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Carvalho JS. Ingestdo de flavonoides citricos sobre a modulagdo da resposta
inflamatéria e nivel de perda 6ssea promovida por periodontite induzida em
camundongos saudaveis [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos flavonoides citricos eriocitrina e eriodictiol
sobre a periodontite experimental induzida por injecdo de LPS de E. coli em
camundongos. Setenta camundongos BALB/c foram submetidos a diferentes
tratamentos: dieta convencional, dieta enriquecida com eriocitrina, dieta enriquecida
com eriodictiol, ambas nas concentracdes de 25 e 50 mg/kg de peso corporal/dia e
dieta enriquecida com naproxeno 10mg/kg de peso corporal/dia. Apés 30 dias de
suplementacao os animais foram submetidos a inducéo de periodontite experimental
por injecao bilateral de LPS de Escherichia coli 3x/semana por 4 semanas. Avaliou-se
0 peso corporal, consumo alimentar e energético ao longo de todo periodo
experimental. No fim do periodo experimental os animais foram eutanasiados e
coletados figado e maxila para, realizacdo de analise microscopica, quantificacao de
perda 6ssea por micro-Ct, analise microscopica e estereomeétrica dos maxilares, perfil
de citocinas pro e anti-inflamatorias do tecido gengival por imunoensaio multiplex e
avaliacdo da atividade de mieloperoxidase. In vitro foi avaliada a viabilidade celular
por MTT em um periodo de 48 horas e avaliagdo da proliferacao celular de cultura de
fibroblastos L929 através do método de AlamarBlue® por 1, 3 e 7 dias. Ao longo do
experimento 0s animais que consumiram racao enriquecida com flavonoides ou
naproxeno apresentaram ganho de peso e consumo alimentar/energético semelhante
aos grupos controles. Na analise microscopica do figado ndo foram observadas
alteracoes hepdticas. A analise microtomografica demonstrou que a suplementacéo
com flavonoides citricos preveniu a perda 6ssea periodontal comparando-se ao grupo
de animais submetidos apenas ainjecdo de LPS. Na andlise estereométrica observou-
se reducdo do infiltrado de células inflamatérias no tecido gengival adjacente ao
primeiro molar superior dos animais que receberam dieta suplementada com
eriocitrina, eriodictiol ou naproxeno. Observou-se que a suplementacéo alimentar com
eriocitrina de 50mg/kg de peso corporal/dia e ambas concentracGes de eriodictiol
atenuaram a expressao de IL-1B. Eriocitrina 25 e 50mg/kg de peso corporal/dia e
somente 50mg/kg de peso corporal/dia de eriodictiol reduziram a producéo de TNF-a.
Todos os tratamentos com excecao do eriodictiol 50mg/kg de peso corporal/dia e
naproxeno aumentaram a expressdo de IL-10 e a suplementacdo com eriocitrina e
eriodictiol em todas as concentracfes reduziram a atividade de MPO com clara
atividade anti-inflamatéria. Os resultados in vitro demonstraram que a eriocitrina e
eriodictiol nas concentracdes de 500 uM, 600 uM, 700uM e 1 uM, 10 pM e 50uM
respectivamente, ndo apresentaram efeitos citotoxicos sobre fibroblastos, enquanto
apenas a eriocitrina nas mesmas concentracfes aumentou a atividade metabdlica de
fibroblastos L929 apds 7 dias de tratamento. Os resultados permitem concluir que a
protecdo oferecida pelas flavanonas citricas parece estar ligada a sua acédo anti-
inflamatdria, como constatado neste estudo pela diminui¢do do infiltrado inflamatério,
gueda da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento da producéo de IL-10
protegendo os tecidos envolvidos pela modulagéo positiva da resposta inflamatéria.

Palavras - chave: Flavonoides. Flavanonas. Doengas periodontais. Anti-
inflamatorios.



Carvalho JS. Ingestion of citrus flavonoids on the modulation of inflammatory response
and level of bone loss promoted by periodontite induced in healthy mice [dissertagc&o
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of citrus flavonoids eriocitrin and
eriodictyol on experimental periodontitis induced by injection of E. coli LPS in mice.
Seventy BALB/c mice were submitted to different treatments: conventional diet, diet
enriched with eriocitrin, diet enriched with eriodictyol, both at concentrations of 25 and
50 mg/kg per body weight / day and diet enriched with naproxen 10 mg/kg per body
weight/day. After 30 days of supplementation, the animals were subjected to induction
of experimental periodontitis by bilateral injection of LPS of Escherichia coli 3x/week
for 4 weeks. Body weight, food and energy consumption were evaluated throughout
the experimental period. At the end of the trial period the animals were euthanized and
liver and maxilla were collected for microscopic analysis, quantification of bone loss by
micro-Ct, microscopic and stereometric analysis of the jaws, pro and anti-inflammatory
cytokine profile from the tissue gingival by multiplex immunoassay and evaluation of
myeloperoxidase activity. In vitro cell viability was evaluated by MTT over a period of
48 hours and evaluation of cell proliferation of L929 fibroblast culture using the
AlamarBlue® method for 1, 3 and 7 days. Throughout the experiment, animals that
consumed food enriched with flavonoids or naproxen showed weight gain and
food/energy consumption similar to the control groups. Microscopic analysis of the liver
showed no hepatic changes. The microtomographic analysis showed that
supplementation with citrus flavonoids prevented periodontal bone loss compared to
the group of animals submitted only to LPS injection. In the stereometric analysis, there
was a reduction in the infiltration of inflammatory cells in the gingival tissue adjacent to
the upper first molar of the animals that received a diet supplemented with eriocitrin,
eriodictyol or naproxen. It was observed that dietary supplementation with eriocitrin of
50mg/kg of body weight / day and both concentrations of eriodictyol attenuated the
expression of IL-1B. Eriocitrin 25 and 50mg/kg per body weight/day and only 50mg/kg
per body weight/day of eriodictyol reduced TNF-a production. All treatments except of
eriodictyol 50m/kg per body weight/day and naproxen increased the expression of IL-
10 and supplementation with eriocitrin and eriodictyol in all concentrations reduced the
activity of MPO with clear anti-inflammatory activity. The in vitro results demonstrated
that eriocitrin and eriodictyol at concentrations of 500 uM, 600 uM, 700 uM and 1 uM,
10 uM and 50 pM respectively, did not show cytotoxic effects on fibroblasts, while only
eriocitrin at the same concentrations increased the fibroblast metabolic activity L929
after 7 days of treatment. The results allow us to conclude that the protection offered
by the citrus flavanones seem to be linked to its anti-inflammatory action, as evidenced
in this study by the reduction of the inflammatory infiltrate, a decrease in the expression
of pro-inflammatory cytokines and an increase in IL-10 production protecting the
tissues involved by the positive modulation of the inflammatory response.

