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RESUMO

O processo inflamatério estéa relacionado ao aumento da reabsorcdo em algumas
doencas, como a periodontite, caracterizada por uma inflamacdo crbénica em
resposta a micro-organismos especificos que resulta em reabsorcdo 6ssea
alveolar (ROA) e perda do dente. A apigenina (APG), um agente encontrado
abundantemente na camomila, tem recebido maior atencéo por seus efeitos anti-
inflamatorios. Assim, objetivou-se avaliar a atividade antirreabsortiva da APG na
periodontite experimental em camundongos. Para isso, 48 camundongos Swiss
machos foram utilizados em ensaios de periodontite induzida por ligadura, que
consiste na insercédo de um fio de algodao (4.0) ao redor dos primeiros molares
inferiores. Os grupos experimentais consistiram em: Naive, em que a
periodontite n&do foi induzida, nao tratado (NT) e APG, nos quais a periodontite
foi induzida e receberam diariamente por gavagem 10 pl/kg de TW80 e APG 1,
3 ou 9 mgl/kg, respectivamente. ApGs a eutanasia, suas mandibulas foram
removidas para analises da ROA e nivel de insercdo (NI). O tecido gengival
também foi removido para quantificacdo de IL-1p e IL-17, gRT-PCR para RANKL
e OPG. Foram realizadas dosagens séricas de fosfatase alcalina total (FAT) e
transaminases hepaticas, analises dos indices renal (IR) e hepético (IH) e da
variacdo de massa corpérea. A ligadura promoveu significante ROA,
corroborado pelo aumento do nivel de insercédo (NI) na distal do 1° molar inferior
e aumento da area de furca, bem como aumentou os niveis de IL-1B e IL-17 e a
expressdo de RANKL no tecido gengival em camundongos NT em comparacao
ao Naive. Em contrapartida, a administracdo de APG (9 mg/kg) promoveu
reducdo da ROA, do NI e da area de furca do primeiro molar inferior, manteve os
niveis de IL-1B3 e IL-17 semelhantes aos do Naive e aumentou a expressao de
OPG. Sistemicamente, a APG n&do promoveu qualquer alteracao significante nos
parametros avaliados. O APG apresentou um perfil protetor Gsseo,
provavelmente devido ao controle da progressdo da doenca atraves da

modulacao de citocinas osteoclastogénicas.

Palavras-chaves: Inflamacao. Reabsor¢cédo dssea. Periodontite. Apigenina.



ABSTRACT

The inflammatory process is related to increased resorption in some diseases,
such as periodontitis, characterized by chronic inflammation in response to
specific microorganisms that results in alveolar bone resorption (ROA) and tooth
loss. Apigenin (APG), an agent found abundantly in chamomile, has received
increased attention for its anti-inflammatory effects. Thus, the objective was to
evaluate the antiresorptive activity of APG in experimental periodontitis in mice.
For this, 48 male Swiss mice were used in ligation-induced periodontitis trials,
which consists of the insertion of a cotton thread (4.0) around the lower first
molars. The experimental groups consisted of: Naive, in which periodontitis was
not induced, untreated (NT) and APG, in which periodontitis was induced and
received daily by gavage 10 pl/kg of TW80 and APG 1, 3 or 9 mg/ kg, respectively.
After euthanasia, their mandibles were removed for analysis of ROA and
attachment level (NI). Gingival tissue was also removed for quantification of IL-
18 and IL-17, gRT-PCR for RANKL and OPG. Serum measurements of total
alkaline phosphatase (FAT) and hepatic transaminases, analysis of renal (RI) and
hepatic (HI) indices and body mass variation were performed. The ligation
promoted a significant ROA, corroborated by the increase in the attachment level
(NI) in the distal of the 1st molar and increase in the furcation area, as well as
increasing the levels of IL-18 and IL-17 and the expression of RANKL in the
gingival tissue. in NT mice compared to Naive. On the other hand, the
administration of APG (9 mg/kg) promoted a reduction in ROA, NI and the
furcation area of the mandibular first molar, maintained the levels of IL-1p3 and IL-
17 similar to those of Naive and increased the expression of OPG Systemically,
APG did not promote any significant change in the parameters evaluated. APG
presented a bone protective profile, probably due to the control of disease
progression through the modulation of osteoclastogenic cytokines, in addition to
being systemically safe.

Keywords: Inflammation. Bone resorption. Periodontitis. Apigenin.



LISTA DE SILGAS E ABREVIATURAS

ALT Alanino aminotransferase

AP-1 Proteina ativadora-1

APG Apigenina

AST Aspartato aminotransferase

cFMS Receptor do Fator estimulador de Colénia de Macréfagos
FAT Fosfatase Alcalina Total

HMSCs Células-tronco mesenquimais humanas
IL-17 Interleucina 17

IL-1B Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

LPS Lipopolissacarideo

MC3T3-E1 Linhagem celular precursora de osteoblastos

M-CSF Fator estimulador de Col6nia de Macro6fagos

MMP Metaloproteinase de Matriz

NFATcl Fator nuclear de células T ativadas citoplasméatico 1
NF-kB Fator nucleoide kappa B

NI Nivel de Insercéo

NO Oxido Nitrico

OMS Organizacdo Mundial da Saude

OPG Osteoprotegerina

gRT-PCR PCR quantitativo em tempo real

RANK Receptor ativador do fator nuclear kappa B

RANKL Ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B
ROA Reabsorcgdo Ossea Alveolar

TLR4 Receptor toll like 4

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa
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1 INTRODUCAO

O processo de remodelacdo 0ssea consiste na reabsorcéo e deposicao
de 0sso0 e pode ser controlado através de uma grande variedade de mecanismos
inflamatorios e imunolégicos (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). Diversas moléculas
relacionadas ao sistema imunoldgico sdo consideradas cruciais nesse processo
de remodelacéo 0ssea, e ilustram a interagcéo entre sistema imunoldgico e 0 0Sso.
Desta forma, as interleucinas 1 beta (IL-1B), 6 (IL-6) e 17 (IL-17) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) sdo consideradas importantes estimuladores da
osteoclastogénese, 0 que favorece a reabsorcdo 6ssea. Sabe-se que estas
citocinas estdo envolvidas e promovem a expressdo de fatores chave
relacionados com a diferenciacdo dos osteoclastos, como o ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) e o fator estimulador de coldnias de
macrofagos (M-CSF), conduzindo a lesdes 0sseas patoldgicas para a reabsorcéo
(STEEVE et al., 2004; ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016; ZUPAN; JERAS; MARC,
2013).

De fato, a literatura tem relatado a modulacdo dos processos
imunoinflamatérios com o objetivo de reduzir a destruicdo do tecido ésseo, como
ocorre em doencas inflamatorias reabsortivas (GUIMARAES et al., 2016; ZHOU
et al., 2022), como é o caso da periodontite. A periodontite € uma doenca cuja
resposta inflamatéria € decorrente de microrganismos especificos presentes no
periodonto e resulta em destruicdo do osso alveolar, do ligamento periodontal e
do cemento radicular (HAJISHENGALLIS; KOROSTOFF, 2017; PAGE;
KORNMAN, 1997; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013).

Nesse contexto, a industria farmacéutica e pesquisadores, tém dedicado
esforcos a descobrirem novos produtos naturais e seus derivados, que
representem novas abordagens na modulacdo dos processos inflamatorios com
o minimo de danos gastrointestinais, cardiovasculares, hepaticos e renais,
objetivando a reduc&o da reabsorcado 6ssea inflamatéria (GOSCINIAK et al., 2021;
TAALAB et al.,, 2021). Especificamente sobre a periodontite, embora a terapia
padrdo com controle mecéanico seja indispensavel para a obtengéo de sucesso no
tratamento dessa doenca, sdo necessarias pesquisas que descrevam sobre a

atuacdo de novos compostos eficazes na terapia periodontal adjuvante na
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modulacdo de citocinas pro-inflamatdrias envolvidas nessa patologia
(PAPAPANOU et al., 2018).

