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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®9!,
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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2 PROPOSICAO

2.1 Hipotese

A hipétese é que a conhecida acéo anti-inflamatéria da hesperidina, poderia ser
empregada na modulacdo da resposta inflamatdria e consequente reabsorcéo 6ssea

utilizando-se um modelo de desenvolvimento da doencga periodontal.

2.2 Objetivo Geral

Avaliar se a suplementacao alimentar, com hesperidina, € capaz de regular a
resposta inflamatéria e reabsorcdo Ossea alveolar induzida por LPS de E. coli e,
portanto, o impacto da hesperidina sobre a periodontite experimental em

camundongos.

2.3 Objetivo Especifico

Determinar a acao da suplementacédo com a flavonona hesperidina a 25mg/kg e
50 mg/kg em camundongos submetidos ao modelo de periodontite experimental com
micro injecdes de LPS sobre os seguintes parametros:

a) Avaliacdo da porcentagem de volume O6sseo periodontal (%BV/TV) por
microtomografia computadorizada (uCT);
b) Avaliacdo microscopica do figado e maxila (Qualitativa);
c) Avaliagcdo estereométrica (Quantitativa);
d) Avaliagdo da expressao de citocinas no tecido muco gengival através de ensaio
Multiplex;
e) Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO);
In vitro foi avaliada a agédo da hesperidina nas concentracdes de 1, 10 e 50uM sob
testes de viabilidade e proliferagéo celular sob os seguintes parametros:
a) Avaliagéo de viabilidade celular em fibroblastos L929 por ensaio MTT,;
b) Avaliacdo de proliferagdo celular de fibroblastos L929, através do método de

Alamar Blue®.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Acao dos Flavonoides sobre a Inflamacéao

O processo inflamatdrio € uma resposta normal do nosso organismo e envolve
a producdo de mediadores pro-inflamatérios decorrente da infeccdo por
microrganismos, de agressdes fisicas ou quimicas. Se inicia pela migracdo de
leucdcitos do sangue até a regido injuriada'®. As células do sistema imune inato sédo
ativadas por patégenos através de receptores de reconhecimento padréo toll-like
(TRLS), receptores de dominio de oligomerizacédo ligador de nucleotideo (NOD) -
semelhantes ou NLRs (NOD- like receptors), receptores do tipo lectina C (CLRs), e
receptores semelhantes ao gene-l induzido por acido retindico (RLRs). Esses
receptores participam do reconhecimento de padrbes exdgenos moleculares
associados a patégenos (PAMPs) como o LPS (lipopolissacarideos) , flagelina, acidos
nucléicos, e padrdes moleculares associados a danos endogenos (DAMPS) a partir
de células mortas e em processo de morte, como o trifosfato de adenosina (ATP),
acido urico, proteinas de choque térmico, ou os préprios acidos nucleicos ativando
células do sistema imune inato (macréfagos, células dendriticas, mastdcitos,
neutréfilos, eosinofilos e células natural killers) e subsequentemente células do
sistema imune adaptativo (linfécitos T e B e subconjuntos de CD4+, CD8+T e células
natural killer T). Isso ocasiona no aumento de mediadores pro-inflamatoérios iINOS,
COX-2 e citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-18, IL-6 com objetivo de eliminar
os invasores'®!’, Entretanto quando essa manifestacdo ocorre de forma exacerbada
causa um efeito paradoxal intensificando a dor, edema, e danos aos tecidos
adjacentes!618.19,

Flavonoides constituem um grupo de polifendis de origem vegetal, sendo
descritos mais de 5.000 tipos de compostos?®21, agrupados nas seguintes subclasses:
antocianinas, flavondis, flavanonas, flavonas, flavanolignanos e isoflavonas??. Em
plantas os flavonoides exercem uma variedade de funcbes como protecdo a luz
ultravioleta, neutralizando radicais livres, modulando a atividade enzimatica, atuando
como guias de néctar (atraindo e repelindo insetos), facilitando o enraizamento de
plantas leguminosas, apoiando a germinacdo e protegendo contra infecgcao viral,
fingica e bacteriana’. Estudos tem mostrado que em animais e humanos as atividades

biologicas dos flavonoides também abrangem um amplo espectro, desde
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propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias, anti-neoplasicas, antibacterianas e
inibicido da reabsorcdo Ossea???®2’. Portanto os flavonoides tém suas acées
farmacoldgicas frequentemente revisadas, uma vez que apresentam efeitos benéficos
na prevencao e tratamento de diversas complicacfes de origem inflamatoria.

Varios flavonoides desempenham atividades anti-inflamatdrias e analgésicas
afetando sistemas enzimaticos participantes do processo inflamatério. Manthey??,
(2000) mostrou que a hesperidina bloqueia a producdo de espécies oxidativas que
causam danos teciduais através da inibicAo de mediadores pro-inflamatorios
principalmente aqueles produzidos do metabolismo do acido araquidénico. A maioria
dos flavonoides exibem inibicdo de agregacao plaquetaria e sdo potentes inibidores
de lipoxigenase e ciclooxigenase. Essa inibicdo se da por competitividade de ligacao
dos flavonoides ao ATP nos sitios cataliticos das enzimas?8.

O conhecimento dos mecanismos de instalacdo do processo inflamatério e
suas vias de sinalizagdo contribuem para a busca de alternativas que controlem a
manifestacdo descontrolada e os efeitos indesejaveis de danos aos tecidos, podendo

assim intervir no inicio da cadeia inibindo ou mediando suas diversas manifestacdes.

3.2 Agédo dos Flavonoides sobre o Metabolismo Osseo

Em um processo inflamatério, sugere-se que os flavonoides agem no
metabolismo do tecido 6sseo, pela reducédo da expressdo de TNF-q, IL-1B e IL-62°,
que sdo citocinas conhecidamente relacionadas a reabsorcdo O6ssea. Alguns
flavonoides exercem acédo sobre o tecido 6sseo promovendo a osteoblastogénese e,
consequentemente, formacdo Oéssea, enquanto outros atuam inibindo a
osteoclastogénese, prevenindo a reabsorcédo 6ssea?t*. Trabalhos recentes in vitro e
in vivo mostraram que o emprego de um tipo especifico de flavonoide (Tridax
procumbens) foi capaz de suprimir a diferenciacdo de osteoclastos pela reducao da
expressdo de RANKL e promoveu diferenciagdo de osteoblastos estimulando
neoformacéo de tecido 6sseo3!:%2, O tratamento com quercetin resulta no aumento da
densidade mineral 6ssea, célcio e fésforo3® enquanto o icariin inibe da expressédo TNF-
a, IL6 e IL1-B em resposta inflamatéria causada por LPS3435, |cariin mostrou reducéo
na inflamacgéao induzida por particulas de desgaste, um dos maiores responsaveis por
falhas em implantes. O tratamento resultou em menor ostedlise nos camundongos

tratados pela reducdo da osteoclastogénese através da reducdo da expressao dos
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genes de RANKL e aumento da expressdao de mRNA de OPG além da reducéo de
citocinas TNF-q, IL6 e IL1-B?°. No entanto, o papel de alguns desses compostos sobre
o tecido 6sseo tem demonstrado ser controverso, como por exemplo, a quercitina que
pode induzir tanto osteoblastogénese quanto osteoclastogénese em tecido 6sseo036:37,
enguanto outro composto denominado apigenina apresentou ac¢ao inibidora de ambos
0s processos de osteoclastogénese e osteoblastogénese in vitro3,

A hesperidina representa, dentro da classe das flavononas, o composto mais
pesquisado sobre a salde e metabolismo 6sse0®. Os efeitos benéficos da
hesperidina sobre tecido 6sseo parecem estar relacionados principalmente a reducéo
da reabsorcdo 6ssea®®, associado a sua capacidade de promover a formacédo 6ssea*°
e ainda, é sugerido que o composto apresente efeito protetor sobre 0 0sso através da
modulacdo da producdo de mediadores inflamatérios®t. In vitro, foi avaliado a
influéncia da hesperitina, forma aglicona da hesperidina, no processo de reparo 6sseo,
no qual além de promover proliferacdo e migracao de células tronco mesenquimais,
estimulou a diferenciacdo osteogénica dessas células. No mesmo estudo, 0 mesmo
flavonoide foi associado a um scaffold com células tronco mostrou acelerar o processo
de reparo em fratura de tibia de ratos*2. A administracéo oral de hesperidina promoveu
diminuicdo da perda 6ssea e de insercdo em modelo de doenca periodontal induzido
por ligadura em ratos, notou-se diminuicdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, TNF-a e iINOS das amostras gengivais coletadas quando
comparadas ao grupo sem tratamento’. Eriodictiol apresentou ser capaz de inibir a
atividade de NFATcl, um dos principais participantes da atividade de

osteoclastogénese resultando na menor reabsorgdo 6ssea*344.

3.3 Flavanonas - Hesperidina, Eriodictiol e Eriocitrina

Os flavonoides citricos tém sido descritos por ajudarem a regular o metabolismo
lipidico, limitando a lipotoxicidade e estimulando a utilizacdo de glicose e &cidos
graxos nos tecidos*®. Existe uma relacdo inversa entre o consumo de frutas citricas e
fatores de risco para doencas cardiovasculares, incluindo melhora da presséo arterial,
do peso corporal, e da dislipidemia“.

O papel antioxidante dos flavonoides citricos se caracteriza por sua acdo de
sequestrar e neutralizar radicais livres, contribuindo com as defesas enddgenas contra
0 estresse oxidativo®'°. Os flavonoides citricos abrangem varios subgrupos, incluindo

flavanonas (naringina, hesperidina e eriocitrina), flavonas (diosmina), e
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polimetoxiflavonas (nobiletina e tangeretina). Eles tém sido reconhecidos como
agentes com acdo anti-inflamatéria e antioxidante na obesidade e sindrome
metabolica®.

A Flavanona é uma das maiores classes de flavonoides. Dentre suas formas
conhecidas aproximadamente 350 s&o aglicosadas e 100 glicosadas®. Sua estrutura
é baseada na forma genérica dos flavonoides composta por um nucleo formado por
dois anéis aromaticos (A e B) ligados através de um anel de grupamento pirona (C)
mostrado na figura 1. Todos flavonoides derivam seus 15-carbonos de dois
metabdlitos basicos, o malonil-CoA e o p-cumaroil-CoA*’. Trés moléculas de malonil-
CoA se condensam com o p-cumaroil-CoA formando uma chalcona intermediaria.
Chalcona é uma classe de flavonoides de dois anéis fendlicos conectados por uma
ponte de 3 carbonos. Subsequentemente chalcona isomerase catalisa a estrutura
anterior em flavanona (4’,5,7-trihidroxiflavanona). Baseada nessa estrutura todas as

outras classes de flavonoides sé@o geradas®4748,

Figura 1 - Estrutura basica dos flavonoides

Flavonoide 7 3 4

Hesperidina O-Ru® OH OCHs

(Hesperetin 7-O-rutinosideo)

Eriocitrina O-Ru¢® OH OH

(Eriodictyol 7-O-rutinosideo)

Eriodictiol OH OH OH
?0O-Rutinose

Fonte: Adaptado de Barreca et al.° e Martens e Mithofer?’.