Keywords: Flavonoids. Flavanones. Periodontal diseases. Anti-inflammatory agents.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca imuno-inflamatoria multifatorial caracterizada pela
destruicéo progressiva das estruturas de suporte dos dentes decorrente da resposta
imune do hospedeiro frente a agdo de microrganismos*~°. Durante a resposta imuno-
inflamatoria, véarias classes de mediadores quimicos oriundos do plasma, dos
leucécitos, das plaquetas, do endotélio e do tecido conjuntivo interagem de maneira
complexa no periodonto. Destaca-se aminas vasoativas, os metabdlitos do acido
araquidonico (prostaglandinas, leoucotrienos e lipoxinas), as citocinas (fator de
necrose tumoral, interleucina-1 e quimiocinas), as espécies reativas do oxigénio
(ERO), o oxido nitrico (NO), as enzimas lisossomicas dos leucocitos e o0s
neuropeptidios (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 € atenuada pela
aplicacdo de inibidores ou por manipulacdo genética, a severidade da doenca
periodontal é reduzida, mesmo que as defesas antibacterianas possam ser
enfraguecidas®®. Isso sugere que a resposta do hospedeiro seja fundamental para
a evolucdo da doenca periodontal induzida por bactérias. Varias terapias
coadjuvantes que promovam melhora dos resultados do tratamento periodontal
convencional tém sido propostas, como por exemplo a utilizacédo de flavonoides®’.

Os flavonoides sédo importantes produtos naturais que pertencem a uma classe
de metabdlitos secundarios de plantas. Possuem estrutura polifendlica e séo
amplamente encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes de graos, cacau,
chocolate, cha, soja, vinho tinto e ervas®?. E conhecido que um litro de suco de
laranja ou limdo contém aproximadamente 450mg de hesperidina e 170mg de
eriocitrina  respectivamente®!?. Apresentam diversos e favoraveis efeitos
bioquimicos, antioxidantes, anti-inflamatorios, antiangiogénico, antiapoptotico,
antimutagénico e neuroprotetor que estdo associados a doencas inflamatorias,
canceres e doencas neurodegenerativas®'-12, Também sdo conhecidos por serem
potentes inibidores para varias enzimas, como xantina oxidase (XO), cicloxigenase
(COX), lipoxigenase e fosfoinositideo 3-quinase’'314, Essas preeminéncias apoiam
os efeitos promotores da saude dos flavonoides e como componentes
indispensaveis em uma variedade de produtos nutracéuticos, farmacéuticos e

aplicacdes cosméticas®!4.
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Os flavonoides citricos sé@o divididos em subgrupos de acordo com suas
estruturas quimicas destacando-se as flavanonas (hesperidina e eriocitrina,
eriodictiol), flavonas (apigenina, diosmina), flavonois (quercetina, Isoquercetina), e
antiocinas (cianidina, delfinidina, petunidina). Eriocitrina e sua forma aglicona
eriodictiol sdo flavanonas abundantes em limas e limbes que tem despertado
interesse dos pesquisadores devido seus variados efeitos biolégicos benéficos
destacando suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias®®.

Com base nessas informacdes, 0 objetivo deste trabalho foi estabelecer
fundamentos para o desenvolvimento de novas estratégias tanto para o controle

guanto para a prevencéo da doenca periodontal inflamatoria.



60

6 CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que a protecao oferecida pelas flavanonas
citricas eriocitrina e eriodictiol parece estar ligada a sua acéo anti-inflamatoria, como
constatado neste estudo pela diminuicdo do infiltrado inflamatério, queda da
expressao de citocinas pro-inflamatorias e aumento da producéo de IL-10 protegendo
os tecidos envolvidos pela modulacdo positiva da resposta inflamatéria. Esses
achados suportam ainda mais a investigacdo continua de flavonoides citricos como

possiveis agentes terapéuticos no tratamento da doenca periodontal.
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