Os flavonoides, constituem a maior classe de nutrientes ndo essenciais
em nossa dieta, sdo compostos dietéticos que podem oferecer beneficios a saude,
a baixo custo e com minimos efeitos adversos. Estudos tém demonstrado que
esses compostos apresentam, inclusive, atividades anticancerigenas e anti-
inflamatdrias (CARDENAS et al., 2016; GARCIA-LAFUENTE et al., 2009).

Um importante flavonoide € a apigenina (APG), encontrada
abundantemente na salsa e no aipo, e que tem se destacado devido aos seus
diversos efeitos biolégicos, os quais incluem efeitos ansioliticos, sedativos
(HOSTETLER; RALSTON; SCHWARTZ, 2017), antivirais, antibacterianos,
antioxidantes, antiapoptaticos e anticancer (SALEHI et al., 2019). Ela tem recebido
destaque por parte dos pesquisadores devido relato de seus efeitos anti-
inflamatorios (MARQUEZ-FLORES et al., 2016) e mecanismos imunorregulatorios
(CARDENAS et al.,, 2016). Muitos efeitos da APG tém sido relatados em
pesquisas, porém o0s mecanismos e seus efeitos anti-inflamatérios ainda nao
foram completamente elucidados, principalmente em relacdo a patologias 0sseas,
e mais estudos necessitam ser realizados. Dessa forma, o presente estudo visa
investigar os efeitos da APG em um modelo de periodontite experimental em

camundongos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reabsorc¢édo Ossea Inflamatoria

O tecido 6sseo € uma entidade dinamica, que vive em constante processo
de remodelacéo, que é regulada através da atividade celular em resposta a fatores
sistémicos, locais e estresse mecanico. A homeostasia desse tecido compreende
o equilibrio entre os processos de deposicao e reabsor¢cdo 6ssea, e o desequilibrio
desse sistema pode acarretar doencas que interferem na densidade e arquitetura
0ssea, como doencas reabsortivas ou com formacdes 6sseas aumentadas (CHEN
et al., 2012; ERIKSEN, 2010; ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016). As células 6sseas
também exercem papel importante no metabolismo deste tecido, nesse caso, 0s
osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas, caracterizadas pela capacidade
de reabsorver matriz 6ssea e 0s osteoblastos, que sao células responsaveis pela
deposicao de calcio e pela formacao de novo tecido 6sseo (CHEN et al., 2018).
Os ostedcitos, sao células que derivam de osteoblastos maduros que, durante
processo de formacdo éssea, assumem uma morfologia diferenciada e ficam
aprisionados na matriz, e sdo capazes de secretar substancias necessarias a
homeostasia 6ssea (BONEWALD, 2011; FLORENCIO-SILVA et al., 2015; UDA et
al., 2017).

Diante disso, considerando os fatores locais, existem uma grande
variedade de mecanismos inflamatorios e imunolégicos que participam do
processo de remodelacdo 6ssea (EBERSOLE et al., 2013). Assim, a descoberta
do eixo do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK)/seu ligante
(RANKL)/osteoprotegerina (OPG) foi de fundamental importéancia para o
entendimento de como a comunicacdo entre o sistema imune e esquelético
medeiam os processos de remodelacdo 6ssea (RAUNER et al., 2013; ZHAO;
HUANG; ZHANG, 2016).

A ligacdo de RANK-RANKL é geralmente aceita como a principal via
responsavel pela ativacédo da osteoclastogénese e destruicdo 6ssea mediada pela
inflamacédo (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016), pois essa ligacdo promove a
diferenciacdo, maturacdo e a ativacdo das células osteoclasticas. O RANK,

expresso na superficie de pré-osteoclastos, € ativado quando se liga ao RANKL,
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presente na superficie de osteoblastos e ostedcitos, e é suprimido quando se liga
a OPG (BADO etal., 2017). A OPG compete com 0 RANK pela ligacdo ao RANKL,
consistindo em um importante fator antiosteoclastogénico. A OPG ainda é capaz
de bloquear a transducgédo do sinal a jusante do RANK e inibir o desenvolvimento
e a ativacdo dos osteoclastos (KHOSLA, 2001; NAKASHIMA et al.,, 2000;
PACIFICI, 2011).

A diferenciac@o das células osteoclasticas também é regulada pelo fator
estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF), que agindo sobre seu receptor
(cFMS), é essencial para proliferacdo, sobrevivéncia e fusdo de células
mononucleadas precursoras de osteoclastos, assim como pelo aumento da
sobrevivéncia de osteoclastos maduros (PACIFICI, 2011; TAKAYANAGI, 2007,
XIONG et al., 2015).

A ligacdo do RANKL ao seu receptor, RANK, resulta também na ativacéo
do fator de transcricdo conhecido por fator nuclear de células T ativadas
citoplasmatico 1 (NFATc1), tanto pela via fator nuclear kappa B (NFkB)/ proteina
ativadora-1 (AP-1) / gene de ativacdo imediata (c-fos), como pela sinalizacéo de
calcio. Esse fator de transcricdo (NFATcl), por sua vez, é responsavel pela
inducdo de genes osteoclasticos especificos necessarios para ativacdo de
osteoclastos (TAKAYANAGI et al., 2002; WHYTE, 2006).

A literatura tem mostrado que o RANKL e o M-CSF séo essenciais para a
renovacdo osteoclastica fisioloégica, enquanto citocinas adicionais sao
responsaveis pela supra-regulacdo de osteoclastos. A relacéo intrinseca entre o
sistema imune, resposta inflamatoéria e remodelacéo 6ssea fica evidente através
dos relatos na literatura sobre o envolvimento de diversas células do tecido 0sseo,
citocinas e receptores nesse processo reabsortivo (BRAUN; SCHETT, 2012,
PACIFICI, 2011).

Nesse contexto, o eixo RANK/RANKL/OPG sofre interferéncias de
diversos mediadores, sendo a reabsorcdo 6ssea facilitada na presenca de
mediadores pro-inflamatorios, como as interleucinas-1p (IL-1B), IL-4, IL-6, 1L-11,
IL-17 e o fator de necrose tumoral a (TNF-a), uma vez que estes aumentam a
expressdo de RANKL e diminuem a expressdo de OPG (HOFBAUER,;
HEUFELDER, 2001; NAKASHIMA et al., 2000; NARDONE; D’ASTA; BRANDI,
2014; REN et al., 2021; SON et al., 2020; SONG et al., 2019).
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A IL-17 pode mediar a secrecdo de fatores inflamatérios como IL-1,
TNF- a e IL-6, favorecendo ainda mais a reabsorcéo 6ssea e inibindo a formacgéo
0ssea (SONG et al., 2019; TSO et al., 2010), bem como, por agir sinergicamente
aumentando a expressdo de RANK em precursores de osteoclastos
(ADAMOPOULOQS et al., 2010) e de RANKL em osteoblastos (ADAMOPOULQOS;
BOWMAN, 2008; DEMIER et al., 2021; SONG et al., 2019). Ademais, outros
mediadores inflamatérios, tais como bradicinina, trombina, calicreina e
quimiocinas também aumentam a expressdo de RANKL, na superficie de
osteoblastos, fibroblastos e linfécitos (ZUPAN; JERAS; MARC, 2013). O aumento
de citocinas nao esta relacionado ao aumento da reabsorcédo 6ssea somente por
facilitar a interagdo RANK/RANKL, mas também por aumentar a producao de M-
CSF, como tem sido descrito para o TNF-a (ZHAO; HUANG; ZHANG, 2016).

