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RESUMO

A periodontite ¢ uma doenca caracterizada por inflamagdocronica. Sua principal causa ¢ de
natureza infecciosa, afetando os tecidos que sustentam os dentes. Esta condi¢do pode
desempenhar um papel no desenvolvimento de varias condigdes patoldgicas, uma vez que as
bactérias associadas ao seu desenvolvimento liberam substancias inflamatorias e toxinas, as
quais entram na corrente sanguinea, podendo desencadear inflamagdo sistémica. Produtos
naturais, como a troxerrutina, derivada da rutina, t€ém sido objeto de estudo devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, além de facilitar o reparo 6sse0.O presente
trabalhoobjetivou estudar,pela primeira vez,a acdo de um gel contendo troxerrutina no
tratamento da periodontite experimental, investigando os possiveis mecanismos associados. A
periodontite foi induzida em 48 camundongos, previamente anestesiados, através da
colocacdo de um fio de sutura de algoddao ao redor dos primeiros molares inferiores. Os
animais foram divididos em cinco grupos: grupo controle sem indu¢do da doenca (naive), um
grupo controle com periodontite e que recebeu a aplicacdo local de um gel contendo apenas o
veiculo de dilui¢do (HPMC) e trés grupos que receberam a aplicagdo local do gel contendo
diferentes concentragdes de troxerrutina (0,1%, 0,5% e 1%)apos a colocacdo do fio,1 vez ao
dia durante 11 dias.A eutandsia ocorreu no 11° dia eas mandibulas foram coletadas para as
andlises histopatologicas, contagem de osteoclastos e para os estudos morfométricos da perda
ossea.Realizou-se ainda a dosagem de fosfatase alcalina dssea no sangue coletado no 11° diae
analise de RANKL e OPG por western blotting. Os tecidos gengivais foram dissecados e
imediatamente congeladosaté a realizacdo dos ensaios para a verificagdo das concentragdes de
marcadores de estresse oxidativo (avaliagdo indireta de NO por nitrito/nitrato, glutationa
reduzida -GSH- e malondialdeido -MDA). Os animais tratados com os géis contendo
troxerrutina apresentaram uma diminuicao significativa do infiltrado inflamatério nos tecidos
periodontais concomitante com uma menor contagem de osteoclastos ativosem relagdo ao
grupo HPMC. Esse resultado foi associado a um menor indice de perda oOssea alveolar
corroborando com uma maior expressado de OPG e uma menor expressio de RANKL nos
grupos tratados com troxerrutina (0,5% e 1%) em relacdo ao grupo HPMC. Ainda, observou-
se diferencas estatisticas na dosagem de fosfatase alcalina nos grupos tratados com
troxerrutina (0,5% e 1%) em relacdo ao grupo HPMC. Outros resultados obtidos, através de
dosagem de GSH, MDA e NO,mostram uma maior preservacdo de GSH e uma menor
concentracdo de MDA e NO nos grupos tratados com troxerrutina (05% e 1%)destacando
suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, indicando o potencial terapéutico da
troxerrutina, nas concentragdes testadas, na periodontite experimental.

Palavras-chave: Reabsor¢io Ossea, Periodontite, Flavonoides, Derivados da Hipromelose.



ABSTRATC

Periodontitis is a disease characterized by chronic inflammation. Its main cause is infectious
in nature, affecting the tissues that support the teeth. This condition may play a role in the
development of various pathological conditions, as the bacteria associated with its
development release inflammatory substances and toxins, which enter the bloodstream,
potentially triggering systemic inflammation. Natural products, such as troxerutin derived
from rutin, have been the subject of study due to their antioxidant and anti-inflammatory
properties, as well as their facilitation of bone repair. This study aimed to investigate, for the
first time, the action of a gel containing troxerutin in the treatment of experimental
periodontitis, exploring the possible associated mechanisms. Periodontitis was induced in 48
previously anesthetized mice by placing a cotton suture thread around the first lower molars.
The animals were divided into five groups: a control group without disease induction (naive),
a control group with periodontitis receiving local application of a gel containing only the
dilution vehicle (HPMC), and three groups receiving local application of the gel containing
different concentrations of troxerutin (0.1%, 0.5%, and 1%) after suture placement, once daily
for 11 days. Euthanasia occurred on the 11th day, and the mandibles were collected for
histopathological analyses, osteoclast counting, and morphometric studies of bone loss.
Additionally, bone alkaline phosphatase assay was performed on blood collected on the 11th
day, and RANKL and OPG analysis was conducted by western blotting. Gingival tissues were
dissected and immediately frozen until assays were performed to verify the concentrations of
oxidative stress markers (indirect evaluation of NO by nitrite/nitrate, reduced glutathione -
GSH-, and malondialdehyde -MDA-). Animals treated with troxerutin-containing gels showed
a significant decrease in inflammatory infiltrate in periodontal tissues, accompanied by a
lower count of active osteoclasts compared to the HPMC group. This result was associated
with a lower alveolar bone loss index, corroborating with higher OPG expression and lower
RANKL expression in the troxerutin-treated groups (0.5% and 1%) compared to the HPMC
group. Furthermore, statistical differences were observed in alkaline phosphatase levels in the
troxerutin-treated groups (0.5% and 1%) compared to the HPMC group. Other results
obtained through GSH, MDA, and NO dosage show greater preservation of GSH and lower
concentrations of MDA and NO in the groups treated with troxerutin (0.5% and 1%),
highlighting its anti-inflammatory and antioxidant properties, indicating the therapeutic
potential of troxerutin, at the tested concentrations, in experimental periodontitis.

Keywords: Bone Resorption;Periodontitis;Flavonoids;Hypromellose Derivatives.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fisiologia dssea

O osso ¢ um tecido altamente vascularizado e mineralizado que mantém naturalmente
sua massa, microarquitetura, forma e fun¢do por meio de um processo bem orquestrado
conhecido como remodelagdo 6ssea. Essa complexa atividade exige uma coordenacdo precisa
entre os tipos celulares residentes no osso como os osteoblastos e ostedcitos, que sdo de
origem mesenquimal, e osteoclastos, de origem hematopoiética (TERKAWTI et al., 2022;
ARAUIJO et al.,, 2017).

