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Imbriani MJM. Nanoemulsdo contendo hesperitina: Desenvolvimento, caracterizacao
e avaliacdo de seus efeitos anti-inflamatério e pro-osteogénico [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Terapias alternativas associando produtos naturais e nanobiotecnologias abrem
novas perspectivas para liberacdo controlada das drogas. Dentro deste contexto,
nanoemulsdes (NE) apresentam resultados promissores devido ao seu desenho
estrutural e destacadas propriedades biolégicas. A hesperitina (HT) é um metabolito
da hesperidina, encontrado principalmente em frutas citricas, com diversas
propriedades biologicas tais como antioxidante, anti-inflamatdria, anticancerigena,
neuroprotetora, analgésica e com capacidade osteogénica. Em funcédo dos efeitos
terapéuticos da hesperitina, associado as carateristicas promissoras das NE, o
objetivo do presente estudo foi desenvolver uma nanoemulsao contendo hesperitina
(NE-HT) com a finalidade de melhorar suas propriedades farmacodinamicas e assim
obter um material biocompativel e bioativo. Por outro lado, o estimulo elétrico (EE)
tem mostrado efeitos promissores no comportamento celular, melhorando func¢des no
metabolismo dsseo. Desta forma, consideramos que uma associacdo entre a NE-HT
e EE pode sugerir uma melhora dos efeitos um do outro. Inicialmente, no estudo 1,
NE-HT foi sintetizada e caracterizada, sua eficiéncia de encapsulacdo e morfologia
foram avaliadas e seus efeitos sobre a osteogéneses foram determinados em
linhagem celular de osteoblastos humanos através da proliferacédo celular, formacéo
de nddulos mineralizados, expressao de genes reguladores do metabolismo 0sseo,
organizacdo e maturacao de colageno e atividade da fosfatase alcalina (FAL). No
estudo 2, foi avaliada a acdo da HT em sua forma livre e da NE-HT associadas ou
nao com estimulo elétrico (EE) no comportamento de osteoblastos humanos MG63,
através da andlise da adesédo celular, proliferacdo celular, atividade da fosfatase
alcalina e migracéo celular. Finalmente, no estudo 3, a acdo da NE-HT na expresséo
de mediadores inflamatérios e matirz metaloproteinases (MMPs), foi avaliada em
monaocitos/macréfagos humanos estimulados por Fusobacterium nucleatum. Os
dados numéricos, obtidos pela aplicagdo dos protocolos laboratoriais, foram
submetidos a analise estatistica especifica utilizando-se o software GraphPad Prism,
e todos os testes desse estudo serdo aplicados com nivel de significancia de 5 %
(p<0.05). Os resultados mostraram que a nossa NE-HT apresenta indices de
caracterizacao ideais e estaveis, além de uma eficiéncia de encapsulagdo de 74.07
5,33%. Além disso o0 seu efeito benéfico na osteogénese foi comprovado pelo
aumento dos parametros avaliados, ou aceleracdo dos mesmos. Ja a associacédo da
NE-HT com o EE mostra um melhor efeito do EE, ao permitir que uma alta voltagem
de EE possa ser usada em osteoblastos ndo interferindo na adesdo celular,
aumentando a proliferacdo e melhorando os indices de atividade da FAL, além de
mostrar um maior efeito da NE-HT na migracao celular quando comparada a HT na
forma livre. E por fim, a acdo da NE-HT contra a inflamacdo pode ser comprovada
pela reducgéo das taxas de expressao de mediadores inflamatorios e MMPs. Portanto,
podemos concluir que a NE-HT desenvolvida no presente estudo foi adequadamente
caraterizada e sua aplicacao direta ou associada a EE apresentam-se como potencial
tratamento para doencas inflamatorias que envolvem o 0sso, porém, mais estudos in
vitro e in vivo S&0 necessarios.

Palavras-chave: Doencas periodontais. Flavonoides. Nanoparticulas. Regeneracao
Ossea. Inflamagéo.