Para uma melhor compreenséo sobre o tecido 6ésseo e 0s processos de
reabsorcédo e formacédo 6ssea, em condi¢cdes normosistémicas ou patologicas, sdo
utilizados modelos experimentais, sobretudo visando o estabelecimento de novas
modalidades terapéuticas. Por se caracterizar como um modelo que resulta em
reabsorcdo 0ssea alveolar significante, a periodontite induzida em roedores tem
sido amplamente utilizada em pesquisas como modelo experimental da
reabsorcdo Ossea inflamatéria, particularmente quando o objetivo é avaliar
condicdes cuja reabsorcdo € decorrente da instalacdo de um processo
inflamatoério (BEZERRA et al., 2000; DE LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2004).
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2.2 Periodontite

A periodontite é uma doenca inflamatoria, altamente prevalente
(KASSEBAUM et al.,, 2017) em humanos, que ocorre na presenca de uma
microbiota patogénica e tem por consequéncia a destruicdo dos tecidos de
suporte dos dentes, como o0sso alveolar, ligamento periodontal e cemento
radicular, podendo ocasionar a perda dentaria (GRAVES; LI; COCHRAN, 2011;
HAJISHENGALLIS, 2015; PAPAPANOU et al., 2018; WU et al., 2016).

O desenvolvimento da doenca inicia através da resposta ao desafio
microbiano, em que acontece a disbiose da microbiota subgengival, ou seja, onde
antes habitavam em sua maioria bactérias simbioticas, ocorre uma mudanca
gradual em sua composicdo, dando lugar a bactérias patogénicas em maior
namero. Apds essa mudanca, as bactérias migram pelo epitélio gengival e
invadem o tecido conjuntivo (GRAVES; LI; COCHRAN, 2011; HAJISHENGALLIS;
LAMONT, 2016). O lipopolissacarideo (LPS) de membrana estimula a liberacéo
de aminas vasoativas e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) pré-formado, seguida
pelo recrutamento de outras células residentes no tecido gengival que liberam
mediadores inflamatérios, aumentando a permeabilidade vascular e a expressao
de moléculas de adesdo (GONZALEZ-OSUNA et al., 2022).

Posteriormente, células como neutréfilos, macréfagos e linfécitos séo
recrutadas, sobretudo os neutréfilos, que representam a primeira linha de defesa
contra os patdgenos periodontais e também participam no processo de destrui¢ao
do periodonto (NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011), uma vez que liberam uma
variedade de fatores, como espécies reativas de oxigénio, colagenases, outras
proteases e, inclusive, TNF-a (KINANE et al., 2011; NATHAN, 2006; PRESHAW;
TAYLOR, 2011; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Esse processo inflamatério
resulta na destruicao dos tecidos periodontais, que favorece a invaséo dos tecidos
por maior quantidade de células, a saber, macrofagos e linfocitos (KINANE et al.,
2011; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). De fato, o infiltrado neutrofilico diminui
com a progressdo da doenca, havendo predominéancia de linfécitos na periodontite
(KINANE et al., 2011).

Além do TNF-q, outras citocinas e mediadores inflamatérios participam do

processo de destruicdo tecidual do periodonto, como as interleucinas, IL-1f3, IL-6,
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IL-17, prostaglandina E2, metaloproteinases de matriz (MMP) e Oxido nitrico
(KINANE et al., 2011; LIMA et al., 2008; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). De
fato, as citocinas pré-inflamatérias possuem papel fundamental na patogénese da
periodontite (DARVEAU, 2010; MANTOVANI et al., 2019), principalmente as
interleucinas e TNF-a, que apresentam niveis aumentados na doenca. Elas
favorecem a reabsorcao 6ssea por estimularem a osteoclastogénese através da
diferenciacdo de pré-osteclastos em osteoclastos maduros, pelo aumento da
expressédo do ligante do receptor ativador do fator nuclear k-B (RANKL) e do seu
receptor (RANK), pela reducédo da expressao de osteoprotegerina (OPG), bem
como pelo aumento da interacdo do fator estimulador de coldénia de macrofagos
(M-CSF) com o seu receptor (cFMS) (YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013).

Diante disso, os modelos animais séo estratégias de estudo valiosas e
nesse caso, a periodontite induzida por ligadura em roedores € um modelo
experimental bem estabelecido (BEZERRA et al., 2000; DE LIMA et al., 2000).
Sua vantagem é poder avaliar de forma mais complexa as altera¢cfes clinicas e
histopatolégicas apresentadas durante a periodontite, por se tratar de um modelo
com caracteristicas semelhantes aos humanos, como a estrutura e a organizacao
dos tecidos periodontais (BEZERRA et al., 2000; HAJISHENGALLIS, 2015;
LEITAO et al., 2004; STRUILLOU et al., 2010).

Nesse contexto, estudos pré-clinicos tém demonstrado os efeitos do
aumento da expressdo do RANKL em modelos de periodontite (GUIMARAES et
al., 2016; TENG, 2002; TENG et al., 2000), assim como, tém relatado sobre o
aumento na expressdo de RANKL na presenca do patdégeno periodontal
Porphyromonas gingivalis (REDDI; BROWN; BELIBASAKIS, 2011). Além disso,
clinicamente, ha relatos de que os niveis de RANKL sdo mais elevados em
pacientes com periodontite (CROTTI et al., 2003; GABR et al., 2017; KAWAI et
al., 2006; LOPEZ ROLDAN; GARCIA GIMENEZ; ALPISTE ILLUECA, 2020;
TEODORESCU et al., 2019; WARA-ASWAPATI et al., 2007), associado a reducéo
dos niveis de OPG (CROTTI et al., 2003; GABR et al., 2017; TEODORESCU et
al., 2019).

Entendendo a patogénese da periodontite, compreende-se que a
remogdo mecanica regular da placa bacteriana é considerada o principal meio

para prevenir e impedir a progressao da periodontite. Estudos longitudinais
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mostram o sucesso da terapia padrao: raspagem e alisamento radicular, higiene
oral diaria do paciente e visitas de manutencao regular ao dentista para remocao
de novos depdésitos subgengivais (LINDHE; KARRING, 2005). Embora a terapia
mecanica possa ser clinicamente efetiva na grande maioria dos pacientes, mesmo
gue os patdgenos ndo sejam completamente eliminados, a persisténcia ou
recidiva de crescimento de certos microrganismos em locais tratados deve ser
considerada a principal causa de resultados insatisfatorios no tratamento dessa
doenca (LINDHE; KARRING, 2005).

Em alguns casos, na presencga de bolsas profundas = 5mm e/ou lesdes
de furca, a eficacia da terapia padrao pode ser limitada devido ao dificil acesso
para uma correta instrumentacdo. Estudos pioneiros demonstraram que alguns
casos de periodontite ndo respondem satisfatoriamente a terapia convencional de
raspagem e alisamento radicular havendo recidiva e/ou progresséo de perda de
insercdo (JEPSEN; JEPSEN, 2016; SAUER et al., 2010). Quando os efeitos
esperados ndo sao alcancados, terapias adjuntas podem ser utilizadas visando
melhores resultados no tratamento da doenca (RAMOS et al., 2022), como é o
caso da utilizacdo de produtos naturais. Estudos tem demonstrado o efeito
benéfico da utilizacdo desses produtos de forma adjuvante a terapia periodontal
padrdo com raspagem e alisamento radicular no controle do biofilme e dos
parametros da doenca (AGUIAR, 2020; BATISTA; DE VASCONCELOS CATAO,
2019; BRAZ; DOS SANTOS FAGUNDES; ESPINDOLA, 2021).