Os osteoblastos desempenham um papel crucial na sintese de fosfatase alcalina para
alcalinizar o meio e facilitar a deposi¢do de material inorganico (cristais de hidroxiapatita) no
tecido dsseo e também sdo capazes de sintetizar de colageno tipo I.Eles exercem influéncia na
resposta ambiental dos osteoclastos. Esse controle envolve processos como localizagiao
estratégica, liberacdo de produtos para indugdo, estimulagdo e inibi¢do da reabsor¢do 6ssea.O
ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL) ¢ uma proteina expressa na
membrana de osteoblastos, que também estdo presentes em ostedcitos e linfocitos T e B.
Quando ligados ao receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) promove a fusdo de
pré-osteoclastos em osteoclastos maduros (YANG et al., 2022; LOPEZ ROLDAN; GARCIA
GIMENEZ; ALPISTE ILLUECA, 2020). Para equilibrar a formacao dssea excessiva, 0s
osteoblastos tém a capacidade de bloquear a ligagdo entre 0 RANKL e o RANK por meio da
liberagdao de osteoprotegerina (OPG). A OPG atua competindo com o RANK pelo sitio de
ligacdo, impedindo assim sua associagdo com o RANKL e exercendo um efeito
osteoprotetor(RELVAS et al., 2023; TERKAWT et al., 2022; YANG et al., 2021D).

Os ostedcitos representam aproximadamente 90% das células em tecido 6sseo maduro
e desempenham um papel vital na homeostase de fosfato de calcio através da via de
sinalizacdo da vitamina D. Essas células sdo um subconjunto de osteoblastos aprisionados e
incorporados na matriz mineralizada, formam redes lacunar-canaliculares, estabelecendo
comunicacdo através de processos dendriticos, conectando-se entre si, com células da
superficie 0ssea e medula. Essa rede permite nutricdo celular, deteccdo de alteragcdes no
ambiente Osseo e coordenacdo de osteoblastos e osteoclastos em resposta a mudancas
ambientais. A funcdo mecanossensorial destaca seu papel na adaptagdo oOssea a forcas
mecanicas ¢ como principais reguladores da remodelacdo 6ssea (TERKAWI et al., 2022;
KITAURA et al., 2020; HIENZ et al., 2015).

Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsorcdo Ossea, para tanto, possuem uma
grande quantidade de mitocondrias para gerar energia necessaria e produzir ions hidrogénio.
Essas células desempenham papel essencial no remodelamento 6sseo removendo
constantemente osso maduro nas lacunas de reabsor¢do, gerando um gradiente de pH entre a
célula e a superficie 6ssea, favorecendo a ag@o de dissolugdo mineral. A anidrase carbdnica ¢é a
principal fonte citoplasmatica de protons para a acidificacdo da lacuna, hidratando o didxido
de carbono (CO,) em acido carbdnico (H,COj3), ao passo que se ioniza em ions carbonato
(COs™) e ions hidrogénio (H") (HIENZ et al., 2015).Esse mecanismo de reabsorcio ossca,
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como dito anteriormente, ¢ estimulado por RANKL, que ¢é secretado por osteoblasto,
osteocitos e linfocitos. Essa estimulagdo ocorre mediante a agdo de diversas citocinas
inflamatorias, destacando-se interleucinas (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) (UDAGAWA et al., 2021;KITAURA et al., 2020; KLEIN, 2018).

Levando em consideragdo os elementos fisiologicos da remodelagdo 6ssea,a relagdo
RANKL/OPG tem sido relacionada a quantidade e gravidade da reabsor¢do Ossea
periodontite. Geralmente esses pacientes apresentam niveis mais elevados de RANKL quando
comparados a média de individuossaudaveis. Além do aumento de RANKL, as
concentracdoesde IL-1p também se apresentam significativamente maior (RELVAS et al.,
2023; TSUKASAKI, 2021).

1.2 Periodontite

A periodontite € uma condigdo patologica que afeta o periodonto, na qual inclui tecido
gengival, osso alveolar, cemento e ligamento periodontal. A gengivite ¢ a forma mais branda
de periodontite e caracteriza-se pela inflamagao da gengiva, sendo esse estagio reversivel com
a melhora da higiene bucal.A periodontite ocorre quando ha uma progressdo além da
gengivite para um estado dedoenga inflamatoria cronica, destrutiva e irreversivel.
Frequentemente, ela progride de maneira silenciosa, sem apresentar sinais clinicos 6bvios,
como dor ou sangramento (YANG et al., 2021a; STEFFENS et al., 2018; CATON et al., 2018;
KINANE et al., 2017).Sua etiologia ¢ principalmente infecciosa, ocasionada pelo aciimulo
duradouro de um biofilme dental, formado por comunidades de microrganismos altamente
organizadas embebidos em matriz orginica acelular, que se desenvolve aderido ao
dente(FOROUZANFAR et al., 2020).

Essa doenga ndo apenas afeta localmente os tecidos orais, resultando em perda
dentaria, mas também pode ter ramifica¢des sistémicas, sendo sua prevengdo e tratamento
adequados essenciais para manter a satde bucal e possivelmente reduzir o risco de
complicagdes associadas em outros sistemas do corpo. Esta associada epidemiologicamente a
varios disturbios crénicos, como doenga cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2, artrite
reumatoide, doen¢a inflamatoria intestinal, doenca de Alzheimer, esteatose hepatica ndo
alcodlica e certos tipos de cancer (IWASHITA et al., 2023; BORSA et al., 2021;
HAJISHENGALLIS et al., 2021).

A periodontite € inicialmente desencadeada pela presenca de lipopolissacarideos (LPS)
provenientes de bactérias patogénicas.O reconhecimento desses patogenos pelo hospedeiro ¢
mediado pelos receptores tipo Toll (Toll-Like), moléculas de superficieexpressasem diversas
células, como células epiteliais orais e células endoteliais. A ativacdo desses receptores nas
células endoteliais induz a expressdo de moléculas como a selectina, promovendo a migracao
transendotelial de leucdcitos. Esses leucocitos sdo atraidos pelo gradiente de citocinas gerado
pelas células do epitélio juncional (ATEEQ et al., 2022; VO et al., 2020; ALQALLAF et al.,
2018).

Essa resposta fisiologica de defesa contra patdgenos, inicialmente caracterizada como
uma inflamag¢@o aguda, pode persistir na auséncia de resolugdo devido a desafios bacterianos
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persistentes (auséncia de tratamento) e/ou comprometimento do sistema imunoldgico. Nesse
cenario, a ativagao continua dos componentes celulares ¢ humorais do hospedeiro resulta em
respostas inflamatdrias cronicas, desencadeando a liberacdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatorias, proteases e prostanoides (VO et al., 2020).