Imbriani MJM. Hesperetin loaded nanoemulsion: development, characterization and
evaluation of its anti-inflammatory and pro-osteogenic effects” [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Alternative therapies combining natural products and nanobiotechnologies open new
perspectives to controlled drug release. In this context, nanoemulsions (NE) show
promising results due to their structural design and outstanding biological properties.
Hesperetin (HT) is a metabolite of hesperidin, found mainly in citrus fruits, with several
biological properties such as antioxidant, anti-inflammatory, anticancer,
neuroprotective, analgesic, and osteogenic capacity. Due to the therapeutic effects of
hesperetin, associated with the promising characteristics of NE, the present study
aimed to develop a hesperetin-loaded nanoemulsion (HT-NE) to improve its
pharmacodynamic properties and thus obtain a biocompatible and bioactive drug. On
the other hand, electrical stimulation (ES) has been shown promising effects on cell
behavior, enhancing bone metabolism functions. In this way, we consider that an
association between the HT-NE and ES provides the possibility that both can enhance
the effects of each other. At first, in study 1 the HT-NE was synthesized and
characterized, its encapsulation efficiency and morphology were evaluated, and its
effects on osteogenesis were determined, in human osteoblasts cell line, through cell
proliferation, formation of mineralized nodules, expression of regulator genes to bone
metabolism, collagen quantification, and alkaline phosphatase activity. In study 2, the
effects of HT in its free form and HT-NE associated or not with ES were evaluated in
human osteoblasts MG63 behavior, through the analysis of cell adhesion, cell
proliferation, alkaline phosphatase (ALP) activity, and cell migration. Finally, in study
3, the action of HT-NE on the expression of inflammatory mediators and matrix
metalloproteinases (MMPs) was evaluated in human monocytes/macrophages
stimulated by Fusobacterium nucleatum. The numerical data, obtained by applying the
laboratory protocols, was subjected to specific statistical analysis using the GraphPad
Prism software, and all tests in this study was applied with a significance level of 5%
(p <0.05). Our results shows ideal and stable indexes of charachterization, besides of
an encapsulation efficiency of 74.07 + 5,33%. Besides that, its benefic effect on
osteogenesis was proved by the increase of evaluated assays, or the acceleration of
them. The association of HT-NE with ES showed a better effect of ES, allowing high
voltage to be used in human osteoblasts, not interfering the cells adhesion, increasing
cell proliferation and enhancing ALP activity, besides of showing a higher effect of HT
-NE in cell migration when compared with free HT. Finally, the HT-NE effect against
inflammation can be proved by de reduction of inflammatory mediators and MMPs. For
this reason, we can conclude that the HT-NE developed in this study was properly
characterized and its direct application or its association with ES can be consider as a
potential treatment to inflammatory diseases affecting bone, although in vitro and in
vivo studies are necessary.

Keywords: Periodontal diseases. Flavonoids. Nanoparticles. Bone regeneration.
Inflammation.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..o 11
2 PROPOSICAO ... 16
2.1 Objetivos ESPECITiCOS ..uuuuiiiiiiiiiieeeie e 16
BPUBLICACAOD ..ottt 17
S LPUBIICACA0 1 .. 17
3.2 PUDBIICAGA0D 2 ... 45
3.3 PUDIICACAO 3 ... 67
4 CONCLUSAD ..ottt 84

REFERENCIAS ...ooeoeeoeeee ettt 85



11

1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica multifatorial associada ao
biofilme disbidtico, e caracterizada por causar a destruicdo progressiva dos tecidos de
suporte dentariol. E identificada a partir da perda de insercdo clinica, perda 6ssea
radiograficamente visivel, bolsa periodontal e sangramento gengivall. Os
periodontopatégenos e seus componentes bacterianos tais como lipopolissacarideos,
proteases e toxinas encontradas no biofilme induzem a resposta imune do hospedeiro
ativando vias de defesa para a prevencdo do avanco da infeccdo nos tecidos
periodontais®. Bactérias periodontopatogénicas Gram-negativas tais como
Porphyromona gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Tanerella forsythia, estdo fortemente envolvidas em diversas
etapas da doenca periodontal desde seu inicio®®.