Portanto, estudos pré-clinicos tém sido realizados a fim de descobrir
novos alvos farmacolégicos sistémicos que funcionem de forma adjuvante a
terapia padrdo para a obtencdo de sucesso no tratamento destas doencas
periodontais (FREIRE et al., 2019). De fato, estudos em modelos experimentais
de periodontite em animais descobriram que a manipulagcdo da expresséo de
citocinas e seus receptores afeta o fendtipo de perda dssea alveolar na
periodontite (ESKAN et al., 2012).
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2.3 APIGENINA

A apigenina (4', 5,7-trihidroxiflavona) é um flavonoéide natural, que recebe
esta nomenclatura pois vem do género Apium, da familia Apiceae (SUNG;
CHUNG; KIM, 2016). E amplamente encontrada em plantas e vegetais como por
exemplo no aipo (Apium graueolens) e na salsa (Petroselinum cripspum)
(MADUNIC et al., 2018) e em ervas como a camomila (Matricaria recutita)
(SALEHI et al., 2019). Devido a sua baixa toxicidade, facil disponibilidade e efeitos
notaveis nas células normais quando comparadas as células cancerigenas, a
APG vem ganhando interesse dos pesquisadores como um composto benéfico e
promotor da satde (MADUNIC et al., 2018; TANG et al., 2017).

Diante disso, a abordagem terapéutica de flavonoides, como a APG, tem
recebido destaque em pesquisas clinicas principalmente devido os seus efeitos
anti-inflamatério (CICEK et al., 2021; KERDAR et al.,, 2019), antioxidantes
(FIDELIS et al., 2019), antidepressivo (AL-YAMANI et al., 2022; BIJANI et al.,
2021; ZHANG et al., 2019), hepatoprotetor (CHEN; YANG; GROSSER, 2013),
anticancer (PENG et al., 2018; XU et al., 2021), antiapoptético (ZHOU et al., 2018),
antisenescéncia (SANG et al., 2017) e efeitos estrogénicos (LECOMTE et al.,
2019), bem como o estudo de seus mecanismos imunoregulatérios (CARDENAS
et al.,, 2016) e atuacdo no processo inflamatério (MARQUEZ-FLORES et al.,
2016). Na literatura existem poucos relatos acerca da toxicidade ou de reacdes
adversas causadas pelo uso da APG in vivo quando consumidas em doses
relevantes para as terapéuticas abordadas (CARDENAS et al., 2016; MARQUEZ-
FLORES et al., 2016; SARKAR et al., 2022).

Em relagdo aos efeitos anti-inflamatérios da APG, estudos in vitro,
demonstram que a APG é capaz de inibir moléculas de adeséo induzidas por
citocinas (GERRITSEN et al., 1995), inibir a capacidade de células dendriticas
derivadas da medula 6ssea estimulados por lipopolissacarideos (LPS) de produzir
citocinas osteoclastogénicas, incluindo TNF - a e IL - 13 (LI et al., 2015), além de
inibir a producdo de o6xido nitrico (NO), IL- 6 (CHOI, 2007; GERRITSEN et al.,
1995) e IL-8, induzidos por TNF-a (GERRITSEN et al., 1995).

Bandyopadhyay et. al. (2006), através de estudo in vitro, demonstraram

que a APG pode afetar todos os estagios da osteoclastogénese, desde a inibicéao
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da diferenciacdo dos osteoclastos até a sua sobrevivéncia e reabsorcdo 6ssea
(BANDYOPADHYAY et al., 2006). Outros estudos in vitro, relatam que a APG
aumenta significativamente o crescimento de células osteoblasticas da linhagem
MC3T3-E1, causam uma elevacdo significativa do conteudo de colageno nas
células osteoblasticas (CHOI, 2007), bem como da atividade da fosfatase alcalina
(CHOI, 2007; ZHANG et al.,, 2015) e a mineralizagdo em ceélulas-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) (ZHANG et al., 2015). Recentemente, um
estudo realizado com cultivo de células da linha de osteoblastos MG63
demonstrou que o uso de APG apresentou capacidade de reduzir a expresséao de
RANKL e aumentar a expressido de OPG (MELGUIZO-RODRIGUEZ et al., 2019).

Considerando estudos em animais, a administracdo de APG reduziu os
niveis das citocinas pro-inflamatérias IL-18, IL-6 e TNF-a em ratos (DANG et al.,
2018; SAHU et al., 2019; ZHAO et al., 2019), assim como relatado nos estudos in
vitro. Estudos relatam que o tratamento com APG também é capaz de modular IL-
17, regular negativamente a expressao de NF-kB (DANG et al., 2018; PANG et
al., 2019), reduzir o estresse oxidativo, regular a via de sinalizacdo de receptor
tool like-4 (TLR4) / NF-kB, e inibir a apoptose dos neurbnios mediada por
mitocondrias em ratos (ZHAO et al., 2019). Em relacdo aos efeitos da APG no
0SS0, estudo realizado com ratas ovariectomizadas demonstrou um efeito positivo
na renovacado 0ssea, aumentando o conteido mineral e a densidade do osso
trabecular no colo do fémur desses animais, demonstrando efeito promissor do
uso de APG no tratamento da osteoporose (PARK et al., 2008).

Assim, através da avaliacdo dos efeitos da APG em células Osseas, a
literatura tem relatado efeitos benéficos desse composto no osso, tanto em
pesquisas in vivo como in vitro. Os achados da literatura indicam que em
condicdes clinicas que envolvam a atuacao de mediadores inflamatérios, como na
reabsorcdo 6ssea inflamatéria, a APG pode desempenhar um papel benéfico

justificando sua avaliacdo no modelo de periodontite em animais.



23

3 JUSTIFICATIVA

A periodontite ainda € uma das principais causas de perda de dentes em
adultos e fator de risco para outras doencgas sistémicas(SANZ; VAN WINKELHOFF;
PERIODONTOLOGY, 2011) e a terapéutica mecanica, considerada padrdo ouro
para tratamento da doenca, apresenta algumas limitacdes, como, areas de dificil
acesso para raspagem, interferindo no indice de sucesso do tratamento (JEPSEN,;
JEPSEN, 2016).

Diante disso, pesquisadores tém desempenhado esforcos em descobrir
novas abordagens adjuvantes a terapia padrdo para obtencdo de melhores
resultados no tratamento da periodontite (RAMOS et al., 2022) e a identificacao de
novas fontes naturais visando o desenvolvimento de farmacos fitoterapicos tem
ganhado destaque devido seus efeitos anti-inflamatérios ja relatados (BATISTA; DE
VASCONCELOS CATAO, 2019; BRAZ; DOS SANTOS FAGUNDES; ESPINDOLA,
2021), e nesse caso, a APG tem recebido destaque em pesquisas principalmente
devido os seus efeitos anti-inflamatoérios (CICEK et al., 2021; KERDAR et al., 2019).

Portanto, o estudo da possivel eficacia e seguranca da administracdo da
apigenina em um modelo de periodontite em camundongos podera contribuir para a

identificacdo de uma abordagem terapéutica adjuvante no manejo dessa doenca.

4 HIPOTESE

A modulacgdo da resposta inflamatoéria através da administragéo da Apigenina

diminui a reabsorgéo 6ssea alveolar em camundongos submetidos a periodontite.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
e Avaliar a atividade antirreabsortiva da Apigenina (APG) na periodontite

experimental em camundongos.