A contribuicdo das citocinas na periodontite estd bem documentada na literatura por
MARTINS e colaboradores, 2016. Essas substancias, especialmente o TNF-a, IL-6 e IL-1§,
tém o potencial de intensificar a resposta inflamatoria, causando destruicdo tecidual e perda
Ossea. Isso ocorre devido a facilitacdo da osteoclastogénese e a ativacdo osteoclastica,
mediante o aumento da expressdo de RANK e RANKL e a diminui¢do da expressdo de OPG.
Ademais, observou-se que essas citocinas inflamatdrias induzem a transcri¢do do gene da
enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), resultando na produg¢do de o6xido
nitrico(TERKAWI et al., 2022; DE SOUZA CARVALHO et al., 2021).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ um radical livre, altamente reativo que apresenta importantes
fungdes nos sistemas cardiovascular, neurolégico e imune. E sintetizado por células
endoteliais e algumas células de defesa a partir do aminoédcido L-arginina e do oxigénio
molecular. Essa reagdo ¢ catalisada pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS). Trés isoformas
de NOS foram identificadas, sendo duas delas constitutivamente expressas no organismo e,
por essa razdo, referidas como NOS constitutivas. As atividades dessas enzimassio
dependentes da atividade citossolica de calcio que aumenta em decorréncia de varios
estimulos fisiologicos, liberando NO em concentracdes picomolares (VO et al., 2020; WANG;
HUANG; HE, 2019).

A 6xido nitrico sintase induzida(iNOS), por sua vez, ¢ regulada a nivel transcricional,
em resposta a infecgdo, inflamacgdo ou trauma (VO et al., 2020; WANG; HUANG; HE, 2019).
A ativagdo da iNOS independe da concentragdo de calcio e resulta na liberagdo de
concentracdes nanomolares de NO por periodos mais longos. O NO em altas concentragdes
atua como uma molécula citotoxica contra patdogenos além de apresentar efeitovasodilatador,
provocando uma maior permeabilidade vascular, de forma a facilitar a diapedese dos
leucdcitos para o local da afecgdo no tecido. Por outro lado, essa liberagdo de NO tem outras
consequéncias bioldgicas, incluindo a lesdo tecidual caracteristica da periodontite (KUKA et
al., 2019; WANG; HUANG; HE, 2019).

A liberagdo de grandes quantidades de NOtem sido associada a fisiopatologia da
periodontite (TEIXEIRA et al., 2017; LEITAO et al., 2005; LEITAO et al., 2004). O NO
reage com radicais livres derivados do oxigénio, como o anion superdxido, formando
moléculas altamente reativas, como o anion peroxinitrito ¢ o radical hidroxila. A producdo
dessas espécies pode contribuir para danos nos tecidos, induzindo a uma peroxidagdo
lipidica.A determinagdo laboratorial do NO ¢ complexa uma vez que ¢ facilmente oxidado em
nitrito (NO;") e nitrato (NO3") (KUKA et al., 2019; WANG; HUANG; HE, 2019). Por esse
motivo, a dosagem plasmatica, urinaria ou tecidual de NO pode ser feita indiretamente através
da concentragdo de nitrito e nitrato.

As condicdes bucais representam um foco significativo de preocupagdo na satde
publica mundial, com destaque para a periodontite que aumentou o nimero de casos ¢
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prospecta avancar ainda mais nos proximos anos. No contexto brasileiro, a situagdo ndo ¢
diferente. Quando comparamos dados epidemiologicos da literatura, a periodontite superou a
carie e emergiu nas ultimas décadas como uma das principais causas de perda dentdria em
adultos, com impactos negativos significativos na qualidade de vida dessas pessoas (NAZIR
et al., 2020; IBGE, 2019a; IBGE, 2019b; DESOUZA et al., 2010). Essa situagdo ressalta uma
lacuna preocupante no Sistema Unico de Satide (SUS) que carece de uma estrutura adequada
para suprir essa crescente demanda por cuidados com a saude bucal. Diante desse panorama,
torna-se ainda mais relevante a realizacdo de estudos voltados para terapias que visem
prevenir e tratar essa doenga(WU et al., 2021; CHEN et al., 2020).

1.3 Tratamento para a periodontite

Em geral, o tratamento para a periodontite concentra-se na raspagem mecanica do
biofilme dental, visando minimizar os efeitos dos produtos nocivos produzidos pelos
microrganismos presentes no biofilme. Estes produtos incluem enzimas que destroem a matriz
extracelular, colageno e membrana celular (BAEZA et al., 2020; LLAVANERAS et al., 2001).

O tratamento mecanico para a periodontite, no entanto, ¢ limitado devido a rapida
formagdo do biofilme. Além disso, caracteristicas anatdmicas como a presenca de pérolas de
esmalte, concavidades, ranhuras e depressdes nas raizes, assim como lesoes de furca e bolsas
periodontais profundas, complicam o manuseio da instrumentagdo periodontal, dificultando a
adequada limpeza da 4rea. Nesse contexto, agentes antibacterianos sist€émicos sdo
considerados como complemento aos métodos de debridamento mecéanico. Contudo, o uso de
antibidticos acarreta algumas limitagdes que podem comprometer a eficidcia do tratamento.
Entre essas limitacOes, destacam-se a resisténcia antimicrobiana, a ocorréncia de efeitos
colaterais e as restrigdes na capacidade de penetragdo do antibiotico no biofilme bacteriano
(MAHULI et al., 2020; AKRAM et al., 2017).

Outra abordagem no tratamento da periodontite ¢ a terapia fotodindmica, a qual requer
o uso de drogas fotossensiveis e uma luz apropriada para induzir efeitos citotoxicos
resultando na eliminagdo do patogeno. Essa modalidade terapéutica direciona o tratamento
especificamente ao local da afec¢do, visando reduzir os efeitos sistémicos associados ao uso
de medicamentos, por vezes, empregados no tratamento da periodontite. No entanto, €
importante salientar que essa técnica ndo se sobrepde a terapia convencional de raspagem e
alisamento radicular, uma vez que a descontaminagdo isolada ndo ¢ suficiente para abordar
integralmente a condigdo patologica(PARK et al., 2020)além da necessidade de deslocamento
para comparecer as diversas sessoes do tratamento no consultorio odontolégico.