A hesperidina (C2sH34015) € um flavonoide pertencente ao grupo das
flavanonas encontrada em frutas citricas como laranja, liméo e limas. Foi isolada pela
primeira vez em 1828 pelo quimico francés Lebreton do albedo (por¢cédo esponjosa
interior da casca) de laranjas'®*°, devido sua variedade de fungGes bioldgicas é
chamada de bioflavondide. A hesperidina é a forma glicosilada e transitoria
encontrada na natureza que quando ingerida sofre deglicolisag@o por agdo enzimatica

ou bactérias residentes do intestino delgado formando uma estrutura sem o radical
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glicosidico (aglicona) chamada hesperitina (C16H1406)° podendo ser absorvida.
Nos enterdcitos é conjugada em glicuronideos e sulfatos e sédo transportadas para o
figado, onde sofrem novas reacfes formando varios metabodlicos. Em seguida séo
disponibilizadas na corrente sanguinea e exercerem suas atividades biolégicas®°L.
Apresenta acdo antioxidante, anti-inflamatéria, anti-neoplasica e propriedade
antialérgical®#2%2, Relata-se sucesso no tratamento de artrite reumatoide, doenga
caracterizada por um processo inflamatorio intenso, através da reducao de niveis de
TNF-a, e IL-B3. A hesperidina representa, dentro da classe das flavononas, o
composto mais pesquisado sobre a saude e metabolismo 6sseo®®. Os efeitos
benéficos da hesperidina sobre tecido Osseo parecem estar relacionados
principalmente a reducédo da reabsorcdo 6ssea®’, associado a sua capacidade de
promover a formacdo 6ssea*® e ainda, é sugerido que o composto apresente efeito
protetor sobre o0 o0sso através da modulacdo da producdo de mediadores
inflamatérios*l. Dentre as vantagens da terapia com hesperidina pode se destacar um
composto seguro, com limitados efeitos adversos e ndo acumulativa no organismo,
podendo ser administrado inclusive durante a gravidez®*.
Deve-se enfatizar que embora existam varios trabalhos sobre a agéo dos flavonoides
sobre o metabolismo 0sseo, a acéo especifica da hesperidina sobre esse tecido foi
pouco estudada. A investigacdo desses compostos nesse tecido é ainda necessaria.
A eriocitrina (eriodictiol-7-O-rutinosideo ou 3', 4, 5,7- tetrahidroxiflavanona-7-3-
D-glucopiranosideo), um flavonoide abundante em limdes e limas, foi relatado como
0 antioxidante mais potente destas frutas em estudos in vitro®®. Ela é encontrada
principalmente na casca (albedo - porgdo esponjosa interior da casca + flavedo) e
vesiculas de suco, sendo 7,5 vezes mais abundantes na casca do limédo do que no
suco, enquanto sua concentracdo no suco representa metade da do &cido ascérbico®®.
As propriedades biologicas da eriocitrina tém sido relacionadas a redugédo de
alterac6es metabodlicas observadas em individuos obesos®’~>°. Foi mostrado que a
eriocitrina, e sua aglicona, eriodictiol, apresentaram potente atividade antioxidante in
vitro e foram relatadas atividades anti-inflamatérias e antioxidantes em ratos
diabéticos ou submetidos ao exercicio agudo®8696l A administracdo via
suplementacao alimentar de eriocitrina, em peixes zebrafish, foi eficaz na melhora da
dislipidemia e interferiu positivamente na diminuicdo da deposicdo de gordura no

figado em modelo experimental de obesidade®.
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O efeito anti-inflamatério do eriodictiol foi mostrado na reducéo dos niveis de
oxido nitrico, citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adeséo em ratos diabéticos®®.
Foi mostrado que o eriodictiol regula moléculas de adesdo e a migracdo trans-
endotelial de mondcitos, que sdo eventos imunes envolvidos na patogénese de
doencas inflamatérias, como a aterosclerose®s. O eriodictiol tem sido também
identificado como ativador do fator de transcricdo relacionado ao Nrf2, induzindo
enzimas de desintoxicacdo de fase 2 em queratindcitos, células da retina humana, e
em modelo de isquemia cerebral®*6°, A suplementagdo de hesperidina e eriocitrina,
aumentaram a atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase e glutationa
(GSH) no figado, e diminuiram o nivel de 8-OHdG (indicador de dano oxidativo ao
DNA) na urina de ratos diabéticos, suprimindo a peroxidacao lipidica no soro, figado
e rins, onde a acdo antioxidante da eriocitrina mostrou-se mais potente que da
hesperidina®®.

Atividade antioxidante e efeito anti-inflamatério dos flavonoides sé&o
potencializados na presenca de mais grupos OH, como é o caso da eriocitrina e do
eriodictiol®®%’, Essas propriedades defendem contra o estresse oxidativo e evitam
danos teciduais pela oxidacdo das membranas celulares. No entanto, a bioatividade
de tais moléculas depende da sua estrutura e metabolismo, que depende da sua
biodisponibilidade. Essa, por sua vez, é baseada na matriz alimentar ingerida, e
afetada pela abundancia no alimento, quantidade ingerida, e metabolismo
interindividual®’. Quando ingerida, a eriocitrina é deglicosilada por acédo de bactérias
intestinais e convertida a eriodictiol, sendo este conjugado com glicuronideos e
sulfatos nos enterdcitos, para posterior absor¢cdo. As formas conjugadas sdo entao
transportadas ao figado, onde sofrem novas reac6es de sulfatacéo, glicuronidacéo e
metilacdo, formando uma variedade de metabdlitos glicuronideos e sulfatos
conjugados de eriodictiol, homoeriodictiol e hesperitina. Em seguida eles séo liberados
para a circulagcdo aptos a exercerem sua atividade biol6gica®®%8. Como apresentado,
a eriocitrina possui efeitos que podem reduzir a inflamacao e distarbios metabdlicos
devido a sua capacidade de eliminar o excesso de radicais reativos, impedindo o
desencadeamento de processos inflamatérios. Estudos prévios mostraram um rapido
desaparecimento dos metabolitos de eriocitrina do compartimento sanguineo,
sugerindo uma maior afinidade deste pelos tecidos®. Entretanto, pouco se conhece
sobre seu metabolismo e possiveis metabdlitos responsaveis pela sua agdo nos

diferentes orgdos e tecidos. Desta forma, o emprego da eriocitrina em modelo
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experimental se faz importante como forma de avaliar sua atividade biologica, doses
de efeito relacionadas a reducdo da inflamacdo e metabdlitos ativos no sangue e
demais tecidos.

Deve-se enfatizar que embora existam varios trabalhos sobre a acdo dos
flavonoides sobre o processo inflamatorio, a acéo especifica do eriodictiol e eriocitrina
sobre a inflamacéo periodontal é pouco explorada. A investigacao desses compostos

nesse tecido é ainda necessaria.

3.4 Fundamentos dos Efeitos da Suplementacdo de Flavonoides em
Experimentos In Vivo Considerando como Componentes da Dieta

Yamamoto et al.”® (2013) mostraram que a suplementacdo continua de
hesperidina (0.1%) adicionado na dieta padrdo teve efeitos anti-hipertensivos em
ratos. Entre outros achados, verificaram a supresséo da sintese de tromboxanas A2
e, que a hesperitina, um metabdlito da hesperidina, reduziu os niveis de tromboxano
B2. Ferreira et al.®%; Hiramitsu et al.?’; e Yamashita et al.”? verificaram que dietas
hipercaloricas suplementadas com hesperidina, eriodictiol e eriocitrina manteve a
capacidade antioxidante, reduziu os niveis de IL-6, de proteina quimeoatrativa de
macrofagos (MCP-1) e proteinas C-reativa. Todos os resultados, portanto, apontaram
para melhoria das condi¢cfes clinicas e bioquimicas dos animais tratados com o0s
compostos. Além dessas propriedades, a literatura tem mostrado que flavonoides
citricos em geral, incluindo a hesperidina, também apresentam atividade
neuroprotetora, atuando no tratamento de desordens neurologicas. Nesse sentido,
Wang et al.”? (2014) avaliaram o impacto da dieta suplementada com hesperidina
sobre a doenca de Alzheimer em camundongos, e observaram reducao dos déficits
de aprendizagem e memoria, além de favorecer a atividade locomotora e aumento do
efeito antioxidativo de defesa. Sugerem-se que os flavonoides inseridos na dieta
desempenham diversas fungbes no equilibrio metabdlico atravées de suas
propriedades terapéuticas.