5.2 Objetivos especificos
e Avaliar a atividade antirreabsortiva da APG
o Através de analises macroscopica e histolégica do periodonto de
camundongos submetidos a periodontite.
o Através da quantificacdo da expressao de RANKL, OPG e TRAP no
tecido gengival de camundongos submetidos a periodontite.
e Avaliar a atividade anti-inflamatéria da APG
o Através da quantificacdo dos niveis de gengivais de IL-13 e IL-17
em camundongos submetidos a periodontite.
e Avaliar o efeito sistémico da APG
o Através de andlises séricas de aspartato aminotransferase (AST),
alanino aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina total (FAT),
o Através da avaliagdo dos indices hepéatico e renal.

o Através da variagdo de massa corporea.
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6 CAPITULO |

APIGENINA REDUZ A REABSORCAO OSSEA INFLAMATORIA EM MODELO
DE PERIODONTITE EM CAMUNDONGOS
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6.1 ARTIGO

APIGENINA REDUZ A REABSORCAO OSSEA INFLAMATORIA EM MODELO
DE PERIODONTITE EM CAMUNDONGOS

Bianca Dutra Aguiar?, Iracema Matos de Melo?

1 Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Ceara,
Sobral, Ceard, 62010-820, Brasil.

2 Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Ceara, Sobral, Ceara, 62010-820,
Brasil.

RESUMO

Introdugdo: A apigenina (APG), um agente encontrado abundantemente na
camomila, tem recebido maior atencdo por seus efeitos anti-inflamatorios.
Objetivo: Avaliar a atividade antirreabsortiva da APG na periodontite experimental
em camundongos. Metodologia: 48 camundongos Swiss machos foram
utilizados em ensaios de periodontite induzida pela na insercdo de um fio de
algodao (4.0) ao redor dos primeiros molares inferiores. Os grupos experimentais
consistiram em: Naive, em que a periodontite ndo foi induzida, nao tratado (NT) e
APG, nos quais a periodontite foi induzida e receberam diariamente por gavagem
10 pl/kg de TW80 e APG 1, 3 ou 9 mg/kg, respectivamente. Apds a eutanasia,
suas mandibulas foram removidas para andalises da ROA e nivel de inserg&o (NI).
O tecido gengival também foi removido para quantificacéo de IL-18 e IL-17, gRT-
PCR para RANKL e OPG. Foram realizadas dosagens séricas de fosfatase
alcalina total e transaminases hepaticas, analises dos indices renal e hepatico e
da variacdo de massa corpérea. Resultados: A ligadura promoveu significante
ROA, corroborado pelo aumento do nivel NI na distal do 1° molar inferior e
aumento da area de furca, bem como aumentou os niveis de IL-1B e IL-17 e a
expressdo de RANKL no tecido gengival em camundongos NT em comparacao
ao Naive. Em contrapartida, a administracdo de APG (9 mg/kg) promoveu reducao
da ROA, do NI e da area de furca do primeiro molar inferior, manteve os niveis de
IL-1B8 e IL-17 semelhantes aos do Naive e aumentou a expressao de OPG.
Sistemicamente, a APG ndo promoveu qualquer alteracdo significante nos

parametros avaliados. Concluséo: A APG apresentou um perfil protetor ésseo,
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provavelmente devido ao controle da progressdo da doenca através da

modulacao de citocinas osteoclastogénicas, além de ser segura sistemicamente.

Palavras-chaves: Inflamacéo. Reabsorcdo 6ssea. Periodontite. Apigenina.

INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), nos paises em
desenvolvimento, cerca de 65 a 80% da populacdo usa produtos naturais na
atencdo primaria a saude devido a sua disponibilidade, custo acessivel e
facilidade de manuseio [1]. A apigenina (4', 5,7-trihidroxiflavona) é um flavonoide
natural, que recebe esta nomenclatura pois vem do género Apium, da familia
Apiceae [2]. E amplamente encontrada no aipo (Apium graueolens), na salsa
(Petroselinum cripspum) [3] e na camomila (Matricaria recutita) [4]. Devido a sua
baixa toxicidade, facil disponibilidade, efeitos anti-inflamatérios e mecanismos
imunorregulatérios [5,6], a APG vem ganhando interesse dos pesquisadores como
um composto benéfico e promotor da saude [3,7].

Especificamente sobre esse efeito anti-inflamatdrio, estudos in vitro e in
vivo relatam o papel inibitério da APG na producdo de mediadores pro-
inflamatérios, como 6xido nitrico (NO) [6,8], interleucina (IL)-6 [9], IL-8 [10], IL-1B
[11] e o fator de necrose tumoral (TNF)-a [12-15], na modulacdo de IL-17 e
regulacdo negativa da expressédo do fator nuclear (NF)-kB [12,16]. Além disso,
estudos in vitro descrevem o papel inibitério da APG na producédo de citocinas
osteoclastogénicas, incluindo TNF - a e IL - 1B [17]. Portanto, a literatura tem
relatado efeitos benéficos desse composto no 0sso, tanto em pesquisas in vivo
como in vitro, o que justifica a investigacdo de seus efeitos em doencas
reabsortivas 6sseas, como é o caso da periodontite.

. A periodontite € definida, de acordo com a ultima classificacdo das
doencas e condi¢des periodontais e peri-implantares da Academia Americana de
Periodontia e da Federacao Europeia de Periodontia em 2017, como “uma doenca
inflamat6ria multifatorial crénica, associada com biofilmes de placa disbiotica e
caracterizada por progressiva destruicdo do aparelho de suporte dentario” [18].
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Altamente prevalente em humanos, a periodontite pode ocasionar a destruicao
dos tecidos de suporte dos dentes, como 0sso alveolar, ligamento periodontal e
cemento radicular, podendo levar a perda dentaria [18-21].

Por se tratar de uma doenca inflamatéria, diversos mediadores
inflamatorios participam do processo de destruicdo tecidual do periodonto, como
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17, prostaglandina E2, metaloproteinases de matriz (MMP)
e NO [22-24], possuindo papel fundamental na patogénese da periodontite
[25,26]. De fato, os niveis aumentados de interleucinas e TNF-a, observados na
doenca, favorecem a reabsorcdo Ossea por estimularem a osteoclastogénese
através da diferenciacdo de pré-osteclastos em osteoclastos maduros, pelo
aumento da expressdo do ligante do receptor ativador do fator nuclear k-B
(RANKL) e do seu receptor (RANK), e pela reducdo da expressao de
osteoprotegerina (OPG) [24].

Dada a notavel capacidade da APG em modular diferentes mediadores
da inflamacéo, incluindo citocinas osteoclastogénicas, o presente estudo propds
investigar a eficacia deste composto em uma condi¢éo inflamatéria reabsortiva
particular, a periodontite. Além disso, considerando que em alguns casos 0
tratamento periodontal convencional pode ter resultados limitados [27], sendo
necessaria, por vezes, terapia adjuvante [28], bem como que o tratamento da
periodontite € um campo relativamente desconhecido para medicamentos
fitoterapicos como adjuvante terapéutico, objetivou-se avaliar os efeitos da APG

em um modelo de periodontite em camundongos.



29

MATERIAIS E METODOS

Apigenina

A apigenina (APG), 4',5,7-Trihidroxiflavona, 5,7-Dihidroxi-2-(4-hidroxiphenil)-
4-benzopirona, apresentada como um sélido amarelo cristalino, foi adquirida junto
a Sigma-Aldrich, com massa molar de 270,24 g/mol, numero CAS 520-36-5,
codigo do produto 10798 e com pureza acima de 95% (HPLC). Para a diluicdo da
APG e grupo controle (NT) foi utilizada solugdo salina de NaCl 0,9% com 4% de
polissorbato 80 (Tween 80®; TW80).