Nesse cenario, a comunidade cientifica tem investigado a exploracdo de produtos
naturais como uma opg¢do terapéutica complementar ou alternativa para infecgdes. Estudos
evidenciam propriedades anti-inflamatérias em diversos compostos derivados de plantas,
apontando um potencial significativo para auxiliar no tratamento de condicdes inflamatorias,
como a periodontite. Esses anti-inflamatorios e antioxidantes de origem vegetal oferecem uma
série de vantagens. Destacam-se pela reduzida incidéncia de efeitos colaterais em comparagao
com medicamentos sintéticos. Muitos desses agentes podem ser adquiridos a partir de fontes
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alimentares ou na forma de suplementos. Além disso, o custo pode ser consideravelmente
reduzido, principalmente em um pais como o Brasil, com uma rica biodiversidade. Essa
disponibilidade facilitada pode representar uma alternativa mais acessivel em termos de custo
quando comparada aos medicamentos sintéticos (YANG et al., 2021a; CASTRO et al., 2019).

1.4 Produtos naturais no tratamento da periodontite

Viarios estudosapontam para os efeitos promissores dos antioxidantes e anti-
inflamatoriosextraidos da natureza na prevengao e tratamento de diversas doencas, incluindo
cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes, artrite reumatoide, disturbios gastrointestinais
(NDIAMAKA et al., 2019) eperiodontite (LOPEZ-VALVERDE et al., 2021; LALEMAN et
al., 2020; KAUR et al., 2016; VARELA-LOPEZ et al., 2015).

A prevencdo da perda Ossea inflamatoria, evidenciada na periodontite, vem sendo
explorada por meio da aplicacdo local de derivados naturais em forma de géis ou
administrados por via oral. Alguns exemplos documentados na literatura incluem o uso de
curcumina (FOROUZANFAR et al., 2020; BHATIA et al., 2014), quercetina (TASKAN;
GEVREK, 2020; NIU et al., 2020), cumarina (HE et al., 2022) e rutina (IOVA et al., 2021).

A troxerrutina ¢ um derivado tri-hidroxietilado da rutina, sua sintese ocorre pela
etoxilagdo de trés hidroxilas da rutina, nas posi¢des 3°, 4’ ¢ 7 (FRIGHETTO et al., 1995).
Essa modificacdo em sua estrutura quimica proporciona maior solubilidade em agua em
comparagdo com sua precursora, facilitando sua aplicagdo terapéutica em formas
farmacéuticas como os hidrogéis. Além disso, essa modificacdo possibilita uma melhor
absorcdo pelo sistema digestivo (DE MIRANDA et al., 2020; MALINSKA et al., 2019; XIN
et al., 2018; SAMPATH et al., 2014).

A troxerrutina também ¢é conhecida como vitamina P4, podendo ser encontrada no
café,maca, frutas citricas, amora, azeitonas e em graos de cereais,como o trigo (YANG et al.,
2021b; CAVALCANTI et al., 2020; MALINSKA et al., 2019, AZIZ et al., 2015). Além desses
alimentos, pode ser extraida com maior abundincia deplantas como a
Styphnolobiumjaponicum, Sophora japonica ou Acacia-do-Japdo, como ¢ popularmente
conhecida (FAHMIDEH et al., 2022), e também na Dimorphandragardneriana, conhecida
popularmente como fava d’anta (DE MIRANDA et al., 2020; NAJAFI et al., 2018).

Suas propriedades farmacéuticas exibem efeitos benéficos na viscosidade sanguinea e
na agregacdo plaquetaria, sendo amplamente utilizada no tratamento de varicosidades,
hemorroidas, fragilidade capilar e insuficiéncia venosa crénica (XING et al., 2020; XIN et al.,
2018). Seu perfil de seguranga é bastante positivo e toleravel, mesmo em doses elevadas, ja
que ¢ encontrada em certos alimentos consumidos por humanos (MALINSKA et al.,
2019).Além disso, estudos na literatura apontam que a troxerrutina exibe atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, de citoprotecdo e regeneracdo tecidual, adicionalmente,
demonstra capacidade para aprimorar o metabolismo lipidico e aumentar a sensibilidade a
insulina (AHMADI et al., 2021;MALINSKA et al., 2019; SAMPATH et al., 2014; CELIK et
al., 2010).
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O emprego de biomateriais no tratamento de processos inflamatdrios, principalmente
aqueles relacionados a perda dssea, ¢ essencial, considerando a complexidade da regeneracao
do tecido dsseo, que demanda periodos mais prolongados. A hipromelose (HPMC) - um
polimero derivado da celuloseque contém unidades repetitivas de hidroxipropilmetilcelulose-
¢ amplamente empregada em formulacdes farmacéuticas para fins biomédicos, atuando como
um agente gelificante na produgdo de hidrogéis, destacando sua relevancia e versatilidade
nessa area. Um aspecto crucial na utilizagdo do HPMC ¢ sua capacidade de liberacgdo lenta de
farmacos (SCHASCHKOW et al., 2020; KALEPU; NEKKANTI, 2015), podendo resultar em
melhores resultados terapéuticos.

O HPMC ¢ hidrofilico, viscoelastico, inerte, biocompativel,bioabsorvivel e possui
propriedades mecanicas adaptadas a uma aplicagdo com seringa (HOARE et al., 2010).
Também possui uma caracteristica de mucoadesividade(HANIF et al.,, 2022), muito
importante quando visada para o tratamento de periodontite com aplicacdo local do
ativo.Além disso, ja se tem na literatura cientifica o uso desse polimero em formulagoes
farmacéuticas direcionadas ao reparo de tecido 6sseo (ZEESHAN et al., 2018).

2. JUSTIFICATIVA

Dentro do contexto da periodontite, ¢ crucial ponderar o expressivo envelhecimento da
populagdo brasileira, conforme indicado pelo Gltimo censo, o que potencialmente aumenta as
incidéncias de doencas oOsseas além dos impactos sobre a satde bucal do individuo.Investir
em pesquisas nesta area nao apenas proporciona o conhecimento necessario, mas também
contribui significativamente para promover a saide e o bem-estar dessa parcela crescente da
populacdo. Esses esforcos tém o potencial de gerar impactos positivos no sistema nacional de
saude, com a possibilidade de transferéncia de conhecimento cientifico da universidade para
as empresas.