Complexos eventos imunoinflamatorios estdo envolvidos na patogénese da
periodontite, como por exemplo, aumento na producéo de citocinas inflamatorias, como
as interleucinas IL-18, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) assim como, a perda da
relacao entre metaloproteases de matriz (MMP) e o tecido inibidor de metaloproteinase
(TIMP), fazendo com que a MMP degrade colageno, elastina, matriz glicoproteica e
proteoglicanos®’. Além disso, o LPS das bactérias via receptores toll like (TLRs) e
marcadores inflamatérios como TNF (fator de necrose tumoral), levam a ativacdo de
receptor desencadeador expresso em células mieléides (STREM-1) por células de
defesa como neutréfilos e mondcitos ou macréfagos, acarretando a expressao de
citocinas pré inflamatérias, quimiocinas e receptores de superficie celular®®. Além disso,
0 sTREM ¢ detectado em altas concentracbes no fluido gengival de individuos com
doenca periodontal®®. Dessa forma, estes mediadores inflamatérios promovem,
indiretamente, degradacdo dos tecidos periodontais pela indugdo da producgéo de
metaloproteases de matriz, ativador do receptor nuclear Kappa-B ligante (RANKL) e
atividade de osteoclastos, resultando na reabsorcdo éssea alveolar'® que constitui a
principal caracteristica da periodontite e, eventualmente, resulta com a perda do
dente’ L,

O tratamento da periodontite tem como objetivo evitar a futura progressao da
doenca, minimizar os sintomas da mesma e muitas vezes possibilitando a restauracao

dos tecidos perdidos, evitando a perda do elemento dental e mantendo a saude do
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periodonto!?. A terapia de reducdo bacteriana por meio do controle mecéanico do
biofilme dentéario, assim como da terapia basica de raspagem e alisamento radicular
manual, sdo tratamentos que apresentam bons indices de sucesso e ainda é a terapia
mais indicada na pratica clinica'?. Contudo existem casos em que esta abordagem néo
€ suficiente, exigindo complementacdes a terapia tradicional, podendo-se utilizar
terapias coadjuvantes focada na tentativa de modular a resposta do hospedeiro e assim
tentar suprimir a destruicdo dos tecidos periodontais pela reacdo inflamatéria cronica?.

Novas drogas bioativas e de origem natural tém se tornado atraentes devido
aos seus efeitos benéficos na saude humana, principalmente no que diz respeito as
doencas infecciosas'®!4. Os flavonoides sdo compostos bioativos do grupo dos
polifendis, apresentam mais de 5000 tipos e possuem diferentes estruturas'®'4. Podem
ser encontrados em diversos tipos de plantas, frutas e vegetais, apresentando um
sistema de baixa citotoxicidade e propriedades biolégicas como anti-oxidante, anti-
inflamatoria, cardioprotetiva, vasodilatadora, anti-cancerigena, antibacteriana e efeitos
no metabolismo 6sseo'#18. Devido as suas complexas estruturas os flavonoides podem
ser divididos em flavonois, flavonas, flavononas, flavon-3-ol, isoflavononas e

antocianins?®.

A hesperitina (HT) é um metabdlito da hesperidina, pertencente ao subgrupo
flavanona, encontrado principalmente em frutas citricas como laranja e toranja®.
Diversos estudos tém utilizado a HT como uma estratégia alternativa de novos usos
terapéuticos, devido as suas diversas propriedades biolégicas, incluindo efeitos
analgésicos, anticancerigenas, anti-inflamatérias, antioxidantes, neuroprotetoras e
efeitos benéficos ao metabolismo 6sseo’*18, Estudos destacam sua propriedade anti-
inflamatoria, mostrando sua capacidade em reduzir a atividade de mieloperoxidase,
produgcdo de TNF-a, IL-6, IL-1B, MIP-2, ciclooxigenase-2 (COX-2), alanina
aminotransferase (AST) e enzimas ativas de aspartate transferase (ALT), além de inibir
a ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB?1-23, Protocolos experimentais in vivo e in vitro
puderam demonstrar a capacidade da HT em inibir fortemente as expressdes proteicas
de TNF-a, NF-kB, COX-2, iINOS, IL-6 e IL-1B%*26. Por meio da sua atuacéo na ligacdo
MD2/TLR4, responsavel pela identificacdo de LPS na superficie celular, a HT é capaz
de atenuar lesbes agudas de pulmao, diminuindo a concentragdo total de proteinas,
nimero de neutréfilos e nivel de citocinas inflamatérias IL-6 e TNF-a?’. Chen et al.?®