Reagentes

Para coloracdo das laminas histolégicas, foi obtida a coloracdo de
Hematoxicilina de Harris da empresa Larboclin (Pinhais, Parana, Brasil) e Eosina
da empresa Exodo Cientifica (Hortolandia, S&o Paulo, Brasil). Para ELISA de IL-
18 e IL-17 foram utilizados os kits de citocinas e reagentes obtidos da empresa
R&D Systems® (Minneapolis, Minessota, EUA). Para qRT-PCR de RANKL e
OPG, foram obtidos Syber Green, Superscript, Primers e Trizol da empresa
Thermo Fisher Scientific® (Waltham, Massachusetts, EUA). Para realizacao das
dosagens bioquimicas de fosfatase alcalina total (FAT), aspartato
aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT) foram adquiridos os

reagentes da empresa LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 48 camundongos Swiss machos, com massa corpOrea entre
20 e 30 gramas. Os animais receberam racédo comercial balanceada adequada e
agua a vontade, e permaneceram nas mesmas condicdes ambientais de ciclos
claros/escuros de 12 h e temperatura de 22 °C durante todo o experimento. Este
estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA,

da Universidade Federal do Ceara campus Sobral sob nimero de protocolo 05/19.

Os grupos experimentais consistiram em trés: Naive, Nao tratado (NT) e
Apigenina (APG). O grupo Naive, composto por 6 camundongos, nédo foi
submetido a periodontite e ndo recebeu nenhum tipo de veiculo. O grupo NT,
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composto por 6 camundongos, os quais foram submetidos a periodontite induzida
por ligadura e receberam veiculo composto de solucdo salina NaCl 0,9% com 4%
de polissorbato 80 (TW80), por gavagem, diariamente, a partir do dia de colocacao
da ligadura até o momento da eutandsia. E o grupo APG, foi subdividido em 3
grupos, com 6 camundongos cada, os quais foram submetidos a periodontite
induzida por ligadura e receberam APG nas doses de 1, 3 ou 9 mg/kg [29], por
gavagem, diariamente, a partir do dia de colocacao da ligadura até o momento da
eutanasia. O protocolo experimental foi repetido nos grupos Naive, NT e APG 9
mg/kg para obtencéo de tecido gengival para realizacdo de grtPCR para RANKL
e OPG e dosagens bioquimicas de FAT, AST e ALT.

Modelo de Periodontite induzida por ligadura

A periodontite foi induzida pela insercdo bilateral de um fio de sutura de
algodéo 4.0 (Point Suture, Fortaleza) em torno dos primeiros molares inferiores,
especificamente na regido cervical desses dentes, de camundongos sob
anestesia com a combinacdo de xilazina e quetamina (90 e 10 mg/kg, ,
respectivamente). Para insercao do fio, foram utilizados espacadores digitais
endodonticos C, a fim de criar um espaco entre o primeiro e o segundo molar, e a
ligadura foi posicionada cuidadosamente no sulco gengival e o n6 posicionado
mesialmente. Os animais foram eutanasiados ap6s 14 dias da inducdo da
periodontite [30,31].

Analise macroscopica e histométrica do osso alveolar

Para analise macroscopica, ap0s a eutanasia dos animais, suas mandibulas
foram removidas e fixadas em formol tamponado a 10%, durante 24 horas. A
hemiarcada direita foi dissecada e corada com azul de metileno a 1%, com o
objetivo de discriminar o osso dos dentes, 0s quais se coram em menor
intensidade [32,33]. Para a quantificacdo da reabsorcao 0ssea, as pecas foram
fotografadas e as imagens foram, entdo, avaliadas junto ao programa de
computador Image J (ImageJ 1.44p, National Institute of Health; EUA),

considerando demarcacao desde a juncdo cemento-esmalte (JCE) até a crista
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0ssea alveolar. Essa distancia foi considerada como a reabsor¢éo 6ssea alveolar
(ROA) nos animais em que a periodontite foi induzida. Essa area foi comparada a
outra previamente conhecida (5 x 5 mm?) [34].

Para a andlise histométrica, as mandibulas esquerdas foram removidas e
fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas e desmineralizadas em EDTA
10%, por aproximadamente 30 dias. As pecas foram, entao, incluidas em parafina
para realizacao de cortes seriados de 4 ym em micrétomo apropriado. As laminas
obtidas foram coradas pelo método hematoxilina e eosina. Posteriormente,
imagens foram obtidas dessa regido em microscépio (x100) e lancadas em um
programa de computador Image J (ImageJ 48x, National Institute of Health; EUA).
Para quantificacdo do nivel de insercéo, a face distal do primeiro molar foi usada
para medir a distancia linear da JCE até o fundo do sulco gengival ou da bolsa
periodontal [35,36]. Na regido de furca do primeiro molar foi considerada a area
entre o ponto mais alto da crista 6ssea remanescente e o teto da furca, distancia

considerada como ROA nos animais em que a periodontite foi induzida [37].

ELISA para TNF-a, IL-18, IL-10 e IL-17

Para o ELISA, foram coletados tecidos gengivais das hemiarcadas direitas e
esquerda dos animais no momento da eutanasia. Os niveis gengivais de IL-13 e
IL-17 foram dosados nas referidas amostras. Para isso, os tecidos coletados
foram homogeneizados e processados como descrito por Safieh-Garabedian et
al. (1995) [38]. A deteccao das proteinas IL-1 e IL-17 foi determinada por ELISA,

como descrito previamente [39]. O resultado foi expresso em pg/ml.

Reacao de amplificacdo em tempo real (QRT-PCR) para RANKL e OPG

Para gRT-PCR, foram coletados tecidos gengivais das hemiarcadas direitas
e esquerda dos animais no momento da eutanasia. O total de RNA foi extraido
das amostras de tecido gengival usando TRIzol. A transcricao reversa foi realizada
com o software SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, S&o Paulo,
Brasil) seguindo as instrucoes do fabricante. A reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real (QRT-PCR) foi realizada no termociclador StepOne
Real-Time PCR (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) usando SYBRR

Green Master Mix, conforme indicado pelo fabricante. Os pares de primers usados
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neste estudo foram: RANKL (TGAGCTATGGAAGGGGGTCA/
GTCCCAGCGCAATGTAACAA) e OPG (GAGACGCACCTAGCACTGAC/
AAGGGTTTCCTGGGTTGTCC).

Anélise sistémica

No momento da eutandsia, foram coletadas 0,5 ml de sangue do plexo orbital
de camundongos. A dosagem da fosfatase alcalina total (FAT), aspartato
aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT) foram realizadas
conforme metodologia descrita pelo fabricante (LABTEST®). O rim e o figado dos
animais também foram avaliados, por meio dos indices, calculados através da
razdo do peso umido do rim esquerdo e figado pelo peso do animal no dia da
eutanasia. Por fim, todos os animais tiveram suas massas corpéreas medidas
antes da cirurgia e, ap0s esta, diariamente, durante os dias seguintes do periodo
experimental. Os valores encontrados foram expressos como a variacdo de

massa corporea (g) em relacao a massa inicial.

Anélise estatistica

Os resultados paramétricos, de acordo com a normalidade, foram expressos
como média + EPM. Para comparacdes entre os grupos foram utilizados: One
Way Anova seguido pelo teste de Bonferroni, teste t de Student ndo pareado ou
Two Way Anova seguido pelo teste de Tukey, conforme a necessidade. Em todas
as situacgdes, foi adotado o nivel de significancia p<0,05. Sera utilizado o programa
de estatistica GraphPad Prism® versdo 5.0 (La Jolla-CA, EUA).