Considerando que a periodontite impacta a homeostase Ossea ¢ os efeitos anti-
inflamatoriosda troxerrutina, este estudo investiga de forma inédita o potencial terapéutico de
um hidrogel da troxerrutina aplicado localmente na perda 6ssea associada a inflamagdo na
periodontite. A aplicagdo local do principio ativo aumenta potencialmente a eficacia do
tratamento e reduz os possiveis efeitos colaterais sistémicos, facilitando a transi¢do para
futuros ensaios clinicos. O presente trabalho apresenta, portanto, um potencial promissor para
aplicagdo clinica futura, devido a abordagem terapéutica inovadora.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar localmente umhidrogel de HPMC contendo troxerrutina para avaliacdo
de efeito anti-inflamatorio, antioxidante e osteoprotetor no tratamento de periodontite
experimental.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 Produzir um hidrogelpara promover a liberacao da troxerrutina no local da inducao da
periodontite experimental;

3.2.2 Avaliar se a aplicacdo local da troxerrutina é capaz de reduzira reabsorcdo Ossea
inflamatoriagerada pelaperiodontite experimental;

3.2.3Investigar os efeitos da aplicagdo local da troxerrutina nas dosagens séricas de fosfatase
alcalina 6ssea;

3.2.4Avaliar o potencial anti-inflamatério e antioxidante da troxerrutina frente a periodontite
experimental;

3.2.5Analisar os efeitos da aplicagdo local da troxerrutina nos marcadores do metabolismo
6sseorelacionados ao sistema RANKL/OPG.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1Metodologia relacionado ao objetivo especifico 3.2.1:Produzir um hidrogel para
promover a libera¢do da troxerrutina no local da indugdo da periodontite.

4.1.1 Componentes do hidrogel

e A troxerrutina utilizada foi obtida da empresa Xi’naQuanao Biotech Co. Lta. (Xi’'na,
China) e apresenta massa molar de 742,6752 g/mol™.

e O HPMC foi adquirido da Sigma-Aldrich (massa molar de 1261,4 g/mol”, n° CAS 9004-
65-3).

e A agua destilada foi obtida por um Destilador de Agua Tipo Pilsen Modelo 106.

4.1.2 Preparo do hidrogel
O preparo dos hidrogéis seguiu conforme MARTINS et al., 2016. Os constituintes
pesados foram de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 — Formulac¢ao dos hidrogéis.
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Hidrogel Troxerrutina HPMC (g) H204 q.s.p
(2 (2)

HPMC - 0,0225 1,4775

T 0,1% 0,0015 0,0225 1,4760

T 0,5% 0,0075 0,0225 1,4700

T 1% 0,0150 0,0225 1,4625

Fonte: Autor.

Primeiramente, a troxerrutina (0,1, 0,5 ou 1% m/m), foi pesada separadamente em
vidro de reldgio para laboratdrio. Apos isso, um recipientes de vidro (10 mL) foi pesado ea
balanca foi tarada logo em seguida,nele foi colocado o HPMC em concentracdo de 1,5% em
relagdo a massa final (1,5g). A troxerrutina previamente pesada foi introduzida no recipiente,
onde se atentou para ndo tarar a balangca novamente.Por fim, a 4gua destilada foi adicionada
no processo de pesagem para completar a massa escolhida do sistema final.

Apos esse processo de pesagem, os sistemas foram levados para agitacdo (entre 3 a 6
minutos em poténcia de leve a moderada). Por fim, os hidrogéis foram conservados sob
refrigeracdo (2 a 8°C por pelo menos 24 horas), sendo essa fase crucial para a melhor
solubilizacdo dos constituintes.

Devido ao ineditismo deste estudo, a selecdo destas concentragdes foi pautada na
analise das dosagens empregadas em pesquisas da literatura cientifica envolvendo o uso de
outrosflavonoides em gel, administrados localmente para tratamento de periodontite ou reparo
tecidual, como a quitosana a 1% (BHATIA et al., 2014;AKINCIBAY; SENEL; YETKIN AY,
2007) e rutina a 0,5% e 1% (GAGLIARDI et al., 2024).

4.2Metodologia associada ao objetivo especifico 3.2.2:4valiar se a aplicacdo local da
troxerrutina é capaz de reduzir a reabsor¢do ossea inflamatorvia gerada pela periodontite
experimental.

4.2.1 Aspectos Eticos:

Os protocolos experimentais utilizando os animais seguiram as diretrizes ARRIVE
(DU SERT et al., 2020). Os ensaios foram iniciados somente apos a aprovacdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC, sob o registro n® 3806290622, aprovado em
16/09/2022 (ANEXO ).

48 camundongos swiss,machos, com 5 a 8 semanas de idade e peso de 20 a 25g, foram
obtidos do Biotério Setorial Prof. Eduardo Torres do campus Porangabussu da UFC. Os
camundongos foram alojados em gaiolas de polipropileno revestidas com serragem de
madeira. Ao longo dos experimentos, os animais foram mantidos em condi¢des ambientais
controladas (temperatura: 22°C £ 2°C, com exaustdo de ar, ¢ um ciclo de luz de 12 horas/12
horas de escuro), com acesso irrestrito a agua e ragdo padrio ad libitum.
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O tratamento com aplicagdo do hidrogel se deu no dia 0 (imediatamente apos a
colocagdo do fio de sutura ao redor dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, ainda
com o0s animais anestesiados) com uma seringa de insulina acoplada a um bico de plastico,
muito utilizado em seringas de clareamento dental. O tratamento seguiu, por mais 10 dias
(totalizando 11 dias, dia 0 ao dia 10) no mesmo horario (14:00h), sem necessidade de
anestesia.

A eutanasia dos animais foi conduzida por meio de hipovolemia (exsanguinacio),
realizada sob anestesia com xilazina (10 mg/ml) e quetamina (100 mg/ml) no 11° dia. A
escolha desse intervalo se deu por coincidir com o pico da perda 6ssea (DE LIMA et al.,
2000).

Apos a eutanasia, foram coletados os materiais bioldgicos (sangue, tecido gengival e
mandibulas) que foram processados e, posteriormente, analisados. As mandibulas foram
cortadas em duas hemiarcadas e divididas paras os testes.