Recentes estudos realizados em humanos por Gongalves et al.”® (2017) e
Mulero et al.”* (2012) sugerem que a suplementacdo com sucos citricos de forma
continua associados a dieta hipercalérica, mostraram diminuicdo do estresse
oxidativo, diminuicdo da inflamacdo, melhora do colesterol no soro sanguineo,

controle nos niveis de proteina C - reativa além de estabilizar a massa corporal.
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Takumi et al.”® (2011) associaram hesperidina a dieta padrdo A93 para acessar a
distribuicdo desse flavonoide nos tecidos e 6rgados. Encontraram altas concentracdes
de hesperitina no figado e na aorta. Kwon e Choi’® (2019) avaliaram as propriedades
anti-obesidade do eriodictiol na ragcdo de camundongos no qual apresentou alivio da
dislipidemia e da obesidade, aumento da excrec¢do lipidica nas fezes, melhora da
esteatose hepatica e diminuicdo de citocinas pré-inflamatérias, além melhorar a

resisténcia a insulina. (Quadro 1).
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Quadro 1- Levantamento de estudos que realizaram dieta suplementada com flavonoides

citricos em modelos in vivo

Ratos/ Flavonoides citricos
Autor Camundongos/ gue foram N Concentragao Principais achados
suplementados a
Humanos dieta
0,
Miyake et Ratos Wistar Eriocitrina e Hesoygri/‘c)ii(rjlz ou Diminuicéo dos niveis de TBARS e 8-
al.% (1998) Hesperidina peridir OHdG em ratos diabéticos.
Eriocitrina
Habauzit 2,5 g/kg ou 5 g/k Efeitos protetores na perda 6ssea em
et al.* Ratos Wistar Hesperidina r gh 9 'd'g 9 Ip inibic3o d P bSOICAD 6
(2009) e hesperidina ratos, pela inibi¢céo da reabsorcéo 6ssea.
Takumi et 0.08q de Composto foi encontrado em uma grande
al.™ Ratos Wistar Hesperitina hes ’erigna/dia variedade de tecidos e no plasma apos 4
(2011) P semanas de ingestdo através da dieta.
Suco citrico — Eriocitrina ~11,45 . -
Mulero et Eriocitrina, hesperidina, mg/100 mL; Reducéo benéfica do f:ol_esterol, HDL-c e
7 Humanos L ; L LDL-c, melhores niveis de LDL-0X,
al.” (2012) vicenin-2, derivados de hesperidina ~13,54 Proteina C reativa e homocisteina
Quercetina /mg 100 mL ’
Preveniu hipertensao e suprimiu a
0,
Yag: 2T78t° Ratos (SHR) Hesperidina e heg'tﬁ)d?nea e expressdo do mRNA de subunidades de
) Hesperidina Glicosil _nesp L NADPH oxidase e sintese de tromboxana
(2013) glicosil hesperidina .
A, em Ratos hipertensos.
Suplementacao com hesperidina (100 mg
. /kg/dia) resultou na redugéo dos déficits
Wang et Camundongos Hesperidina 50mg/kg/dia; de aprendizado e memoria, melhoria
al.”? (2014) C57BL/6J P 100mg/kg/dia atividade locomotora e melhora da defesa
anti-oxidativa, e de atividades das
enzimas do complexo mitocondrial I-IV.
Hiramitsu Melhora a esteatose hepaética e ativagéo
2 o ) L .
etal. Peixe: Zebrafish Eriocitrina 32mg/kg/dia da biogénese mitocondrial
(2014)
100mg/kg/dia de o o )
Ferreira et Hesperidina; Eriocitrina e o eriodictiol reduziram os
al % Camundongos Hesperidina, eriocitrina _ niveis de TBARS no soro sanguineo, e a
(2016) C57BL/6J e eriodictiol 200mg/kg/dia de hesperidina e eriodictiol reduziram
eriocitrina e acUmulo de gordura e danos ao figado.
eriodictiol
Yamashita 0,045% de Combinacgéo de cha-verde e eriodictiol
etal.”t Cag:;?rédl_c;g‘g]]os Eriodictiol eriodictiol ou/e induziu a uma queda dos niveis de
(2016) 0,2% de cha verde colesterol, em especial LDL.
Gongalves Suco de laranja natural 5(?5!‘:{18'}1?1': 1d§ 2:100 Queda dos niveis séricos de colesterol
etal.” Humanos — Hesperidina e ~0,4Mg total, colesterol LDL, proteina C-reativa e
L de hesperidina e A L
(2017) Naringina A nos parametros de estresse oxidativo.
2,7mg naringina
25 mg/kg diminuiu significativamente os
Ferreira, Ratos Wistar e 10, 25, 50, niveis séricos de triglicerideos (-33%), e
etal.” Camundongos Eriocitrina 100mg/kg/ dia de melhorou os niveis séricos de glicose (-
(2018) C57BL/6J por 4 semanas 25%), insulina (-35%), resistina (-18 %) e
peroxidacdo lipidica (-21%).
Alivio da dislipidemia e a adiposidade,
diminuicio da expresséo de genes
relacionados a lipogénese no tecido
Kwon and adiposo branco, aumentando a excre¢do
.76 Camundongos . 0,005% por 4 lipidica fecal. Melhora da esteatose
Choi. c /6 Eriodictiol hepatica. diminuicso d ducso d
(2019) 57BL/6N meses epatica, diminui¢do da producéo de

citocinas pré-inflamatérias. Regulacédo
positiva da expressao de enzimas e
genes relacionados a oxidacédo hepatica
de acidos graxos.

Fonte: Elaboracao prépria.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo animal/Comissdo de ética no uso de animais da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (Processo CEUA n°20/2018) (Anexo A). Foram utilizados
50 (cinquenta) camundongos (Mus musculus) isogénicos da linhagem BALB/c padréo
sanitario do tipo “SPF” Specific Pathogen Free, procedentes do Biotério Central da
Universidade de S&o Paulo - USP, Ribeirdo Preto-SP. Os camundongos foram
mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP), sob
temperatura (21 + 1° C), umidade (65-75%) e ciclos de luz controlado (12h claro-12h
escuro) de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e com padrdes éticos que cumprem integralmente
ARRIVE guidelines. Agua e racdo padrdo ou enriquecida foram disponibilizados ad
libitum. O peso corporal foi aferido semanalmente e o consumo alimentar diariamente.
Determinou-se uma amostra minima de 7 animais por grupo, entretanto, devido a
eventual perda dos animais foram acrescentados 3 animais em cada grupo. Os
animais foram alojados em 10 caixas de polipropileno nas dimensdes de 30x19x13cm

e distribuidos em 5 animais por caixa.

4.2 Composicéao da Dieta

A dieta padrao continha 9,5% de calorias em gorduras, 14,7% em proteinas
e 75,8% em carboidratos, com 4,22 kcal/g de racéo, segundo as diretrizes AIN 9378
fornecida por PRAGSOLUCOES Biociéncias - Aimeda América, 51 - Vila Canhos -
Jau /SP. A composicao das dietas esta apresentada no Quadro 2.
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Quadro 2 - Composicao da dieta padrdao AIN 93M

Composicéo 9/100g
Dieta Padrdo
Proteinas (%okcal) 14,7
Carboidratos (%kcal) 75,8
Gorduras (% kcal) 9,5
Energia (kcal/g) 4,22
Amido de milho 46,57
Caseina 14,00
L-Cisteina 0,18
Amido Dextrinizado 15,50
Sacarose 10,00
Fibra 4,00
Oleo de Soja 5,00
Banha de Porco -
Mix Mineral 3,50
Mix Vitaminico 1,00
Bitartarato de Colina 0,25
Tert-Butilhidroquinona (TBHQ) 0,80
Total 100,00

Fonte: Reeves et al.”™®

4.3 Suplementos

O suplemento de hesperidina (99% de grau de pureza, purificada no laboratoério do
Dr. Jonh A. Manthey - USDA-ARS Horticultural Research Laboratory, Fort Pierce,
Florida 34945, United States) foi recebido em pd e misturado na racdo padréo
obtendo-se concentracbes de 25mg/kg e 50mg/kg que foram administradas
respeitando a média de peso corporal dos animais por caixa pesados
semanalmente’®-83, Para formacdo do pellet foi adicionado volume de &gua .
proporcional a quantidade de racdo estabelecida para cada caixa. Os suplementos
alimentares foram oferecidos na racdo com base no peso corporal. Os grupos
controles receberam dieta padréo ou dieta padrao com suplementado de 10mg/kg de
naproxeno de peso corporal (Sigma-Aldrich) conforme, escrita anteriormente®t. O
Naproxeno pertence ao grupo dos anti-inflamatérios néo esteroidais e exerce
atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatéria através da inibicédo reversivel da

sintese de prostaglandinas. E um inibidor COX n&o seletivo e age inibindo ambas as
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enzimas COX-1 e COX-28386, Durante o periodo de adaptacdo antes do inicio do
experimento (semana 1) e no decorrer de todo o experimento o consumo alimentar
dos animais foi mensurado diariamente, para se conhecer a quantidade média de
racao consumida. Baseado nesta quantidade foi oferecido para cada caixa (5 animais)
a racdo suplementada com o composto especifico do grupo (eriocitrina, eriodictiol,
naproxeno), mais 10% para garantir a dose diaria recomendada do suplemento®. O
periodo experimental foi de 60 dias de suplementacdo. No 30° dia iniciou-se 0

protocolo de inducao da doenca periodontal. (Quadro 3).

Quadro 3 - Distribuicdo dos grupos de estudo e protocolo experimental

Inducéao

Grupo

(n=10) Doenca Tratamento Dosagem Duracéo
n=
periodontal
Veiculo .
Veiculo N&o - 60 dias
(PBS)

Npx+LPS Sim Naproxeno 10 mg/kg 60 dias
LPS Sim Ausente - 60 dias
Hesp25+LPS Sim Hesperidina 25 mg/kg 60 dias
Hesp50+LPS Sim Hesperidina 50 mg/kg 60 dias

Fonte: Elaboracao prépria.

4.4 Consumo Alimentar e Energético

A avaliagdo do consumo alimentar foi feita diariamente, durante todo o
periodo experimental, utilizou-se o calculo de resto e ingesta de racdo®08’. A dieta,
oferecida ad libitum, foi pesada com auxilio de uma balanga analitica (Scientech® -
SA 310 - 310g x 0.1mg) e acrescentada nos comedouros diariamente. Ao final do dia
o restante da racao era pesado novamente, (obtendo-se assim o valor de “resto”). O
peso de “resto” descontado do peso “ofertado” representou o consumo diario de cada
caixa. Toda racdo restante do dia anterior foi descartada e nova ragédo foi
disponibilizada. O periodo experimental foi de 2 (dois) meses a partir do final do
periodo de adaptacao que foi de uma semana. No primeiro més foi oferecido racao de

manutencdo ou enriquecida com naproxeno e hesperidina®°. A partir da quantidade
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de racdo consumida foi calculada a ingestéo energética, baseada na composi¢cao das
dietas, e a porcentagem de suplemento ingerido, no caso das dietas suplementadas.

4.5 Peso Corporal

Os animais foram pesados uma vez por semana para determinar o ganho de

massa corporal, calculado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial.

4.6 Inducéo de Doenca Periodontal

Os camundongos foram anestesiados por Isoflurano (Instituto BioChimico
Indastria Farmacéutica Ltda) 1 - 4% em 100% de oxigénio em uma camara de
poliacrilico transparente; apés 15 minutos foram transferidos para fora da camara e
mantidos anestesiados por meio de méscara respiratéria afim de minimizar o estresse
dos animais®®8°. Apds a anestesia, foi injetada, através de micro injecdes bilaterais,
3uL da solucdo contendo 10 mg/ml (E. coli 055:B5, Sigma-Aldrich Co.) no tecido
gengival adjacente a face palatina dos primeiros molares maxilares 3 vezes por
semana, durante 4 semanas por um operador calibrado. As injecdes foram realizadas
utilizando micro seringas Hamilton e agulhas gauge 30, seguindo protocolo
estabelecido por Lopes et al.®® (2017). Um dos grupos recebeu os mesmos
procedimentos com solucao de PBS, utilizado como veiculo do LPS. As injecdes foram
realizadas utilizando microseringas Hamilton e agulhas gauge 33, seguindo protocolo
estabelecido por Lopes et al.®® (2017). Um dos grupos receber os mesmos

procedimentos com solucdo PBS, utilizado com veiculo do LPS.