RESULTADOS

Efeito da APG nareabsorcao 0ssea alveolar

A figura 1 ilustra que a colocacdo da ligadura no primeiro molar inferior
promoveu um aumento (p<0,05) da regido entre JCE-COA, indicando importante
reabsorcdo 6ssea alveolar (ROA) nos camundongos que receberam somente

veiculo (Figura 1B e F) em comparacdo aqueles em que a periodontite ndo foi
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induzida (Figura 1A e F). Embora a menor dose de APG (Figura 1C) nao tenha
prevenido essa ROA, os animais tratados com APG nas doses de 3 (Figura 1D) e
9 (Figura 1E) mg/kg apresentaram significante redugdo da ROA quando
comparado com o grupo NT (Figura 1F), demonstrando efeito protetor 6sseo.
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Figura 1: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na reabsorgéo 6ssea alveolar em
camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi induzida pela colocacdo de
ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da inducdo da periodontite e diariamente até
0 momento da eutanasia, foi feita administracéo por gavagem de APG nas doses de 1,3 e 9
mg/kg ou de veiculo (NT) nos animais. Os dados representam a média + EPM da reabsorcéo
Ossea alveolar no 14° dia de experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relagédo ao
NAIVE; ***p<0,05 em relagéo ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni).

Microscopicamente, o grupo NT apresentou aumento significante (p<0,05)
no nivel de insercdo na distal do 1° molar inferior (Figura 2B e D), bem como
aumento da area de furca (Figura 2E), ambos em relacdo ao periodonto de
animais do grupo Naive (Figura 2A). A administracdo de APG 9 mg/kg diminuiu
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significantemente (p<0,05) o nivel de insercao e a area de furca do primeiro molar
inferior (Figura 2C, D e E)
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Figura 2: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na andalise histométrica do osso
alveolar em camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi induzida pela
colocacao de ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da inducdo da periodontite e
diariamente até o0 momento da eutanasia, foi feita administracéo por gavagem de APG 9 mg/kg
ou de veiculo (NT) nos animais. Os dados representam a média + EPM do nivel de insercao na
distal do 1° molar inferior (A) e da area de furca do 1° molar inferior (B), ambos no 14° dia de
experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao NAIVE; ** p<0,05 em relacdo aoa
NT; **p<0,05 em relagéo ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni).

Efeito da APG nos niveis gengivais de IL-1B e IL-17

Os niveis de IL-1B e IL-17 no tecido gengival dos animais NT apresentaram
aumento significativo quando comparados com aqueles encontrados no tecido
gengival de animais Naive (p<0,05) (Figura 3A e B). Por sua vez, embora o

tratamento com APG na dose de 9 mg/kg ndo tenha reduzido os niveis gengivais
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de IL-1 B e IL-17 quando comparados aos do grupo NT, manteve os niveis dessas
citocinas semelhantes ao de animais em que a periodontite ndo foi induzida
(Naive) (Figura 3A e B).

A B

5000+ 801

*
s

4000
= T = 60 T
%, 3000 ?E,, -
R £ 404
& 2000 ~
2 i’

1000 201

T ) c L 1
NAIVE APG9 mglkg NAIVE NT APG9 mg/kg

Figura 3: Efeitos da APG nos niveis de IL-18 (A) e IL-17 (B) no tecido gengival de
camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi induzida pela colocac¢éo de ligadura
no primeiro molar inferior. 30 min antes da indu¢éo da periodontite e diariamente até o momento
da eutanasia, foi feita administracdo por gavagem de APG na dose de 9 mg/kg ou de veiculo (NT)
nos animais. Os dados representam a média + EPM dos niveis de e IL-13 (A) e IL-17 (B) no tecido
gengival de animais, no 14° dia de experimento, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao
NAIVE (ANOVA, Teste de Bonferroni).

Efeito da APG na expressado génica de RANKL e OPG

A expressao génica de RANKL no tecido gengival dos animais NT aumentou
significantemente quando comparados com aquela observada no tecido gengival
de animais Naive (p<0,05) (Figura 4A), enquanto, a administragcdo de APG 9
mg/kg diminuiu significantemente (p<0,05) a expressdo de RANKL (p<0,05)
guando comparada com o grupo NT (Figura 4A).
Em relacdo a expressdo génica de OPG, embora ndo tenha sido observada
diferenca significante quando comparados os grupos NT e Naive (Figura 4B), a
administracao de APG 9 mg/kg promoveu aumento significante na expressao
génica de OPG (p<0,05) quando comparado aos animais do grupo NT e Naive
(Figura 4B).
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Figura 4: Efeitos da APG na expressdo génica do tecido gengival de camundongos
submetidos a periodontite. A periodontite foi induzida pela colocacdo de ligadura no primeiro
molar inferior. 30 min antes da inducéo da periodontite e diariamente até o0 momento da eutanasia,
foi feita administracdo por gavagem de APG na dose de 9 mg/kg ou de veiculo (NT) nos animais.
Os dados representam a média + EPM da expresséo génica de RANKL (A) e OPG (B) no tecido
gengival de animais, no 14° dia de experimento, de 6 animais por grupo *p<0,05 em relacdo ao
NAIVE; **p<0,05; ***p<0,05 em relacdo ao NAIVE e NT (Anova, teste de Bonferroni).

Efeitos sistémicos da APG

Sistemicamente, ndo foram observadas diferencas significantes nos indices
hepaticos e renais dos animais do grupo NT em relacdo ao grupo Naive, o que foi
corroborado pela auséncia de alteracdes nos niveis séricos da FAT e das transaminases
hepaticas (Tabela 1). O tratamento com APG 9 mg/kg também ndo promoveu quaisquer
alterac6es nos indices hepatico, renal ou nas dosagens bioquimicas das enzimas

hepéticas (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do tratamento com apigenina (APG) nos indices hepético e
renal e niveis séricos de fosfatase alcalina total e transaminases hepaticas de
camundongos submetidos a periodontite.

Andalise/Grupos Naive NT APG 9mg/kg
PERIODONTITE

indice Hepatico (g) 0,048 + 19.10* 0,051 + 10.10* 0,050 + 13.10*

indice Renal (g) 0,0081 + 2.10* 0,0086 + 3.10* 0,0083 + 2.10*
FAT (U/) 108,5 + 19,27 82,23 + 20,64 92,30 + 19,49

AST (U/l) 97,17 + 18,39 123,9 + 28,49 151,0 + 31,26

ALT (U/l) 79,58 + 17,72 141,8 + 42,79 94,25 + 25,95
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A periodontite foi induzida pela colocacéo de ligadura no primeiro molar inferior. 30 min antes da indugéo
da periodontite e diariamente até o momento da eutanasia, foi feita administracdo por gavagem de APG
na dose de 9 mg/kg ou de veiculo (TW80) nos animais. Os dados representam a média + EPM dos indices
hepatico e renal e niveis séricos de fosfatase alcalina total, aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT) no 14° dia de experimento (Anova, teste de Bonferroni).

Ao longo de todo o periodo experimental, os animais tiveram suas massas
corpOreas avaliadas. Observou-se que animais Naive apresentaram aumento
progressivo de massa corporea até o 14° dia, enquanto os animais submetidos a
periodontite apresentaram uma perda inicial de peso, seguida por um ganho
progressivo, sem, no entanto, acompanhar a curva dos animais Naive (p>0,05).
Por fim, ndo houve alteracdo de massa corpérea dos animais tratados com APG

em relacdo aos animais NT.

NAIVE
—— NT
APG 1 mg/kg
APG 3mg/kg
APG 9mg/kg

t ¢

Variacdo de massa corpoérea (g)
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101
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Grafico 5: Efeito do tratamento com apigenina (APG) na variagcdo de massa corpérea de
camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi induzida pela colocagéo de ligadura
no primeiro molar inferior. 30 min antes da inducéo da periodontite e diariamente até 0 momento
da eutandsia, foi feita administracdo por gavagem de APG nas doses de 1, 3 e 9 mg/kg ou de
veiculo (NT) nos animais. Os animais tiveram suas massas corporeas aferidas, diariamente, até o
dia 14, quando foram eutanasiados. Os dados representam a média + EPM da variagdo de massa
corpoérea em relacéo a massa inicial, de 6 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo a NT (Two-Way
ANOVA).