(2017) mostraram em estudo in vivo, com inducédo de lesdo hepatica em ratos, e in vitro
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com a inducéo de inflamacdo em macrofagos RAW 264.7 por LPS, que a HT apresenta
efeito hepatoprotetivo e anti-inflamatorio através da inibigdo das citocinas inflamatoérias
TNF-q, IL-1B e IL-6.

Nos ultimos anos autores sugeriram que a HT esta envolvida no metabolismo
6sseo e mecanismos de acdo na osteogénese?®3°, Estudos mostraram que a HT alivia
os efeitos inibitorios da alta glicose na diferenciacdo osteoblastica de células-tronco do
ligamento periodontal3!:32, Além disso, a HT promove a diferenciacdo osteogénica de
células-tronco mesenquimais humanas através das vias de sinalizacdo ERK e
Smad1/5/834. A acdo benéfica da HT aos ossos, também se deve ao fato de a mesma
aumentar a expressao de importantes genes, como ALP, RUNX 2, osteocalcina (OCN),
Osterix, osteopontina (OPN), e COL1A1 em osteoblastos, células mesenquimais e
células do ligamento periodontal®®3233, Entretanto, os mecanismos de acdo da HT
sobre o metabolismo 6sseo ndo estdo completamente elucidados sendo de suma
importancia a busca de novas informagdes e constatacdes desse composto sobre estes

postulados.

A nanotecnologia é o desenvolvimento de novas tecnologias em nivel atdmico,
molecular e macromolecular para aplicac6es préticas, como dispositivos, moléculas e
estruturas em escalas de nanémetros®. A mesma contribui para quase todos os
campos da ciéncia, como por exemplo, fisica, ciéncia dos materiais, quimica, biologia,
ciéncia da computacao e engenharia, sendo recentemente aplicada na saude humana
com resultados altamente promissores34. Por outro lado, a biotecnologia se define como
uma area multidisciplinar de aplicacéo tecnoldgica que utiliza sistemas bioldgicos e
organismos vivos, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizagao
especifica®®. Estas novas tecnologias estdo revolucionando o mundo da ciéncia e o
resultado dessa unido € a chamada “nanobiotecnologia”, ou seja, uma ciéncia
avancada e altamente interdisciplinar que vem sendo frequentemente utilizada para
varias aplicac6es®. Espera-se que a sociedade seja beneficiada pela fusdo dessas
duas tecnologias devido as potenciais aplicagbes em medicina, odontologia, agricultura,
meio ambiente dentre outras areas®.

O interesse na nanotecnologia cresce cada vez mais como sistema de entrega
de drogas com multiplas vantagens: sua relacao superficie/massa que é maior que de
outras particulas, suas propriedades quanticas®, conferindo numerosas vantagens

para a entrega de medicamentos, especialmente controlando o comportamento fisico-
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guimico do farmaco (solubilidade e liberacdo) e medicamentos visando o potencial do
sito ativo, diminuindo os efeitos adversos®’-°, Dentre as diferentes nanoparticulas,
sabe-se gque as nanoemulsdes s&o um tipo de carregador lipidico nanoestruturado*! e
podem ser formuladas de diversas formas, como liquidos, géis, cremes, aerossois,
dentre outras, e possibilitam diferentes formas de aplicacdo, além de poder apresentar
administracdo de forma nasal, intravenosa, pulmonar e ocular?. Além disso, as
goticulas de o6leo presentes sdo capazes de solubilizar compostos farmacéuticos
lipofilicos, além de protegé-los contra fatores externos, como pH, a oxidagcdo e a
hidrélise, sendo também mais resistentes a floculacdo e coalescéncia®®. Portanto as
nanoemulsdes permitem a reducdo da variabilidade do composto encapsulado,
destacando-se a sua capacidade de protegé-lo contra enzimas degenerativas e
controlando sua liberagdo no sitio ativo de escolha**. Além disso a mesma pode gerar
uma melhor biocompatibilidade do farmaco permitindo a utilizacdo do mesmo em altas
concentracdes*. Por tanto, ao incorporar um composto natural com baixa toxicidade
dentro de um sistema de liberagdo controlada como sdo as nanoemulsdes, ir4 permitir
de que a nova formulag¢do se torne mais biocompativel, permita a reducdo de seus
efeitos colaterais, aumente sua estabilidade e melhore os efeitos bioldégicos destes
compostos naturais®.

