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RESUMO

A nutricdo ¢ reconhecida como um componente essencial na prevencdo de diversas doengas.
Em especial, flavonoides citricos, como a eriocitrina (ERIOC), mostram potencial no controle
de inflamagdes orais e sistémicas, incluindo doengas periodontais. Este estudo investigou os
efeitos da ERIOC sobre fatores pro-inflamatorios, anti-inflamatorios e pro-resolutivos em
modelos in vitro e in vivo. Para isso, macroéfagos da linhagem RAW 264.7 e macrofagos
derivados de mondcitos humanos foram estimulados com LPS+IFN-y e tratados com ERIOC
por 24 e 48 horas, respectivamente. Avaliou-se a expressdo dos genes caracteristicos dos
fenotipos M1 (NOS2/iNOS) e M2 (MMR e ARG-1) por gPCR. Também foram analisadas as
expressoes dos marcadores de superficie para os fenotipos M1 (CD80 e CCR7) e M2 (CD163
e CD206) por citometria de fluxo, além das vias de sinalizagdo intracelular STAT1, STATS3,
p65 NF-kB e p38 MAPK. Em neutréfilos humanos, avaliou-se o efeito de ERIOC sobre
marcadores relacionados ao fenotipo, atividade fagocitica e apoptose também utilizando
citometria de fluxo. Adicionalmente, foi investigada a capacidade da ERIOC e seu metabolito
eriodictiol (ERIOD) na captura dos radicais livres ABTS™", DPPH" e Anion Radical Superéxido
(027). In vivo, camundongos foram tratados com ERIOC nas doses de 25 e 50 mg/kg de peso
corporal/dia por 60 dias. No 30° dia, a doenca periodontal foi induzida por inje¢ao bilateral de
LPS de Escherichia coli nos tecidos gengivais préximos aos primeiros molares superiores.
Ap0s a eutanasia, foram coletadas amostras para analise de citocinas pr6 e anti-inflamatorias
por imunoensaio multiplex, quantifica¢do de leucotrieno B4 por ELISA, anélise histologica e
avalia¢do da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) no tecido gengival e mensuragdo da
peroxidagdo lipidica no tecido gengival e no plasma. O tratamento com ERIOC reduziu a
expressao génica de NOS2 e a intensidade média de fluorescéncia (MFI) de CD80 e da via NF-
kB em compara¢do ao grupo estimulado apenas com LPS+IFN-y (M1). Sobre neutréfilos
humanos, ERIOC aumentou a atividade fagocitica e a porcentagem de células apoptdticas, além
de elevar a expressdo de CD33, uma proteina transmembrana que previne autorreatividade
inadequada durante respostas inflamatorias. Tanto ERIOC quanto ERIOD apresentaram alta
capacidade de captura dos radicais ABTS™, DPPH" ¢ O2~". No estudo in vivo, o tratamento com
ERIOC reduziu significativamente o infiltrado de células inflamatdrias, a atividade de EPO, os
niveis de leucotrieno B4 e a expressao de citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1f no tecido
gengival dos animais submetidos as injegdes de LPS. Além disso, observou-se reducdo do
estresse oxidativo, medido pela peroxidagdo lipidica no tecido gengival e no plasma. O
tratamento também aumentou a atividade das enzimas antioxidantes endodgenas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) no tecido gengival. Esses
resultados mostraram que o tratamento com ERIOC foi eficaz em reduzir a expressdo de
marcadores pro-inflamatorios em macrdofagos e melhorou a atividade dos neutréfilos ex vivo.
Em complemento, reduziu o infiltrado de células inflamatérias in vivo e mostrou eficécia na
neutralizagao de radicais sugerindo potencial proteg@o sobre o estresse oxidativo. A reducdo da
peroxidag¢do lipidica no plasma e no tecido gengival dos animais com periodontite experimental
¢ aumento das enzimas SOD, CAT e GPx corroboram com esses achados. Essas descobertas
destacam a eriocitrina como um potente antioxidante e agente anti-inflamatorio, capaz de
reduzir marcadores pro-inflamatorios e melhorar o perfil oxidativo. Esses efeitos tornam a
eriocitrina uma candidata promissora para a prevencao de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo e inflamagdo cronica.