38

DISCUSSAO

A fitoterapia, caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas, faz parte da cultura popular ha milhares de anos.
O interesse pelo estudo das plantas medicinais, seus componentes,
mecanismos de acdo e toxicidade tém crescido consideravelmente [40]. Entre
1981 e 2019, foram aprovados 1.881 novos medicamentos, dos quais
aproximadamente 41,2% foram obtidos de fontes naturais [40], pois, os produtos
naturais exercem um papel relevante na cura e tratamento de diversas doencas
[41-43].

A literatura tem demonstrado que certos agentes farmacoldgicos
fitoterdpicos demonstram evidéncia promissora de efetividade no tratamento de
doencas Osseas, como osteoartrose [44], osteoporose [45,46] e como adjuvante
na periodontite [37,47,48]. Nesse contexto, no presente estudo, a administracéao
do flavonoide APG mostrou-se promissora em um modelo de reabsor¢cdo 0ssea
inflamatoria, a periodontite, uma vez que reduziu a reabsorcdo O6ssea alveolar
(ROA) e o nivel de insercdo, bem como, manteve os niveis gengivais de IL-1B e
IL-17 semelhantes aos observados no periodonto de animais em que a doenca
nao foi induzida, associada a diminuicdo da expressado génica de RANKL e ao
aumento da expressao de OPG.

A APG é um flavonoide natural, que devido a sua baixa toxicidade, facil
disponibilidade [3,7], e efeitos anti-inflamatdrios [49,50], vem ganhando interesse
dos pesquisadores como um composto promotor de saude [3,7], o que justifica o
estudo de seus efeitos em condi¢des Osseas inflamatorias, como a periodontite.
Para isso, foi utilizado um modelo de reabsorcéo 6ssea alveolar por ligadura, que
mimetiza as principais caracteristicas da periodontite em humanos. A escolha
desse modelo de estudo partiu de relatos da literatura que demonstram sucesso
na inducéo de intensa ROA na instalacéo de ligadura no primeiro molar inferior de
camundongos pelo periodo de 14 dias [30,31]. O que foi confirmado pelos nossos
resultados, uma vez que apos 14 dias de permanéncia do fio de algoddo no
primeiro molar inferior de camundongos, foi observado no grupo que recebeu

apenas veiculo (NT) um aumento significativo da regido compreendida entre
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juncdo cemento-esmalte e a crista 0ssea, bem como da area de furca, indicando
importante ROA nesses animais.

A reabsorcdo Ossea observada na periodontite esta relacionada ao
processo inflamatoério subjacente a doenca [26], tal como ao aumento de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-1B e a IL-17 [23,24]. No nosso estudo foi constatada
a participacdo dessas citocinas no processo de destruicdo periodontal, visto que
0s animais com periodontite (NT) apresentaram elevacao dos niveis gengivais de
IL-1B e IL-17 em associacdo ao aumento da ROA e do nivel de insercdo. Por sua
vez, a administracdo da APG 9 mg/kg manteve o0s niveis gengivais dessas
citocinas semelhantes aos niveis dos animais em que a periodontite nao foi
induzida, indicando uma tendéncia da APG em impedir o0 aumento do processo
inflamatdrio na periodontite. Relatos prévios da literatura também demonstram o
efeito da APG na reducdo do nivel de IL-1B em ratos com hemorragia
subaracnoidea [51], em macréfagos murinos induzidos por lipopolissacarideo de
membrana [52] e em inflamacdo na pele de ratos [53]. Ainda de acordo com
nossos resultados, estudos mostram a regulacéo negativa da IL-17 em modelo de
asma murina [54,55].

Essas citocinas favorecem o processo de ROA, seja pelo recrutamento de
outras citocinas pro-inflamatorias [56], seja pelo aumento da expressdo de RANKL
e RANK [24] e reducdo da expressao de OPG [24,57], o que favorece a
osteoclastogénese [58,59]. A participacdo do eixo RANK/RANKL/OPG na
periodontite tem sido descrita e envolve o0 aumento de RANKL e RANK e a
diminuicdo de OPG [37,60,61] o que favorece a interacdo entre 0 RANKL e seu
receptor RANK, com consequente ativacdo dos osteoclastos e aumento da
reabsorcéo [62]. No presente estudo, foi observado aumento da expressao génica
de RANKL nos animais NT, enquanto o tratamento com APG 9 mg/kg reduziu a
expressdo de RANKL e aumentou a expressdao de OPG, o que pode ser
decorrente de seus efeitos nos niveis de IL-13 e IL-17, além de justificar o efeito
protetor 6sseo observado pela APG. Tais achados estdo de acordo com estudos
gue descrevem os mesmos efeitos da APG em outras patologias 6sseas, como a
osteoporose, em que a APG atua como modulador do eixo RANK/RANKL/OPG
[45,63], no entanto, ndo existem relatos de estudos que investiguem a atuacéo da

APG na ROA observada na periodontite.
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Por fim, a analise da variacdo de massa corpérea demonstrou que 0s
animais submetidos a periodontite apresentaram perda de peso, esse fato se deve
a realizacao do procedimento de indugéo da periodontite experimental, por conta
da anestesia e da instalacéo do processo inflamatorio local, o que gera dificuldade
desses animais em se alimentarem nos primeiros dias apos a inducdao. Ademais,
a APG demonstrou ser um composto seguro sistemicamente, quando utilizada em
modelo de periodontite experimental, por nao interferir no ganho de massa
corpérea dos animais e ndo ocasionar lesdes hepaticas e renais, assim como a

literatura tem descrito sobre sua baixa toxicidade [3,7].

CONCLUSAO
A APG apresentou um perfil protetor 6sseo, reduzindo a reabsorcdo 0ssea
alveolar, provavelmente devido ao controle da progressao da doenca através da

modulacdo de citocinas osteoclastogénicas, além de ser segura sistemicamente.
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7 CONCLUSAO

A APG reduziu a reabsorcdo Ossea alveolar em camundongos, portanto
representa uma ferramenta biotecnoldgica promissora como op¢ao terapéutica
segura em estudos pré-clinicos de periodontite experimental em camundongos e
pode oferecer uma nova possibilidade de terapia periodontal adjuvante ao

tratamento mecanico padrao da periodontite
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ANEXO A — DECLARAGAO DE APROVAGAO DO PROJETO “AVALIAGAO DA
ATIVIDADE ANTIRREABSORTIVA DA Matricaria recutita E DA APIGENINA
NA PERIODONTITE INDUZIDA POR LIGADURA EM CAMUNDONGOS” PELO
CEUA

Universidade Federal do Ceard — Campus Sobral
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta infitulada: “Avaliacdo da atividade
antirreabsortiva da Matricaria recutita e da apigenina na periodontite induzida por
ligadura em camundongos”, registrada com o n°® 05/19, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Iracema Matos de Melo que envolve a produgdo, manuten¢do ou utilizagdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) Campus Sobral, em reunido de 10/09/2019.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo | 15/09/2019 até 01/07/2021

Espécie/linhagem/raca | Camundongos heterogénico Swiss

N° de animais Camundongos: 189
Peso/Idade Camundongos: 30g/2-3meses
Sexo & (machos)

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 15 de setembro de 2019.
JormfA__—
(

Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar
Coordenadora da Comissio de Ftica no Uso de Animais — CEUA