4.7 Eutanasia, Coleta de Analise das Amostras

Ao final do periodo experimental (60° dia) os animais foram submetidos a
anestesia inalatoria por meio de Isoflurano 1-4% em 100% de oxigénio. Realizou-se
a eutanasia por destroncamento cervical®'. Apds certificar a morte do animal, foi
realizada a retirada do figado e dos maxilares. As hemimaxilas direita e esquerda
foram separadas. O tecido gengival foi coletado da hemi-arcada esquerda, etiquetado
e congelado a -80°C para avaliacdo do perfil de citocinas inflamatorias através de

ensaio multiplex e atividade de mieloperoxidase. O restante das amostras foi fixado
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em solucéo de paraformaldeido 4% durante 48 horas. Apos a fixagéo, as pegas foram
lavadas em agua corrente e armazenadas em &lcool 70%. As hemimaxilas foram
analisadas por microtomografia computadorizada e depois disso descalcificada com
EDTA, pH 7,2 durante 4 semanas (com troca de solucdo 3x por semana).
Posteriormente desidratadas em série crescente de alcoois e diafanizadas em xilol.
Apés a diafanizagdo, as hemimaxilas e o figado foram incluidas em parafina de forma
padronizada para obtencdo de cortes histologicos semi-seriados de 5um de
espessura, espacado a 50 um um do outro e montados em lamina corados com
hematoxilina e eosina (H/E), Tricromico de Masson e Picro Sirius Red modificado. As
hemimaxilas foram cortadas no sentido vestibulo-palatino. As analises foram

realizadas tendo como base de normalidade os cortes obtidos do grupo veiculo.

4.8 Microtomografia Computadorizada (uCT)

Apds a eutanasia dos animais as hemi maxilas do lado direito foram
removidas (n=7 para cada grupo), fixadas em formol a 10% durante 24 horas e depois
foram transferidas para uma solucéo de alcool 70% e armazenadas em temperatura
ambiente. As hemimaxilas foram escaneadas usando o sistema de microtomografia
computadorizada (Skyscan 1176, Aartselaar, Bélgica) no laboratério de
Microtomografia in vivo da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. As
hemimaxilas de cada animal foram posicionadas no equipamento e as imagens
tomograficas foram obtidas. As amostras foram escaneadas com filtro de aluminio de
0,5mm. Todas as amostras foram escaneadas com cortes de 9 um de espessura, com
passo de rotacao de 0.5 mm e frame averanging 3. As imagens tridimensionais foram
reconstruidas utilizando um software de reconstrucdo (NRecon 1.6.9.8 — SkyScan N.
V. Bélgica). Para a realizacdo da analise linear foi utilizado um software bidimensional
(Data Viewer 1.5.0 - SkyScan, Bélgica) que permitiu a visualizacéo e a quantificacao
da perda Ossea alveolar em um computador. Todos os cortes escaneados foram
reorientados nos planos frontal, coronal e transaxial antes de cada analise para alinhar
uniformemente a posi¢cao anatdmica, ou seja, mesial-distal, vestibular-palatina, medial
e lateral. Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan,
2012 Bruker MicroCT Versdo 1.13.11.0) foram determinadas duas regibes de
interesse (ROIs) utilizando as imagens 2D no sentido transaxial. Os ROIs foram: ROI

1 - Area que abrangeu o tecido 6sseo; ROI 2 - Raizes do primeiro molar compreendida



35

entre o tecido Osseo vestibular/palatino. A extensdo dos dois ROIs no sentido
corono/apical compreendeu 50 cortes a partir do teto da furca. Essa foi a regido onde
foram realizadas as injecGes de LPS. Depois da delimitacdo da regido de interesse
em imagens de 2D, a analise do volume 0sseo foi realizada nas imagens em 3D, pela
soma coletiva de todos os ROIs de uma sequéncia de fatias de imagens coronais,
onde foi obtido o porcentual de volume do tecido 6sseo presente nas areas de
interesse previamente delimitadas. Diante da obtencdo de valores numeéricos, uma
férmula foi utilizada para obtencdo de valores de tecido 6sseo do redor das raizes:
(ROI 1) - (ROI 2) = volume de tecido 6sseo ao redor raizes. A fracdo do volume
0sseo/volume total (BV/TV) dos ROIs foi obtida e a porcentagem resultante é

diretamente proporcional a extensao da reabsorcéo 0ssea.

4.9 Picro Sirius Red Modificado para Coloragédo de Eosinofilos

O Sirius red F3B (500 mg, Dystar, Leverkusen) foi dissolvido em 50 ml de etanol
absoluto, 45 ml de agua bidestilada e 1 ml de NaOH a 1%. Foi adicionado NaCl (20%)
até ocorrer uma ligeira precipitacdo. Posteriormente a solugdo foi filtrada.
Posteriormente, os cortes foram desparafinizados, corados com hematoxilina por 2
segundos, diferenciados em &gua corrente e tratados com etanol a 70% por 2
segundos. As secbes foram coradas com solucdo de sirius red a temperatura
ambiente por 24 h. Apés a desidratacdo com concentracdes crescentes de etanol, as
secdes foram montadas (Roti-Histokit, Roth, Karlsruhe). A coloracdo com hematoxilina
eosina foi realizada de acordo com métodos padrédo para avaliar todo o tecido®?. A
caracterizacao dos granulécitos eosindfilos foi realizada de acordo com sua morfologia

tipica.

4.10 Analise Estereométrica

Um total de 15 cortes foram avaliados por blocos de tecido. Cada um desses
15 cortes foi espacado a 50 um um do outro, a fim de representar uma extensao de
750 um. Um unico examinador, previamente treinado e calibrado, realizou a analise
estereométrica através da técnica de contagem de pontos para avaliar a propor¢ao
das seguintes estruturas: células inflamatérias (neutrdfilos, eosinofilos, células

mononucleares identificadas pela morfologia nuclear e no caso de eosindfilos pela
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coloragdo de PicroSirusRed modificado), fibroblastos (identificados como células
fusiformes ou estreladas, nucleo ovéide ou alongado), matriz extracelular, estruturas
vasculares, outras estruturas nos cortes corados com H&E e Picro Sirius Red. Uma
area foi avaliada entre a area sub marginal e a area da crista 6ssea. Foi utilizada uma
grade de malha quadrada composta de 50x50 uM (5%5 quadrados de 10 ym de lado)
permitindo a andlise de uma area de interesse de 2500uM? posicionada com sua
borda superior na base do epitélio juncional, representando a area submarginal. A
borda lateral da grade sempre foi posicionada sobre a parte mais proeminente da
superficie radicular da area e o tipo de estrutura encontrada na interse¢éo das linhas
da grade foi contado em um microscépio optico (Diastar-Cambridge Instruments) sob
ampliacdo de 200x (500 pontos). Foram utilizadas laminas de pelo menos cinco
animais diferentes em cada grupo experimental. Os resultados foram expressos como
uma porcentagem da area total analisada. A avaliagdo complementar foi realizada,
através da andlise qualitativa dos cortes corados por Tricrbmico de Masson.

4.11 Expressao de Citocinas no Tecido Gengival (Multiplex)

A concentragéo tecidual de IL-1B8, TNFa, IL-10 foi avaliada por ensaio
multiplex (Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da
Vida LaCTAD - Bio-Plex 200, Bio-Rad), parte da Universidade Estadual de
Campinas/UNICAMP. As amostras foram extraidas com RIPA Lysis Buffer reagente,
10x (Merck, Millipore) e quantificada pelo método BCA Protein Assay (Novagen, EMD
Chemicals), de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Para o ensaio do multiplex
utilizou-se Milliplex Kit (EMD Millipore), que fornece analises de diferentes analitos em
um mesmo pocgo da placa, e o ensaio completo foi realizado de acordo com os
protocolos de cada kit e as instru¢des do fabricante. Os resultados do ensaio foram
obtidos através da normalizados dividindo-se pelos respectivos valores de proteina

alvo obtidos na quantificacdo pelo método de ensaio de proteina BCA.
4.12 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)
A atividade de MPO foi realizada de acordo com Kim et al.®3 (2017); Xia and

Zweier.?* (1997) com modificacdes. Foi utilizado um n=7 por grupo e cada amostra de

tecido gengival foi homogeneizada em tampao RIPA Lysis Buffer reagente, 10x
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(Merck, Milipore) e quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, EMD
Chemicals), de acordo com as instrucbes do fabricante. Os homogenatos foram
centrifugados a 1000rpm por 10 minutos a 4°C, e os sobrenadantes utilizados para as
analises. O monitoramento da atividade peroxidasica de MPO foi realizado utilizando
o-dianisidina. Adicionou-se tampao fosfato de potassio 40 mmol/L (pH 6,0), 10 uL de
amostra, o-dianisidina 0,53 mmol/L e a reacao foi iniciada com adi¢cao de perdxido de
hidrogénio 0,15 mmol/L. A variacgdo da absorbancia foi monitorada
espectrofotometricamente (PowerWave, BioTek) a 460 nm, durante 10 min. A
atividade de MPO foi calculada a partir de uma curva padréo utilizando extrato bruto
contendo MPO isolada de neutréfilo de sangue periférico humano, a qual foi
quantificada pelo método do guaiacol®®. Os resultados foram expressos em U/ug de

proteina.

4.13 Anédlises In Vitro

Foram realizadas analises in vitro para avaliar a acdo da hesperidina sob cultura de

fibroblastos gengivais de camundongos (L929).

4.13.1 Solucgbes testes

A hesperidina foi purificada no laboratério do Dr. Jonh A. Manthey - USDA-ARS
Horticultural Research Laboratory, Fort Pierce, Florida 34945, United States e
gentilmente doada para a execucdo do presente projeto. O flavonoide citrico foi
oferecido nas doses diarias de 25mg/kg e 50mg/kg peso corporal em forma de po.
Cada flavonoide foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) numa solugéo stock de 1
M e armazenada a -20°C para posteriormente obter as concentracdes desejadas. A
concentracédo final de DMSO em cada concentragdo avaliada foi inferior a 0,1%°.