A Figura 1 resume o protocolo experimental enquanto o fluxograma subsequente
ilustra o destino e quantidade dehemiarcadas utilizadas para cada teste.
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Figura 1 — Esquema do protocolo experimental. No dia 0 foi realizada uma anestesia com a combinagdo de
xilazina e quetamina via intraperitoneal (IP). Ap6s os animais anestesiados, a colocagdode um fio de sutura foi
realizada no 1° molar direito e esquerdo da mandibula no animal. No dia da indugéo e durante 11 dias o gel foi
aplicado localmente (0,02mL em cada dente; 1x ao dia; as 14:00h) com o auxilio de uma seringa com bico de
plastico. Passados os 11 dias, os animais foram anestesiados novamente com a mesma combinagdo de
anestésicos e em seguida encaminhados para eutanasia por exsanguinagdo via plexo orbital. O sangue foi
coletado por um capilar de vidro e armazenados em tudo de analises clinicas sem anticoagulante (tampa
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vermelha). Apos a coagulagdo sanguinea, o sangue foi centrifugado a 1500rpm para a obteng@o do soro. O soro
obtido foi encaminhado para dosagem bioquimica. As mandibulas foram cortadas ao meio para obtengdo de duas
hemiarcadas de cada animal. Parte das hemiarcadas foram encaminhadas para os testes histologicos (com
descalcificagdo em EDTA). Outra parte foi realizada a dissecac@o para a coleta de tecido gengival (preparacdo
dos homogenatos),analise macroscopica, analise proteica, e dosagens bioquimicas.

48 animais

_ . n=40 / 10 por grupo (HPMC,
PR T0,1%, T0,5% e 1%)
16 hemiarcadas 20 hemiarcadas por grupo
n=8 hemiarcadas n=8 hemiarcadas 10 hemiarcadas 10 hemiarcadas
esquerda direita esquerda direita
+2 4
n=6 Histologia n=10 hemiarcadas n=6 Histologia n=14 hemiarcadas

n=5PCR n=5 Blotting = n=7Blotting

4.2.2 Induciio da Periodontite Experimental

Para inducdo da periodontite, foi seguido o modelo induzido por ligadura, com
adaptacoes (AUNG et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). Um fio de sutura de algodao (4.0)
foi posicionado em torno do 1° molar inferior esquerdo e direito de um camundongo
previamente anestesiado com Ketamina (100mg/ml; i.p.) e Xilazina (10mg/ml; i.p.). Posterior
a passagem do fio de algodao, foi realizado um no cirargico de forma que o no ficasse voltado
para a face vestibular da cavidade oral. O fio de algoddo facilita o acumulo de
microrganismos no local, promovendo a formacdo de biofilme e, consequentemente,
desencadeando uma resposta inflamatdria que resulta na destruicdo dos tecidos periodontais
(GRAVES et al. 2008, ABE e HAJISHENGALLIS, 2013).

4.2.3 Grupos experimentais
Os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos:

e Grupo controle negativo (n=8), formado por animais ndo submetidos a colocacdo do
fio de sutura e sem administra¢ao de ativos (Naive);

e Grupo controle positivo (n=10), formado por animais submetidos & periodontite
experimental e que receberam a aplicacdo local de um gel contendo apenas os
excipientes da formulacdo (HPMC);
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e QGrupos experimentais (n=30; n=10 por subgrupo), formados por animais submetidos a
periodontite experimental e que receberam a aplicacdo local de um gel contendo
troxerrutina nas concentracdes de 0,1 (T0,1%), 0,5 (T0,5%) ou 1% (T1%).

4.2.4Calculo do indice de Perda Ossea

Ap6s 11 dias da indugdo da periodontite, os animais foram eutanasiados e suas hemi-
arcadas removidas e fixadas no formol tamponado a 10%, durante 24 horas. Em seguida,
foram dissecadas e coradas com azul de metileno a 1%, a fim de distinguir o tecido 6sseo dos
dentes, os quais se coram em menor intensidade.

Para a quantifica¢do da reabsor¢do 6ssea alveolar, as mandibulas foram posicionadas
em cera ortodontica para registro fotografico em camera digital sob lupa estereoscopica (n=>5
para grupo naive e n=7 para os demais grupos — HPMC e troxerrutina 0,1, 0,5 e 1%). Apds
seu posicionamento, a lupa permaneceu com o foco inalterado para todas as amostras.
Anterior as imagens das hemi-arcadas, uma foto de uma régua com o mesmo foco das
amostras foi registrada para auxiliar na demarcacdo de 1mm como base. As imagens digitais
foram, entdo, avaliadas no software ImageJ® para se calcular a area correspondente a perda
Ossea alveolar. Essa area foi calculada inicialmente em pixels e posteriormente convertidos
em mm’.

4.2.5Analise histopatolégica

As andlises histopatologicas (n=6) foram realizadas em cortes seriados das
mandibulas. As mandibulas foram dissecadas e fixadas em formol tamponado a 10% durante
24 horas, sendo, posteriormente, submetidas a desmineralizagdo com EDTA a 10% por
aproximadamente 60 dias. As pegas foram, entdo, incluidas em parafina para a realizacdo de
cortes longitudinais seriados de Sum em micrétomo apropriado. As laminas obtidas foram
coradas com método hematoxilina e eosina (HE).

Para a andlise histologica, a regido entre o 1° ¢ 2° molar, correspondente ao periodonto
de protegdo e do periodonto de sustentacdo foi considerada, sendo avaliados os aspectos
inflamatorios como presenca/intensidade de infiltrado celular, além do estado de preservagdo
do processo alveolar, do cemento e dentina, atribuindo-se escores que variaram de 0 a 3, de
acordo com a intensidade dos achados(LEITAO et al., 2005; DE LIMA et al., 2000), listados
logo abaixo:

Escore 0:/nfiltrado celular ausente ou leve (infiltracdo celular inflamatoria é limitada
e restrita a regido gengival marginal) e processo alveolar e cemento preservados.

Escore 1: Infiltrado celular moderado (infiltragdo celular inflamatoria presente em
toda a gengiva inserida), processo alveolar com leve reabsor¢do e cemento intacto.

Escore 2: Infiltrado celular pronunciado (infiltra¢do de células inflamatorias presente
na gengiva e ligamento periodontal), processo alveolar com degrada¢do moderada e
destrui¢do parcial do cemento.
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Escore 3: Infiltrado celular acentuado, processo alveolar com reabsor¢do completa e
destrui¢do grave do cemento.

A analise histopatologica foi conduzida por dois avaliadores experientes, seguindo um
procedimento cego.Nos casosde discordincia dos achados entre os avaliares, um terceiro
avaliadorfoidesignado para fornecer uma avaliacdo adicional e dirimir quaisquer divergéncias.
Os resultados foram apresentados na forma de mediana (minimo-maximo).

4.3Metodologia associada ao objetivo especifico 3.2.3:/nvestigar os efeitos da aplicagdo
local da troxerrutina nas dosagens séricas de fosfatase alcalina dssea.

