e aumentaram a expressao de IL-10, entretanto
apenas 0 naproxeno demosntrou aumento da citocina IL-1 sugerindo a hipotese de

gue a queda de prostaglandinas indiretamente elevou o aumento da expresséao de IL-

1B.
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