4.13.2 Cultura celular

Foram utilizadas linhagem celulares de fibroblastos L929 (ATCC CCL-1) que
foram cultivadas e mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Medium (DMEM) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB

— Cultulab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina (100



38

UT/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina) (Gibco,
Grand Island, NY, EUA) em atmosfera umidificada a 5% de CO2 a 37° C. As
substituices do meio de cultura foram realizadas a cada 2 dias e o crescimento celular
foi avaliado a cada 24 horas. As células foram sub-cultivadas a partir da obtencéo de
sub-confluéncia, até que fosse obtido o numero de células adequado para a realizacéo
do estudo.

4.13.3 Citotoxicidade da hesperidina

Fibroblastos L929 foram cultivados em placas de 96 pocgos (1x104 células/poco)
(n=9) e mantidas em incubadora umidificada por 24 h para a formacdo de uma
monocamada de células confluentes. Seguidamente, o meio de cultura foi aspirado e
substituido por diferentes concentracdes de hesperidina (1, 10, 50, 100, 200 e 300
puM) e DMSO 0,1%.

As placas foram incubadas por 48 horas e os efeitos ctitotoxicos foram
avaliados utilizando o ensaio de MTT (metiltetrazolium). A analise colorimétrica do
metiltetrazolium (ensaio de MTT) avalia o0 metabolismo celular por meio da atividade
citoquimica da enzima desidrogenase succinica (SDH), a qual representa a taxa de
respiracao mitocondrial das células viaveis.

Cada poco dos grupos experimentais e controle receberam uma solugéo
composta por 90 yL de meio de cultura DMEM sem soro fetal bovino e 10 pL de
solugcédo de MTT (Sigma, MO, EUA), a qual foi preparada por meio da dissolugéo de 5
mg do sal de MTT em 1 mL de PBS estéril. Apds a incubacéo das células pelo periodo
de 4 horas, a 37°C, o meio de cultura com a solucdo de MTT foi aspirado e,
posteriormente, aplicado 100 uL de solugao de isopropanol acidificado em HCL a 0.04
N, para solubilizar os cristais formados na presenca de mitocondrias ativas. A
coloragéo produzida foi quantificada, considerando-se que as células com atividade
mitocondrial normal foram coradas em violeta intenso. A viabilidade celular foi avaliada
por espectrofotometria (570 nm) utilizando um espectrofotbmetro (Synergy H1 Multi-
Mode Reader - BioTek, EUA).
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4.13.4 Efeito da hesperidina sobre a proliferagéo celular

Para avaliacdo da proliferacdo celular, as células foram plagueadas em uma
densidade de 5 x 10 células/poco em placas de 24 pogos (n=9). Apés um periodo de
incubacao de 24 horas, o meio de cultura celular foi substituido por meios de cultura
contendo hesperidina; 500, 600 e 700 puM e os respectivos controles. As placas foram
incubadas por 1, 3 e 7 dias a 37 °C e 5% de CO:2 e a analise de proliferacao celular
foi realizada utilizando o ensaio Alamar Blue®.

O ensaio Alamar Blue® foi realizado para detectar a atividade metabdlica
celular pelo indicador fluorimétrico. Este ensaio permite a avaliacdo da viabilidade das
células em cultura, sem prejuizo para as mesmas, permitindo analises pareadas, de
acordo com os periodos estabelecidos. Para isso, foi utilizado o reagente Alamar
Blue® (Invitrogen®, Life Technologies), o qual se baseia na incorporac¢ao do indicador
de oxirreducdo que apresenta alteracdo de cor em resposta a reducdo quimica do
meio de cultura em decorréncia da respiracdo aerdbia. Assim, ap0s cada periodo
avaliado foi adicionado as células o equivalente a 10% do volume de cultura da
solugdo de Alamar Blue® conjuntamente ao meio de cultura sem SFB (50 uL de
solugédo de Alamar Blue® em 450 uL de meio de cultura). As células permaneceram
em contato com a solugdo em incubadora em condi¢cdes adequadas (37° C e 5% de
CO2) por 4 h. Apés este periodo, duas aliquotas de cada compartimento (100 L)
foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a fluorescéncia das amostras foi
avaliada em espectrofotometro (Synergy — H1 — Biotek Winooski, VT, EUA) no
comprimento de onda de 570 e 600 nm. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata em trés momentos diferentes.

4.14 Analise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Foram avaliados comparativamente
os resultados obtidos para os diferentes grupos, para todos os parametros analisados.
Uma vez satisfeitos os critérios de hemocedasticidade e distribuicdo normal, foi
utilizado o teste one-way ANOVA e o teste de Tukey foi utilizado como pés-teste para
comparacdes multiplas entre os grupos. Todos os testes neste estudo foram aplicados

com nivel de confianca de 95% (p <0,05). Os dados da citotoxicidade e proliferacao
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celular foram transformados em porcentagem considerando ao grupo controle como
100%. A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk e os dados normalmente distribuidos foram analisados utilizando ANOVA one-
way e ANOVA two-way. Todos os testes estatisticos foram considerados em nivel de

significancia com p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A Adicé&o dos Suplementos na Ra¢cédo Padréo ndo Modificou a Média do Peso
Corporal

O ganho de peso corporal, 0s consumos alimentares e energéticos foram mensurados
de acordo com o consumo diario ao longo do periodo experimental. A partir da
qguantidade de racdo consumida foi calculada a ingestdo energética, baseada na
composicao das dietas. Todos 0s grupos experimentais consumiram em média 19,089
de racdo e 67,72 kcal de energia por dia durante todo o periodo experimental. Pela
avaliacdo do consumo alimentar total do periodo experimental foi observado que a
guantidade média de suplementos ingeridos por dia foi de 100% do esperado. Ao final
do experimento, 0s animais que consumiram racao suplementada com flavonoides
citricos ou com naproxeno apresentaram ganho de peso semelhante quando

comparado ao grupo veiculo (p>0.05) (Figura 2 e 3).
Figura 2 - Peso dos animais por grupo em gramas
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Evolucéo do peso corporal de camundongos alimentados durante 60 dias com dieta padréo,
dieta suplementada com com 10 mg/kg de peso corporal/dia de naproxeno ou dieta
suplementada com 25mg/kg ou 50 mg/kg peso corporal/dia de hesperidina. Administracédo do
LPS ou veiculo nédo alterou o ganho de peso dos animais. Os valores estdo apresentados em
gramas e expressos nas meédias * desvio padrao.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 3 - Média do consumo alimentar e consumo energeético diario
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Consumo alimentar e energético de camundongos alimentados com dieta padrdo e
suplementadas com hesperidina na concentracdo de 25 mg/kg e 50 mg/kg e naproxeno 10
mg/kg. Administracédo de LPS ou veiculo ndo alterou o padréo alimentar dos animais. Valores
foram expressos em gramas para consumo alimentar diario e quilocaloria para consumo
energético (média + desvio padrao).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.2 A Suplementacédo Alimentar com hesperidina e Naproxeno nao Induziu
Alteracbes Hepéaticas

Resultados de andlise microscopica mostraram que os figados dos camundongos do
grupo veiculo, LPS e suplementados com hesperidina ou naproxeno exibiam aspecto
de normalidade. Na porcdo mais externa observava-se delgada cépsula de tecido
conjuntivo, a partir da qual, estendiam septos que subdividividiam a glandula em
I6bulos. Em conjuncéo e em continuagdo aos septos de tecido conjuntivo observava-
se artéria, veia, vasos linfaticos e ductos biliares compondo classicamente o espaco
porta. A veia era mais calibrosa que a artéria e sua parede era mais delgada em
comparagcdo com o tamanho de sua luz. Em todas as regides, os hepatocitos se
apresentavam com aspectos de normalidade, traduzindo-se por serem globosos, com
nacleo centralizado, basofilico e com nucléolos aparentes. O citoplasma era
eosinofilico sem alteracdes aparentes. Os espacos centro lobulares

estavam com aspecto de normalidade (Figura 4).
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Figura 4 - Cortes histologicos do tecido hepatico

Cortes transversais do figado de camundongos tratados com: (A) Veiculo, (B) LPS, (C)
Naproxeno, (D) 25mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina, (E) 50mg/kg de peso
corporal/dia de hesperidina. Ndo se observou alteragBes estruturais e morfolégicas dos
tecidos dos grupos experimentais. (H.E. 20x).

Fonte: Elaboragéo proépria.

5.3 A Suplementac&o Alimentar com Hesperidina Inibiu Perda Ossea Induzida
pelo LPS de E. coli

A porcentagem de tecido 6sseo (BV/TV, %) na regido palatina do primeiro molar direito
foi determinada por meio de microtomografia computadorizada (uCT). Observou-se
gue a administracdo de LPS induziu aproximadamente 20% de perda 6ssea quando
comparado aos demais grupos (p<0.05). Independentemente da concentracéo
utilizada de hesperidina preveniu em média 9,37% da perda 6ssea num quadro de
periodontite experimental induzida pela administracéo de LPS de E.coli (p<0.05). Os
valores obtidos dos grupos tratados com hesperidina foram semelhantes aos
observados no grupo que recebeu 10mg/kg de peso corporal/dia de naproxeno. Tais

valores foram semelhantes ao grupo veiculo (p>0.05).
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Figura 5 - Agéo da hesperidina sobre a perda 6ssea
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Impacto da suplementacdo de 25 e 50 mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina ou
10mg/kg/peso corporal/dia de naproxeno sobre a porcentagem de perda O6ssea palatina
(BVITV, %), induzida com inje¢Bes de 3uL da solugdo contendo 10mg/ml de LPS de E. coli.
*p<0.05 em relagdo aos demais grupos. A andlise estatistica foi feita utilizando ANOVA e teste
t de tukey ao nivel de 5%.
Fonte: Elaboragéo prépria.