4.3.1 Fosfatase alcalina 6ssea (FAQ)

Para investigar a atividade desta enzima, amostras de sangue foram coletadas do plexo
orbital de todos os camundongos com o auxilio de um capilar de vidro. O sangue foi coletado
em tubo de analises clinicas tampa vermelha (sem anticoagulante). Esperou-se sangue
coagular por aproximadamente 15min e logo em seguida foi centrifugado (1500rpm por
15min) e o sobrenadante armazenado a -80°C até a analise bioquimica, obtendo-se, portanto,
o soro. Uma aliquota das amostras de soro foi utilizada para a dosagem de fosfatase alcalina
total, utilizando-se Kit especifico para fosfatase alcalina, cuja metodologia seguiu a orientacdo
do laboratorio fabricante (LABTEST®). Posteriormente, novas aliquotas, das mesmas
amostras do material, foram aquecidas a 56°C por 10min, em seguida dosou-se novamente as
concentracoes enzimaticas da amostra.

O método estd fundamentado na labilidade dessa fracdo frente ao calor que por sua
vez, foi determinada indiretamente subtraindo-se a atividade obtida de fosfatase alcalina
termoestavel da fosfatase alcalina total (LINDER et al., 2013; MOSS; WHITBY, 1975). Os
resultados foram expressos em unidade de enzima por litro de soro (U/L) de acordo com o
fabricante.

4.4 Metodologia associada ao objetivo especifico3.2.4: Avaliar o potencial anti-
inflamatorio e antioxidante da troxerrutina frente a periodontite experimental.

Para a avaliacdo do potencial anti-inflamatdrio e antioxidante do gel de troxerrutina,
foi avaliado a quantificagdo de 6xido nitrico, glutationa reduzida e malondialdeido do tecido
gengival dissecado das hemiarcadas destinadas ao teste de blotting ¢ morfometria.

4.4.1 Oxido Nitrico (NO)

Para a quantificacdo indireta de NO por nitrito/nitrato, seguiu-se a metodologia
conforme descrito por GREEN e colaboradores, 1982, adaptado. 50 uL do reagente de Griess
(1% de sulfanilamida (p/v)) e 0,1% de NEED (p/v) em uma propor¢ao de 1:1 foram
adicionados a 50 pL. do sobrenadante do homogeneizado em placas de 96 pogos. Em seguida,
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a mistura foi incubada a 37 °C por 15 minutos. Posteriormente, a absorbancia das amostras foi
lida em 540 nm e os resultados foram expressos em pmol L.

4.4.2 Glutationa Reduzida - GSH

Para o GSH, os tecidos gengivais foram pesados e homogeneizados em solugdo de
acido etilenodiaminotetracético gelado (EDTA, 0,02 M; pH 8,9), em uma propor¢do de 10%,
com o auxilio do homogeneizador de tecidos. 40 pL dos homogenatos foram misturados com
50 pL de 4gua destilada, mais 10 pL de acido tricloroacético (TCA, 50%), e centrifugados a
5000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi pipetado em uma placa de 96
pogos com tampao Trizma (0,4 M), além de EDTA (0,02 M, pH 8,9) e DTNB (0,01 M). A
absorbancia foi mensurada em um leitor de microplaca, dentro de 5 minutos apds a adi¢do de
DTNB, em um comprimento de onda de 412nm. Os valores de absorbancia foram
interpolados na curva padrio de glutationa, e os resultados foram expressos como
microgramas de GSH por grama de tecido (ug/g).

4.4.3Malondialdeido - MDA

Para o MDA, os tecidos foram pesados e homogeneizados em tampao fosfato de sodio
gelado (0,1 M, pH = 7,0), com homogeneizador de tecido na propor¢do de 10%. Em seguida,
o homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 5 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 100 pL
do sobrenadante foram misturadas com acido acético 20% e acido 2-tiobarbitarico 0,5%
(diluido em &cido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria
com temperatura de 95°C, onde permaneceu por 1 hora; a amostra foi homogeneizada a cada
15 minutos e, sequencialmente, para o banho de gelo, onde permaneceu 30 minutos. Em
seguida, recebeu dodecil sulfato de sodio (SDS, 8,1%) e foi imediatamente centrifugada a
12.000 rpm, durante 15 minutos, a 25 °C. A leitura da amostra foi realizada em leitor de
microplaca de 96 pogos com comprimento de onda em 532nm. A curva padrdo foi obtida
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao. Os resultados foram expressos em nanomol
de MDA por miligrama de tecido (nmol/mg).

4.5 Metodologia associada ao objetivo especifico3.2.5: Analisar os efeitos da aplicagdo

local da troxerrutina nos marcadores do metabolismo 0Osseo relacionados ao sistema
RANKL/OPG.

4.5.1 RANKL/ OPG

Western blots foram realizados a partir das hemi-arcadas(n=5 para grupo naive e n=7
para os demais grupos — HPMC e troxerrutina 0,1, 0,5 e 1%), para andlise da expressdo de
RANKL e OPG. Para tal, decorrido os 11 dias de experimento, os animais foram sacrificados
e as hemi-arcadas, retiradas, imediatamente congeladas e armazenadas em freezer (-80°C). Os
espécimes retiradospara as analises foram submersos em nitrogénio liquido e macerados em
gral com pistilo, apds a maceragdo o material foi acondicionado em micro tubos (eppendorf
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2mL) contendo tampao de lise e triturados novamente com um homogeneizador de tecidos
para obtengdo dos homogenatos. Os mesmos foram transferidos para tubos de ensaio com
inibidores de protease e centrifugados a 14.000 rpm. O sobrenadante foi quantificado para
proteina usando kit de ensaio BCA (Thermo Fisher Scientific), a fim de se padronizar a
quantidade de proteina a ser colocada nos pocos (50 pg). As amostras foram colocadas para
corrida de eletroforeseem gel de desnaturagdo de poliacrilamida 10% (Sistema mini-gel, da
Biorad, Hercules). Apos, as proteinas corridasno gel foram transferidas para membranas de
nitrocelulose previamente bloqueadas com tampdo de bloqueio da Biorad.As membranas
foram, entdo, incubadas com anticorpo primario de ratoanti-RANKL,anti-OPG (1:500;
CellSignaling Technology, Estados Unidos;overnight em temperatura ambiente) e depois
lavadas por trés vezes, 5min cada, num tampdo de lavagem para, em seguida, serem
incubadas com um anticorpo secundario anti-rabit por 90min e lavadas novamente como
descrito acima. Cada membrana, entdo, foibanhada com kit Clarity WesternBiorad e
imediatamente escaneadas em fotodocumentadorChemiDoc MP Biorad. Para a realizagdo da
analise densitométrica das bandas utilizou-se o programa ImageJ. O mesmo procedimento foi
realizado utilizando anticorpo primdrio antif-actina.Os resultados foram expressos pela
relacdo deRANKIL/B-actina e OPG/B-actina.