Palavras-chave: Flavonoides. Inflamagao. Anti-Inflamatorios.
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ABSTRACT

Nutrition is recognised as an essential component in the prevention of various diseases. Citrus
flavonoids, especially eriocitrin (ERIOC), can potentially control oral and systemic
inflammation, including periodontal disease. This study investigated the effects of ERIOC on
pro-inflammatory, anti-inflammatory, and pro-resolutive factors in both in vitro and in vivo
models. RAW 264.7 macrophages and human monocyte-derived macrophages were stimulated
with LPS+IFN-y and treated with ERIOC for 24 and 48 hours, respectively. The expression of
genes characteristic of M1 (NOS2/iNOS) and M2 (MMR and ARG-1) phenotypes was
evaluated by qPCR. Surface markers for M1 (CD80 and CCR7) and M2 (CD163 and CD206)
phenotypes were also analysed by flow cytometry, as well as intracellular signalling pathways
STATI1, STAT3, p65 NF-kB, and p38 MAPK. In human neutrophils, the effect of ERIOC on
phenotype-related markers, phagocytic activity, and apoptosis was also evaluated using flow
cytometry. Additionally, ERIOC and its metabolite eriodictyol (ERIOD) were investigated for
their ability to scavenge ABTS"", DPPH", and superoxide radical anion (O2~) free radicals. In
vivo, mice were treated with ERIOC at 25 and 50 mg/kg body weight/day doses for 60 days.
On day 30, periodontal disease was induced by bilateral injection of Escherichia coli LPS into
the gingival tissues near the upper first molars. After euthanasia, samples were collected for
analysis of pro- and anti-inflammatory cytokines by multiplex immunoassay, quantification of
leukotriene B4 by ELISA, histological analysis and evaluation of eosinophil peroxidase (EPO)
activity in gingival tissue, and measurement of lipid peroxidation in gingival tissue and plasma.
ERIOC treatment reduced NOS2 gene expression and the mean fluorescence intensity (MFI)
of CD80 and the NF-kB pathway compared to the group stimulated with LPS+IFN-y alone
(M1). In human neutrophils, ERIOC increased phagocytic activity, the percentage of apoptotic
cells, and the expression of CD33, a transmembrane protein that prevents inappropriate
autoreactivity during inflammatory responses. Both ERIOC and ERIOD demonstrated high
scavenging capacity for ABTS'", DPPH’, and O2~ radicals. In the in vivo study, ERIOC
treatment significantly reduced inflammatory cell infiltration, EPO activity, leukotriene B4
levels, and pro-inflammatory cytokine expression of TNF-o and IL-1f in the gingival tissue of
animals subjected to LPS injections. Additionally, a reduction in oxidative stress was observed,
measured by lipid peroxidation in gingival tissue and plasma. Treatment also increased the
activity of endogenous antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and
glutathione peroxidase (GPx) in gingival tissue. These results demonstrated that ERIOC
treatment was effective in reducing pro-inflammatory marker expression in macrophages and
improved neutrophil activity ex vivo. In addition, it reduced inflammatory cell infiltration in
vivo and showed efficacy in radical scavenging, suggesting potential protection against
oxidative stress. The reduction in lipid peroxidation in plasma and gingival tissue of animals
with experimental periodontitis and increased SOD, CAT, and GPx enzymes support these
findings. These discoveries highlight eriocitrin as a potent antioxidant and anti-inflammatory
agent capable of reducing pro-inflammatory markers and improving the oxidative profile. These
effects make eriocitrin a promising candidate for preventing diseases related to oxidative stress
and chronic inflammation.