5.4 Aspectos Microscopicos

Nos camundongos controle a gengiva da face lingual do primeiro molar superior
e a mucosa palatina apresentavam-se com caracteristicas de normalidade. Estavam
recobertos por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado com interface entre o
epitélio gengival oral, palatino e o conjuntivo subjacente composta por cristas epiteliais
para o interior do conjuntivo denso. O epitélio sulcular era queratinizado, delgado
penetrando lateralmente em direcdo apical até o epitélio juncional. O epitélio juncional
era formado por 2 ou 3 camadas de células epiteliais achatadas, frouxamente
arranjadas, ndo queratinizados, dispostas paralelamente a superficie do dente. O
tecido conjuntivo tanto gengival quanto o palatino mostrava densos feixes de fibras
colagenas entremeadas por células fusiformes e estruturas vasculares de diversos
calibres. Em continuidade ao tecido gengival observava-se o 0sso alveolar composto
por inimeros ostedcitos (Figuras 6). O tecido 0sseo apresentava-se mineralizado
dentro da normalidade e proximo a sua superficie observavam-se ceélulas redondas e
globosas com caracteristicas de osteoblastos. Os cortes do primeiro molar superior
direito dos camundongos submetidos as injecdes LPS de E. coli mostraram tecido
epitelial gengival e da mucosa palatina hiperplasicos, com projecdes epiteliais menos
pronunciadas para o conjuntivo quando comparado ao grupo veiculo. O tecido
conjuntivo gengival e palatino mostravam-se mais frouxos com espacamento entre 0s
feixes de fibras coldgenas que estavam entremeadas por células inflamatérias e maior

namero de estruturas vasculares de diversos calibres. Na regido palatina as
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alteracbes do tecido conjuntivo se limitavam adjacentes ao tecido 0sseo. Em
continuidade observava-se tecido ésseo composto por inUmeros ostedcitos e areas
de reabsorcao principalmente na regido palatina. Os camundongos que receberam
dieta enriquecida com hesperidina ou naproxeno nao apresentavam hiperplasias
exuberantes do epitélio quando comparado ao grupo tratado com LPS. Observou-se
que houve diminuicdo do processo inflamatério e consequentemente de reabsorcao
0ssea. O tecido conjuntivo apresentava-se mais fibroso mesmo com a persisténcia de
células inflamatdrias e vasos sanguineos dilatados que se apresentavam em menor

guantidade.

5.5 Analise Estereométrica

5.5.1 Suplementacdo de hesperidina ou naproxeno na ragcao padrao diminuiu a
guantidade de figuras que participam do processo inflamatoério e favoreceu
a formacé&o de matriz extracelular

A figura 6,7 e 8 mostra os resultados da andlise estereométrica para avaliacdo da
porcentagem de células polimorfonucleares (neutrofilos e eosinofilos) e
mononucleares e outras estruturas da mucosa palatina da regiao de primeiro molar
superior direito dos camundongos que receberam inje¢cbes de LPS ou veiculo e
tratados ou ndo com dieta enriquecida com hesperidina.

Quando comparado ao grupo veiculo correspondente a porcentagem (%) de células
inflamatérias foram ~54% maiores no grupo que recebeu injecdes de LPS, enquanto
a porcentagem de fibroblastos e feixes de fibras colagenas foram ~14,66% menores
(p<0.05).

Observou-se queda de ~23% de células inflamatérias quando os camundongos
receberam dieta enriquecida com hesperidina ou naproxeno (p< 0.05). E aumento de
17,91% de fibroblastos e feixes de fibras de colageno quando os camundongos

receberam dieta enriquecida com hesperidna ou naproxeno (p<0.05).
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Figura 6 - Analise Estereométrica e aspectos microscépicos com coloracdo em H&E

e

Células polimorfonucleares
Células mononucleares (%)

IH

Veiculo LPS Npx+LPS Hesp26+LPS  Hesp50+LPS Veiculo LPS Npx+LPS Hesp26+LPS  Hesp50+LPS

Estruturas vasculares (%)

Veiculo Npx+LPS  Hesp25+LPS  HespS0+LPS

(I) Cortes transversais de maxila da regido de primeiro molar superior direito de camundongos
tratados com: (A) Veiculo, (B) LPS, (C) naproxeno, (D) 25mg/kg de peso corporal/dia de
hesperidina, (E) 50mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina. Observa-se presenca de
intenso infiltrado inflamatério no grupo tratado com LPS e hesperidina 25mg/kg de peso
corporal/dia quando comparado ao veiculo. Observou-se que o tratamento com naproxeno e
hesperidina atenuaram o processo inflamatério em relacdo ao grupo LPS (H.E.10x e 40x).
II) As médias das densidades volumétricas (%, + desvio padréo) de células polimorfonucleares
e mononucleares diminuiram quando os animais foram tratados com hesperidina quando
comparado ao grupo LPS. N&o se observou alteracbes na porcentagem de estruturas
vasculares. *p< 0,05 em relacdo aos demais grupos. Analise estatistica foi feita utilizando
ANOVA e teste t de tukey ao nivel de 5%.

Fonte: Elaboracao propria.



47

Figura 7 - Andlise Estereométrica e aspectos microscépicos corados com Picrosirius Red
modificado
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tratados com: (A) Veiculo, (B) LPS, (C) naproxeno, (D) 25mg/kg de peso corporal/dia de
hesperidina, (E) 50mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina. Observa-se presenca de
infiltrado de eosindfilos no grupo tratado com LPS quando comparado ao grupo veiculo.
Observou-se que os tratamentos com naproxeno e 25 e 50 mg/kg de peso corporal/dia de
hesperidina atenuaram o infiltrado eosinofilico em relagdo ao grupo LPS (Picro Sirius Red
modificado 40x e 60x). 1) As médias das densidades volumétricas (%, *+ desvio padréo) de
eosindfilo diminuiram quando os animais foram tratados com naproxeno ou hesperidina

guando comparado ao grupo LPS. *p< 0,05 em relacdo aos demais grupos. Analise estatistica

I) Cortes transversais de maxila da regido de primeiro molar superior direito de camundongos
foi feita utilizando ANOVA e teste t de tukey ao nivel de 5%.

Fonte: Elaborag
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Figura 8 - Analise Estereométrica e aspectos microscépicos corados com Tricrébmico de
masson
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(NCortes transversais de maxila da regido de primeiro molar superior direito de camundongos
tratados com: (A) Veiculo, (B) LPS, (C) naproxeno, (D) 25mg/kg de peso corporal/dia de
hesperidina, (E) 50mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina. Observa-se diminuigcdo de
matriz extracelular que foi substituida por processo inflamatério no grupo tratado com LPS
guando comparado ao grupo veiculo. Os tratamentos com naproxeno e 25 e 50 mg/kg de
peso corporal/dia de hesperidina atenuaram o processo inflamatério e consequentemente
mantiveram matriz extracelular quando comparados ao grupo LPS (Tricrémico de masson 10x
e 40x). (II) As médias das densidades volumétricas (%, + desvio padréo) de fibroblastos e
feixes de fibras coldgenas mantiveram semelhantes ao grupo veiculo quando os animais
foram tratados com naproxeno ou hesperidina. *p<0,05 em relagcdo aos demais grupos.
Fonte: Elaboracéao proépria.

5.6 A Suplementacdo Alimentar Com Hesperidina Atenuou a Expressdo de
Citocinas Inflamatdrias na Mucosa Palatina da Regido de Primeiro Molar
Superior Direito de Camundongos que Receberam Injecdes de LPS

Foram analisadas as concentracdes de IL-13, TNF-a e IL-10 na mucosa palatina
adjacente ao primeiro molar superior, para avaliar se, a suplementacdo com
hesperidina atenuou a expressdo desses analitos. Os dados mostraram que a
suplementacdo com 50mg/kg de peso corporal de hesperidina induziu 51,08% de

queda da expressao de IL-13 comparado ao grupo LPS (p<0.05). Nao se observou
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alteracdo desse analito quando houve suplementacdo com 25mg/kg de peso

corporal/dia de hesperidina (p>0.05%). Surpreendentemente verificou-se que a

suplementacdo com naproxeno induziu um aumento de ~18% na expresséao de IL-1[3,

guando comparado ao grupo LPS (Figura 9). Os grupos suplementados com 25mg/kg

ou 50mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina n&o alteraram a expressédo de TNF-

a quando comparadas ao grupo LPS (p>0.05%). Curiosamente, esses resultados

foram semelhantes com relagé@o ao grupo naproxeno (p>0.05%), entretanto observou-

se maior responsividade na suplementacdo com 50mg/kg de peso corporal/dia

guando comparado a menor dosagem de hesperidina (p<0.05%). Observou-se que a

suplementacdo de 25mg/kg ou 50mg/kg de peso corporal/dia de hesperidina

aumentou a expressao de IL-10 quando comparados ao grupo LPS (p<0.05) que por

sua vez, os valores foram semelhantes a suplementacdo com naproxeno (p>0.05)

~
=)
=)

(Figura 9).
Figura 9 - Concentracgéao tecidual de citocinas inflamatorias
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Dados expressos como média = desvio padréo sendo *p<0.05 em relagdo ao LPS. Andlise
estatistica foi feita utilizando ANOVA e teste t de tukey ao nivel de 5%.

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.7 Houve Queda da Atividade de MPO Quando os Animais Receberam Dieta
Enriquecida com Flavonoides Citricos

Apoés a injecdo de LPS na mucosa palatina a atividade da mieloperoxidase (MPO)
aumentou significativamente no grupo LPS (p<0.05). Independentemente das doses,
a ingestao de hesperidina reduziu ~67,5% (p<0.05). Os valores foram semelhantes
aos obtidos no grupo que ingeriu naproxeno quando comparado ao grupo LPS
(p>0.05) (Figura 10).

Figura 10 - Atividade de mieloperoxidase
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Dados expressos em média + desvio padréo. * p<0.05 em relagéo aos demais grupos. Andlise
estatistica foi feita utilizando ANOVA e teste de tukey ao nivel de 5%.
Fonte: Elaboracao prépria.

5.8 Citotoxidade da Hesperidina

O efeito citotoxico da hesperidina esté representado na Figura 11. A porcentagem da
viabilidade celular de fibroblastos L929 apds 48 horas com diferentes concentracdes
de hesperidina testada mostrou uma diminuicdo significante nas concentracbes
300uM, 200uM e 100uM. Entretanto, as concentracbes menores de hesperidina

(50uM, 10uM e 1uM) ndo mostraram efeitos citotoxicos (p>0.05).
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Figura 11 - Efeitos citotoxicos da hesperidina
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Viabilidade de fibroblastos L929 (%) ap6s 48 horas de tratamento com diferentes
concentracdes de hesperidina. *Diferenca estatisticamente significante em comparacdo ao
grupo controle (ANOVA, p <0,05).

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.9 Atividade Metabdlica de Fibroblastos L929

As concentracdes utilizadas para avaliacdo da atividade metabdlica de fibroblastos
foram estabelecidas apos a determinacdo do experimento de citotoxicidade celular. A
Figura 12 mostra o aumento significativo da atividade metabdlica em todos os grupos
ao longo dos diferentes periodos avaliados. Pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos submetidos ao tratamento com hesperidina,
guando comparados ao grupo controle nos periodos de 1 e 3 dias, independente das
concentracdes (p>0.05).