E por fim, a estimulacdo elétrica (EE) tem mostrado efeitos positivos nas
atividades celulares, como por exemplo, no transporte de ions, na expressao génica,
producdo de proteinas, espécies reativas de oxigénio intracelulares, secrecdo de
citocinas e quimiocinas e migracao celular*®. Um estudo mostrou que a EE é capaz de
gerar efeitos positivos na cicatrizacdo através da regulacdo de citocinas pro
inflamatérias e anti-inflamatoérias, fatores de crescimento e migragdo celular em
fibroblastos humanos de pacientes diabéticos*’. Por outro lado, Meng et al.*® (2011)
mostraram que a EE melhora a proliferacédo e adesdo de osteoblastos, aumenta a
formacdo de nodulos de mineralizacdo e a expressdo de genes relevantes para o
metabolismo ésseo. Estudos mais recentes tiveram como foco a melhora da aplicacéo
do EE e, por esta razdo, diferentes membranas foram usadas*’-*°. Dentre estas
membranas, as compostas por Polypirrole (PPy), um polimero que possui uma boa
compatibilidade, mostrou resultados promissores®. Apesar do PPy apresentar
caracteristicas positivas, 0 mesmo apresenta algumas limitacdes que levam a um
prejuizo de sua funcdo, como a fragilidade e insolubilidade. Assim, outro polimero o
poly(l-lactidio) (PLLA) foi associado na sintese da membrana para torna-la mais forte e



15

resistente?®>1, Além disso, foi testada a adi¢do de heparina (HE) a formulacdo da
membrana, obtendo-se resultados positivos como um aumento significativo da
condutibilidade em meio aquoso e da adesédo e crescimento celular®?. Portanto com a
utilizacdo de uma membrana de PPy/HE/PLLA, a EE pode apresentar resultados
promissores.

Contudo tem-se a hipotese de que a encapsulagdo da HT a uma nanoemulséo
pode gerar uma melhora nos efeitos anti-inflamatorio e pro-osteogénico assim como
uma melhor estabilidade do flavonoide. Além disso, a associacdo entre a hanoemulsao
contendo hesperitina (NE-HT) e EE podem apresentar perspectivas de aumento dos
efeitos biolodgicos, uma da outra, sobre o metabolismo ésseo através da influéncia no

comportamento dos osteoblastos.
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4 CONCLUSAO

Contudo, sobre os resultados apresentados, pode-se observar que:

A HT em nanoemuls&o apresentou parametros satisfatorios de caracterizacao,
com excelente eficiéncia de encapsulacdo, morfologia e biocompatibilidade; além de
apresentar resultados biologicamente favoraveis no aumento da proliferagcao celular
em osteoblastos, formacdo de nodulos de mineralizagdo, regulacdo de genes
importantes para 0 metabolismo 6sseo e melhora na producdo do colageno e
atividade da fosfatase alcalina;

A HT, assim como a NE-HT associadas ao estimulo elétrico mostraram
resultados satisfatérios dos seus efeitos sobre osteoblastos. Sendo que a NE-HT
apresentou maior efeito do que HT em sua forma livre, permitindo a adeséo celular,
aumentando a proliferacao celular e regulando a atividade da fosfatase alcalina. Além
disso, a NE-HT age melhor na migracéo celular do que a HT em sua forma livre;

E, por fim, os resultados da NE-HT sobre a inflamac&o mostram o potencial da
mesma em amenizar marcadores inflamatérios, reduzindo a expresséao das citocinas
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e das MMPs MMP-1, MMP-3 e MMP-9 por

mondcitos/macréfagos humanos.
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