Keywords: Flavonoids. Inflammation. Anti-Inflammatory Agents.
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NFATcl1: Fator Nuclear de Células T Ativadas (do inglés Nuclear Factor of Activated T-cells,
cytoplasmic 1)

NOD: Proteinas com Dominio de Liga¢do a Nucleotideos e Oligomerizacdo (do inglés
Nucleotide-Binding Oligomerization Domain proteins)

Nrf2: Fator Nuclear Eritroide 2-relacionado ao Fator 2 (do inglés Nuclear Factor Erythroid 2-
Related Factor 2)

OH: Radical Hidroxila (do inglés Hydroxyl Radical)

PAMP: Padroes Moleculares Associados a Patdgenos (do inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns)

PBS: Tampao Salina-Fosfato (do inglés Phosphate-Buffered Saline)

PGE:: Prostaglandina E2

PMN: Leucocito Polimorfonuclear

PSR: Fosfatidilserina (do inglés Phosphatidylserine)

PUFAs: Acidos Graxos Poli-insaturados (do inglés Polyunsaturated Fatty Acids)

RLR: Receptores Similares ao Gene-I Induzido por Acido Retinoico (do inglés Retinoic acid-
inducible gene I (RIG-1)-like receptors)

RRP: Receptores de Reconhecimento Padrao

SDH: Enzima Desidrogenase Succinica (do inglés Succinate Dehydrogenase)

SFB: Soro Fetal Bovino

SOD: Enzima Superdxido Dismutase (do inglés Superoxide Dismutase)

STAT: Transdutor de Sinal e Ativador da Transcricdo (do inglés Signal Transducer and

Activator of Transcription)



TBARS: Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (do inglés Thiobarbituric Acid Reactive
Substances)

TIM-4: Dominio de Mucina-4 (do inglés T-cell Immunoglobulin and Mucin Domain-4)

TLR: Receptor do Tipo Toll (do inglés Toll-Like Receptor)

TNF: Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis Factor)

UVKECc: Escherichia coli Inativada por Luz Ultravioleta (do inglés Ultraviolet-Killed E. coli)
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1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estima que milhdes de pacientes sdo
acometidos por uma infinidade de doencas que podem afetar a boca e se manifestam diante de
um grande espectro etioldgico e fisiopatologico. Por exemplo, cerca de 2,4 bilhdes de pessoas
sdo acometidos por céries em dentes permanente e 532 milhdes de criangas também sdo afetadas
por caries e dentes deciduos'. Além disso, entre os adultos nos EUA, cerca de 40% das pessoas
com mais de 30 anos e aproximadamente 60% das pessoas com mais de 65 anos sdo
diagnosticadas com periodontite, uma doenca inflamatoria cronica caracterizada por disbiose,
(mudanca no biofilme subgengival em dire¢do a microbiota gram-negativa) levando a
destruicdo das estruturas de suporte dos dentes de maneira mediada pelo hospedeiro®. Os
cuidados com a saide bucal podem ser bastante caros. Em paises de alta renda,
aproximadamente 5% do or¢amento total de saude ¢ destinado a esses cuidados. Em muitos
outros paises, no entanto, os custos associados a tratamentos odontologicos podem ultrapassar
a capacidade financeira da populagdo, tornando o acesso a esses cuidados um desafio
significativo!. Nesse complexo contexto, discute-se € esta cada vez mais aceito, que a nutrigdo
desempenha um papel essencial tanto na saude bucal quanto na promogao da satude sistémica.
Uma alimentacdo adequada, que fornece vitaminas, minerais, fibras, carboidratos, proteinas,
gorduras e outros micronutrientes, ¢ fundamental para manter as células e tecidos saudaveis e
contribuir para a satide bucal e consequentemente sistémica. De fato, nutricdo inadequada pode
afetar a saude bucal, incluindo ndo somente caries dentarias e doengas periodontais, mas outras
importantes doengas como os tumores benignos e malignos da mucosa oral e doencas
infecciosas’.