De modo geral, pode-se observar que a hesperidina ndo estimulou o aumento do
metabolismo celular (p>0.05). Entretanto, foi observada uma reducéo significativa no
metabolismo celular no grupo tratado com hesperidina 50uM quando comparado ao

grupo controle no periodo de 7 dias (p<0.05).
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Figura 12 - Atividade metabdlica celular apés tratamento com hesperidina
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Média e desvio padrdo dos valores do metabolismo celular (%) ap6s 1, 3 e 7 dias de
tratamento com hesperidina 1, 10 e 50 pM. *Diferenga estatistica em relacdo aos demais
tratamentos no periodo de 3 dias. #Diferenca estatistica em relacdo ao tratamento com
hesperidina 50uM em 7 dias. Diferencas estatisticas estéo representadas por letras diferentes
em periodos diferentes (ANOVA two-way, p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

A compreensao dos processos imuno-inflamatérios das doengas em geral, incluindo
as doencas inflamatérias crénicas, sdo importantes por varias razfes, tanto no
impacto causado na compreensdo da patogénese das doencas, quanto no
desenvolvimento de novas acdes terapéuticas®’. De modo geral, sdo os inimeros
estudos da patogénese das doencas, suportados por técnicas de biologia molecular,
que levam a descoberta de novas moléculas biologicamente ativas que, por sua vez,
auxiliam no desenvolvimento de produtos com finalidade profilatica, curativa, paliativa
ou para fins diagnésticos®8. O desenvolvimento de novas drogas anti-inflamatérias ou
mesmo mudancas de paradigmas comportamentais, como por exemplo, mudanga no
consumo de dietas, que sabidamente participam no desenvolvimento de doencas,
incluindo as inflamatorias, proporcionam que os procedimentos clinicos alcancem
altas taxas de sucesso®. O cuidado metodolégico dispensado com a dieta,
suplementos e com 0s animais, é especialmente raro em experimentos similares, e
por isso deve ser positivamente reforgcado e altamente aprovado. Sem duvida este
procedimento metodolégico propiciou uma qualidade superior dos dados
experimentais, como verificado nos resultados obtidos. Estratégias nas mudancas
nos padrdes alimentares incluindo a suplementacéo de flavonoides podem otimizar
0 processo de reparo ou amenizar os efeitos secundarios e ndo desejaveis do
processo inflamatério, como observado no presente trabalho®%.

No estagio atual do nosso conhecimento sobre o uso de flavononas citricas
especialmente hesperidina, eriocitrina e eriodictiol, ndo existem relatos que mostrem
0 potencial terapéutico desses produtos no processo inflamatério induzido por
injecbes de LPS de Escherichia coli no palato de camundongos. Esta bem
estabelecido que o LPS de Escherichia coli € um ligante dos receptores Toll-Like-4 e
um potente ativador de células do sistema imune e seus produtos biologicamente
ativos com fatores pré e anti-inflamatérios que participam ativamente de varias
doencas incluindo as periodontais, que fazem parte do protocolo experimental do
presente trabalho!®, O protocolo experimental escolhido é repetidamente utilizado,
sobre 0 qual parece ndo existir qualquer davida sobre o seu potencial na indugéo de
doenca periodontal experimental®-103, Embora o modelo experimental utilizando
ligadura (adaptacéo de um fio de algod&o ou nylon ao redor do dente induzindo maior

acumulo de placa), seja considerado por alguns autores o mais semelhante aquele
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encontrado na doenca periodontal humana, apresenta algumas desvantagens que
incluem, trauma tecidual causado durante a inser¢cdo do fio e frequente
reposicionamento da ligadura que se nao realizado ndo induzira o processo
inflamatério desejado94.105,

Verificou-se que todos os camundongos que receberam injecdes de LPS e
suplementacao de flavononas citricas ou naproxeno na dieta mostraram aumento de
peso corporal dentro da normalidade. Em geral, mudancas no padrdo alimentar
podem influenciar no comportamento e alteracées no peso corporal, o que nao foi
observado no presente trabalho. Os resultados encontrados no nosso estudo
confirmaram os achados de He et al.}* (2019), Kwon et al.”® (2019), Ferreira et al.>®
(2016) e que descreveram que a adicdo de flavonoides, independentemente da
concentracdo utilizada na racdo néo alteram as calorias ingeridas, o que sugere que
0S compostos ndo modificam o sabor da ragdo, alteram o apetite dos animais
influenciando, por exemplo, o metabolismo hepatico®?. As concentragdes de 25 ou 50
mg/kg de peso corporal/dia das flavononas, foram baseadas em trabalhos anteriores,
0S quais demostraram que ambas as concentracfes mostraram-se bem toleradas e
ativas em variados protocolos experimentais!4’8l, Eventualmente para se
estabelecer concentracbes efetivas para cada protocolo experimental utilizado, o
monitoramento sérico é importante e pode ser feito através de radioimunoensaio ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia'®®1%7. Em animais de laboratério os flavonoides
citricos podem ser administrados via gavagem ou adicionado na dieta'®%. Alguns
autores relatam que administracdo via gavagem pode induzir estresse produzindo
manifestacbes clinicas ou subclinicas que poderiam interferir no processo imuno-
inflamatério ou outros efeitos que ndo aqueles que eram objetivos do trabalho98-110,
O cuidado metodoldgico dispensado com a dieta, suplementos e com 0s animais, €
especialmente raro em experimentos similares, e por isso deve ser positivamente
reforcado. Sem duvida este procedimento metodolégico propiciou uma qualidade
superior dos dados experimentais, como verificado nos resultados obtidos.

N&o observamos alteracdes na morfologia hepatica que pudessem aventar
alteracdes morfofuncionais com repercussoes clinicas em nenhuma das substancias
utilizadas no presente experimento. Sabe-se que o figado € uma das sedes mais
importantes de lesdes provocadas por drogas, devido a sua intensa participacdo em
reacGes de biotransformacdo de substancias quimicas do organismo’>1!l, As

repercussdes hepaticas associadas ao uso de drogas e outras substancias abrangem
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espectro que inclui desde alteracdes bioquimicas e estruturais adaptativas até lesbes
morfoldégicas com danos muitas vezes irreversiveis do metabolismo ou estrutura
celular. Recentemente verificaram que as flavononas citricas, hesperidina, eriocitrina
e eriodictiol, reduzem os danos causados pela obesidade e estado de inflamacgéo
cronica de baixo grau induzida pela dieta hiperlipidica. Foram detectados diminui¢éo
da esteatose hepatica e danos hepaticos causados pelo consumo de dieta
hiperlipidica mostrando que a ingestdo de flavanonas podem ser benéficas para a
salde de forma geral incluindo a salde hepatica®°.

O uso de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais, incluindo naproxeno, sédo
efetivos agentes anti-inflamatérios e estdo entre a classe mais comum de
medicamentos utilizados tanto em protocolos experimentais quanto no tratamento de
diversas doencas!!?113, Sabe-se que o tratamento com naproxeno reduz a inflamacéo
periodontal e perda 0ssea alveolar, entretanto, deve se levar em consideracdo que o
uso cronico dessa droga pode induzir efeitos secundéarios e ndo desejaveis como por
exemplo alteragbes das funcdes renais, cardiovasculares e gastrintestinais®4114.115,
Esta bem estabelecido que agem na inibicdo das COX 1 e 2 que estdo envolvidas
durante a ativacdo da cascata do &cido araquidonico''®. Devemos salientar que seus
beneficios excedem em muito os efeitos indesejaveis descritos acima, pois o objetivo
foi promover acao anti-inflamatéria e ao mesmo tempo controle para oS compostos
utilizados.

A técnica estereométrica utilizada nas analises dos cortes histopatologicos dos
palatos dos camundongos é classica em investigacao cientifica, que contribui para
melhor entendimento dos processos patolégicos. Muitas vezes, a andlise qualitativa
de um processo patolégico ndo permite extrair conclusdes a respeito de elementos
numéricos, que sé podem ser obtidos mediante estudos quantitativos''’. Com auxilio
desta técnica confirmou-se relacdo positiva entre inje¢cdes de LPS de E. coli e aumento
da densidade volumétrica de leucdcitos, diminuicédo de fibroblastos e feixes de fibras
de colageno, descortinando classica reacéo inflamatéria amplamente descrita®:18.119,
Células polimorfonucleares como os neutréfilos e os eosindfilos participam do
processo inflamatorio liberando mediadores solUveis que, por sua vez de modo
coordenado, mas ainda ndo completamente compreendidos regulam ou exacerbam a
reacdo. Os granulos dos neutrdfilos e eosindfilos contém uma variedade de produtos
biologicamente ativos entre eles enzimas, peptideos, e proteinas, como o MPO e EPO

respectivamente. Tais substancias liberadas podem rapidamente gerar espécies
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reativas de oxigénio com objetivo de destruir e digerir organismos ou cOrpos
estranhos, mas também podem ocasionar danos aos tecidos do hospedeiro!?°. A
participacdo de eosindfilos na doenca periodontal ainda ndo € bem elucidada, no
entanto sabe-se que essas células participam da degradacéo de colageno tipo | e Il
pela liberagdo de proteases,*?'-124, Por outro lado, os eosindfilos secretam IL-5, que
de modo autdcrino, promovem sua ativacdo e manutencdo no sitio inflamatorio,
ocasionando entre outras a¢ées o retardo da sintese de matriz extracelular?4125,
Verificou-se no presente trabalho através da estereometria queda da densidade
volumétrica de feixes de fibras colagenas que poderia entre outras teorias ser
explicada pela acdo dos produtos secretados por neutréfilos e eosinéfilos que séo
conhecidamente ativos no processo inflamatério. Deve-se levar em consideracdo que
além do aumento de porcentagem de polimorfonuclerares observou-se também
aumento da porcentagem de leucécitos mononucleares como por exemplo
macrofagos que quando ativados por uma variedade de estimulos, incluindo LPS de
E. coli, utilizado no presente estudo que ao se ligar ao TLR-4 estimulam a liberacao
de uma série de citocinas pro e anti-inflamatoérias que podem sensibilizar linfécitos e
polimorfonucleares'?6.127,

Através de ensaio da atividade de mieloperoxidase e ensaio multiplex
confirmou-se o aumento de MPO, TNF-a e IL-1[, e diminui¢do de IL-10 nos grupos
que receberam injecGes de LPS de E. coli, previamente observado Zhang et al.1®
(2016), Guimardes et al.'?® (2011); Molon et al.'3° (2014), Lopes et al.®® (2017)
respectivamente. Estd bem estabelecido que a inflamacao € normalmente controlada
por um balanco entre citocinas proé e anti-inflamatérias como por exemplo IL-1B, TNF-
a e IL-10 respectivamente!3!, A IL-10 é uma citocina pleiotrépica também conhecida
como fator inibidor da sintese de citocinas que inibe a producao de interferon-y (IFN-
Y), além de ininbir a apresentagdo de antigenos e a produgao de IL-183, IL-6, TNF-q,
IL-8, G-CSF e GM-CSF pelos macrofagos favorecendo, desta maneira a acédo anti-
inflamat6rial3?-137,