A modificagao dos padrdes alimentares ¢ sugerida como uma maneira de reduzir a carga
global de doengas, que, por defini¢do, quantifica a magnitude da perda de satide causada por
doencas, lesdes ¢ fatores de risco, considerando variaveis como idade, sexo ¢ localizagdo
geografica. Paralelamente, a literatura especializada destaca o avango dos medicamentos
bioldgicos, desenvolvidos a partir de plantas ou por biossintese em organismos Vvivos,
diferenciando-se dos medicamentos sintéticos que sdo produzidos por meio de reagdes
quimicas. De fato, observa-se que a busca por novas abordagens terap€uticas para o tratamento
de inimeras doengas, como por exemplo, aquelas relacionadas aos processos inflamatorios®>.
Nesse contexto, os flavonoides se destacam como importantes polifenois, que sao moléculas
caracterizados por possuir uma ou mais hidroxilas ligadas a anéis aromaticos*. Eles sdo notaveis

por suas potentes atividades bioativas, incluindo o controle do estresse oxidativo por meio da
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captura de radicais livres e da inibi¢do da peroxidagdo lipidica'®, além de sua capacidade de
modular o processo inflamatorio presente em diversas doencas. Esses compostos estdo
amplamente distribuidos na natureza e podem ser encontrados em frutas, legumes, nozes,

chocolates, vinhos, chas e café> 6.

A eriocitrina (eriodictyol 7-O-f-D-rutinoside) e seu metabdlito eriodictiol (3',4,5,7-
tetrahydroxyflavanone) sdo flavonoides citricos encontrados principalmente nas cascas de
limdes e limas’. Dentre suas diversas atividades biologicas, destaca-se por ser um potente
composto na supressao do estresse oxidativo em doengas cronicas tais como diabetes mellitus
e periodontite> 8. Estudos anteriores confirmaram através de analises de Cromatografia Liquida
de Alta Performance (HPLC) e espectrometria de massas por cromatografia liquida (LC-MS)
que metabolitos da eriocitrina tais como eriodictiol, homo-eriodictiol e hesperitina foram
encontrados nos tecidos € no plasma ap6s 4 horas da administragdo®!?. Ainda, Shimoi et al'!
sugeriram que a deglicosilagdo poderia ocorrer localmente durante um processo inflamatorio
potencializando sua agdo. Com base nessas informagdes, o objetivo deste estudo foi investigar
os efeitos da eriocitrina sobre mecanismos celulares e moleculares pré-inflamatorios, anti-

inflamatorios e pro-resolutivos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a eriocitrina e seu metabolito eriodictiol
apresentam efeitos inibitorios sobre o metabolismo oxidativo e o processo inflamatorio, tanto
em modelos in vivo quanto in vitro. A eriocitrina mostrou reduzir os marcadores pro-
inflamatorios em macrofagos derivados de mondcitos humanos e melhorar significativamente
a atividade dos neutréfilos ex vivo. Além disso, esses flavonoides demonstraram eficacia na
neutralizagdo direta de radicais ndo biologicos, como ABTS® e DPPH®, e do radical anion
superoxido (02°°), sugerindo uma melhoria no perfil oxidativo. Esses resultados foram
corroborados pela redu¢do de TBARS tanto no plasma quanto no tecido gengival dos animais
submetidos a inflamacdo periodontal experimental. Embora abordados separadamente, ¢
importante ressaltar que esses eventos ocorrem de forma sinérgica e coordenada. A inflamagao
¢ um processo complexo e regulado, cuja compreensdo € essencial. Portanto, estudos in vivo
que avaliem as alteragdes no perfil celular durante esses processos sdo necessarios para
confirmar os efeitos pro-resolutivos da eriocitrina. Além disso, os resultados indicam que a
eriocitrina e o eriodictiol desempenham um papel crucial no controle do estresse oxidativo. Eles
ndo apenas capturam diretamente radicais livres, mas também modulam as defesas celulares
endogenas. Essas descobertas destacam a importancia dos flavonoides como antioxidantes e
seu potencial impacto na promocao da saude celular e na prevengao de doengas relacionadas ao

estresse oxidativo.
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