Todas as avaliagbes microscopicas mostraram que adjacente ao processo
inflamatorio havia reabsorcdo O0ssea na regido de palato dos primeiros molares
superiores como verificado anteriormente por Souza et al.*'® (2019), Aquino et al.1%!
(2009) e confirmado pela analise de microtomografia computadorizada pCT. Sabe-se
gue de forma geral, o LPS de E. Coli liga-se e ativa TLR-4, que é expresso ha maioria

das células, desencadeando a via de sinalizacdo NF-kB que conduz a transcri¢cao de
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diversos genes incluindo aqueles envolvidos na sintese de citocinas, como IL-1, TNF-
a, IL-6, M-CSF e PGE2. Quando determinadas citocinas, como por exemplo, IL1, TNF-
a, PGE:2 séo liberadas, ativam a diferenciacdo de osteoclastos e inativam
osteoblastos, desequilibrando a remodelagdo 6ssea resultando na reabsorgdo!38-140,
Por outro lado, sabe-se que espécies reativas de oxigénio produzido por osteoclastos
estdo envolvidos na reabsorcdo 6ssea'#14?, No presente trabalho ndo avaliamos ou
guantificamos nenhum marcador espécies reativas de oxigénio como MDA, TBARS,
8-epiPGFz20, Etano e Pentano, LDL-ox, Derivados da oxidagdo de proteinas
Carbonilos e 3-Nitrotirosina.

A suplementagdo com flavononas resultou em consistente reducdo da
reabsorcdo Ossea, ilustrada nos resultados da andalise por microtomografia
computadorizada. O mecanismo molecular da acdo dos flavonoides nas células
0sseas ainda ndo esta bem elucidado, entretanto sugere-se que estdo relacionados
principalmente a reducdo da reabsorcdo Ossea por osteoclastos e associado ao
aumento da formacédo éssea por osteoblastos33949.143 gtravés da modulacdo da
producdo de mediadores inflamatérios'*3. Além disso, sugere-se que o aumento da
disponibilidade de antioxidantes no soro através da dieta parece prevenir danos
oxidativos em células 6sseas prevenindo a reabsorgdo 6ssealt!.

Foram detectados nos animais tratados com hesperidina respostas teciduais
parecidas com aquelas observadas quando os animais foram tratados com
naproxeno. Em ambos os casos observou-se reducdo da densidade volumétrica de
leucocitos polimorfonucleares e mononucleares indicando possivel acdo anti-
inflamatoria nos tecidos avaliados. Por outro lado, nesses mesmos grupos observou-
se aumento da porcentagem de fibroblastos e de feixes de fibras colagenas
fortalecendo a hipétese de que as flavononas tem acgéo anti-inflamatoria.

Os fibroblastos séo fundamentais para a manutencao da integridade do tecido
pela regulacdo do metabolismo de fibras colagenas e proteoglicanos!44. A partir dos
resultados estereométricos avaliou-se in vitro a acdo das flavanonas sobre
proliferagéo de fibroblastos por meio do teste Alamar Blue®, o0 ensaio apresenta um
indicador de crescimento fluorimétrico com base na deteccéo de atividade metabdlica
e pode ser empregado em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e viabilidade
celular'#146_Inicialmente, testes de citotoxicidade foram realizados para determinar
concentragbes nao toxicas sobre cultura celular de fibroblastos. Em termos de

possiveis aplicacfes clinicas futuras, os testes de citotoxicidade sado essenciais ha
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selecdo de novos agentes potencialmente terapéuticos'4’.Os resultados de
citotoxicidade mostraram que concentragcdes = 100 uM de hesperidina reduziram a
viabilidade de fibroblastos L929 apds 48h de incubacéo. Os efeitos da citotoxicidade
da hesperidina sobre fibroblastos sao limitados, entretanto resultados semelhantes
foram encontrados por Chen et al.1#8 (2010) que avaliou diferentes concentracdes de
hesperidina por 24h em linhagem celular hepatica humana e ndo foram observados
efeitos negativos sobre a viabilidade celular nas concentracdes de 20, 40 e 80 uM. No
estudo de Gomes-Zorita et al.'¥® (2017) o tratamento com hesperidina nas
concentracdes de 1, 10 e 25 uM em pré adipocitos apds 8 dias ndo mostraram efeitos
citotoxicos.

Os resultados de proliferacdo celular mostraram que o tratamento com
hesperidina ndo estimulou 0 aumento da atividade metabdlica de fibroblastos apds os
periodos avaliados. Wessels et al.1%% (2014) avaliou o efeito da hesperidina combinado
a outros compostos na proliferacao de fibroblastos mostrando aumento na sintese de
colageno por fibroblastos associado com a migracdo e proliferacdo celular. Além
disso, San Miguel et al.’®! (2011), mostrou que determinadas concentracdes de
flavonoides promovem um aumento na quantidade de células endoteliais e
fibroblastos gengivais humanos in vitro, embora, altas concentragbes tenham
mostrado um efeito contrario.

Os resultados in vitro ndo confirmaram os prévios achados estereométricos, ha
de se levar em consideracdo que nao se estimulou os fibroblastos com LPS bacteriano
uma vez que o objetivo era somente verificar a agéo direta das flavanonas sobre a
proliferacdo de fibroblastos. A auséncia do estimulo pode reproduzir diferentes
resultados, o ambiente experimental in vivo € completamente diferente daqueles
observados in vitro!®2, Vérios fatores intrinsecos e extrinsecos podem influenciar no
metabolismo dos fibroblastos em experimentos in vivo como por exemplo: citocinas
pré-inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e interacdes celulares, que nao
foram utilizados no presente estudo. Considerando o alto potencial anticancerigeno
dos flavonoides assim como da hesperidina, estes podem atuar inibindo a
proliferacdo, induzindo apoptose e morte celular de diferentes tipos de células
cancerigenas; no entanto seu mecanismo de acao sobre a proliferacéo celular ndo
esta completamente elucidado®3-155,

Os resultados alcangados sugerem que a suplementagcao com hesperidina ou

naproxeno controlou a resposta inflamatoria periodontal quando observou-se reducao
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da expressdo de TNF-q, IL-1B e aumento de IL-10. E importante salientar que a
inflamacéo é controlada por um balango entre citocinas pré e anti-inflamatorias e
nesse caso parece que as flavanonas diminuiram a atividade de NF-kB. Tais
resultados estdo em concordancia Kuo et al.* (2019) e Gugliandolo et al.*>¢ (2019) que
verificaram queda da expressdo das mesmas citocinas em doenca periodontal
experimental e trataram com suco de bergamota, rica em flavanonas e hesperidina.
Deve-se salientar que os autores nao utilizaram flavanonas puras como utilizado no
presente experimento. Gugliandolo et al.1¢ (2019) verificaram, que a suplementacéo
com suco de bergamota diminui a ativacdo de transcricio de NF-kB e
consequentemente queda da expressao de citocinas pro-inflamatérias como por
exemplo IL-1B e TNF-a.

A ativacdo do fator de transcricdo NF-kB envolve duas principais vias de
sinalizacao, via classica e alternativa, ambas importantes para regulacéo da resposta
imune-inflamatéria’®’. A ativacdo da expresséo da via classica do NF-kB foi sugerida
como participante no desenvolvimento da doenca periodontal experimental utilizada
no presente trabalho®12°, A via classica responde a diversos estimulos incluindo
ligantes de varios receptores de citocinas, receptores de reconhecimento padréo,
membros da superfamilia de receptores de TNF bem como receptores de células T e
B 99157 A proteina NF-kB esta normalmente sequestrada no citoplasma por uma
familia de proteinas inibidoras, incluindo membros da familia IkB. Durante o curso da
inflamacédo IK-B é fosforolizado e degradado apds o reconhecimento do estimulo e
consequentemente. NFK-B é translocado do citoplasma para o nucleo onde induz a
expressao de diferentes genes pro-inflamatérios e consequente regulam a producao
de citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséao celular envolvidas na inflamacao
como aquelas observadas no presente estudo®. Sabe-se que os flavonoides s&o
conhecidos por regularem a atividade de IK-B e NF-KB, com impacto direto na
ativacdo celular®®158. Entretanto, as andlises da expressao de kB e NF-kB n&o foram
realizadas.no presente trabalho observou-se que as flavanonas induziram o aumento
da expressdo de IL-10 e diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias, assim como
leucdcitos polimorfo e mononucleares 0 que pareceu antecipar o processo de reparo
dos tecidos contribuindo para eventual atividade pro-resolutiva. Sugere-se que outras
analises do processo pro-resolutivo como as resolvinas, lipoxinas, protectinas e

maresinas poderiam ser futuramente realizadas.
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Finalmente, quando avaliou-se o impacto da suplementacdo do naproxeno
como um grupo controle, surpreendentemente observou-se aumento da expressao de
IL-18. Sabe-se que o0 naproxeno € um inibidor ndo seletivo de COX e
consequentemente inibe a producado de prostaglandinas. As prostaglandinas, por sua
vez, regulam a producgéo de leucotrienos que participam da producéo de IL-13 e TNF-
al%9.160 pode-se aventar a hipétese que a queda de prostaglandinas indiretamente
elevou o aumento da expressdo de IL-1B. Adicionalmente deve-se levar em
consideracdo que os flavonoides tem potencial de inibir enzimas envolvidas no
metabolismo do acido araquidénico diminuindo a producdo de mediadores
inflamatoérios derivados dessa via, por exemplo, biossintese de prostaglandinas,
tromboxanas, leoucotrienos pela inibicdo da enzima fosfolipase A2161.162 COX63 ou
Lipoxigenases % que poderiam ser avaliados em futuros trabalhos.

Os resultados mostraram claramente que a flavanona hesperidina foi capaz de
suprimir a resposta proé-inflamatéria sendo candidata potente para este fim. Em
concordancia aos fatos observados, estudos de biologia celular, modelos animais e
estudos clinicos demonstraram que dieta com polifendis tem importantes
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias resultando na
melhora de marcadores clinicos na periodontite®>. A protecdo oferecida pelas
hesperidina parece estar ligada a sua acéo anti-inflamatoéria, como constatado neste
estudo pela diminuicéo do infiltrado inflamatério, queda da expresséao de citocinas proé-
inflamatorias, e aumento da producéo de IL-10 protegendo os tecidos envolvidos pela

modulacdo da resposta inflamatéria.
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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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