4.6 Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo da
média, exceto os escores histopatologicos que estdo expressos pela mediana, com variagdo de
menor e maior valor. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk
como pré-teste. Apos a verificagdo da normalidade, os dados paramétricos foram analisados
pelo teste estatistico ANOVA seguido deTukey como post hoc teste.Os dados ndo
paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.O nivel de
significancia para todos os casos foi dep<0,05. O software utilizado foi o GraphPad
Prism®versdo 8.0.

5. RESULTADOS

5.1 Quantificacido da perda 6ssea

A avaliacdo morfologica das mandibulasrevelou que a periodontite resultou em
significativa reabsor¢do Ossea nos animais do grupo controle positivo, ou seja,que receberam
a aplicagdo de HPMC (Figura 2B) em comparacdo aos animais saudaveis, do grupo
naive(Figura 2A). Foi observada uma redugdo de perda dssea nos grupos tratados com o gel
contendo troxerrutina, nas concentragdes de 0,5% (Figura 2D) e 1% (Fig. 2E)em comparacdo
ao grupo controle que recebeu HPMC (Figura 2B) exceto na concentracdo 0,1% (Figura 2C).
Também pode-se observar diferenga significativa quando comparado o grupo T1% ao grupo
T0,5%.
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A mensuragdo da area de reabsorcdo Ossea (Figura 3) permitiu observar que a
aplicacdo do gel de troxerrutina,nas concentragdes de 0,5% e 1%, reduziu significativamente a
perda Ossea induzida pela periodontite experimental.

Figura 2 — Aspectos macroscépicos e drea de perda éssea das hemi-arcadas.A perda dssea foi mensurada
pela area de reabsor¢do Ossea (representada em sombra amarela) dos grupos Naive (A), HPMC (B), T0,1% (C),
T0,5% (D), e T1% (E).A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Ap6s a eutanasia, no
11° dia, as mandibulas de animais foram processadas para analise macroscopica.A morfometria para
quantificacdo da perda dssea foi calculada pelo programa Image J®.Hemi-arcadas coradas com Azul de Metileno
1% e fotografadas sob lupa estereoscopica.
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Figura 3 — Indice de perda éssea. O indice de perda éssea foi obtido ap6s a mensuracio da area de perda ssea
macroscopica (morfometria). A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Apds a
eutandsia, no 11° dia, as mandibulas de animais foram processadas para andlise macroscopica.Os valores obtidos
da area de reabsorgdo Ossea foram analisados no software GraphPad Prism 8. #<0,0001 em rela¢do ao naive;
****¥p<(,0001 em relagdo ao HMPC; a P=0,01 em relagdo ao T0,5%; por ANOVA/Tukey.

5.2Analise histopatologica por HE

A andlise histologica da regido entre o primeiro ¢ o segundo molares inferiores
evidencia os aspectos normais dos tecidos periodontais no grupo de animais saudaveis, que
ndo foram submetidos a periodontite (grupo naive), sem sinais de inflamacdo e perda dssea
(Figura 4A). Por outro lado, no grupo de animais submetidos a periodontite e que ndo
receberam tratamento, apenas a aplicacdo local do gel com HPMC, observou-se intenso
infiltrado inflamatorio, com predominancia de neutrofilos, reabsorcdo do cemento, da dentina
e do osso alveolar (Figura 4B).

Houve uma diminuicao significativa do infiltrado de células inflamatérias e uma
reducdo da reabsorcdo do processo alveolar nos grupos T0,5% (Figura 4D) e T1% (Figura 4E)
em rela¢do ao grupo HPMC.
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Figura 4 — Histologia das hemi-arcadas.Aspecto microscopico do periodonto dashemi-arcadas dos grupos
Naive (A), HPMC (B), T0,1% (C), T0,5% (D), e T1% (E). A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro
molar inferior. Apds a eutanasia, no 11° dia, as mandibulas de animais foram processadas para analise histologica
(coloragdo com hematoxilina e eosina; aumento del00X).As abreviaturas c, d,lp eoa representam cemento,
dentina, ligamento periodontal e osso alveolar, respectivamente.As pontas de setas indicam reabsor¢do do
cemento e dentina. Infiltrado celular inflamatdrio € representado pela sigla ici, indicadas nas imagens (canto
superior direito de cada grupo) com aumento de 400x.

5.4 Escores histopatologicos

A periodontite induzida nos camundongos foi capaz de induzir um intenso infiltrado
celular inflamatorio, reabsor¢do do osso alveolar, dentina e cemento além de aumentar o
nimero de  osteoclastos ativados, pontuando grau MAaximo nos  escores
histopatologicos.Aaplicagdo local com troxerrutina a 1% em gel de HPMC pontuou escores
significativamentemenores, em relacdo ao grupo HPMC, evidenciados pelos achados
histologicos.Os resultados estdo expressos na Figura 5 e Tabela 2.
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Figura 5 — Escores histopatolégicos. Os escores histopatologicos foram obtidos apods a avaliagdo de um
profissional cego e sdo demonstrados pela mediana (triangulo) com variagdo do menor e maior valor. A
periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Apds a eutanasia, no 11° dia, as mandibulas de
animais foram processadas para analise histologica. Escore 0: Infiltrado celular ausente ou discreto; escassos ou
raros osteoclastos; processo alveolar preservado; cemento preservado. Escore 1: Infiltrado celular moderado;
presenga de alguns osteoclastos; pequena reabsor¢do do processo alveolar; cemento preservado. Escore 2:
Infiltrado celular acentuado; presenga de grande niimero de osteoclastos; processo alveolar com reabsor¢ao
acentuada; destruicdo parcial de cemento. Escore 3: Infiltrado celular acentuado; presenga de um numero
aumentado de osteoclastos; processo alveolar ausente; destrui¢do total do cemento.# P<0,0001 em relagdo ao
naive, ** p=0,0021 em relagdo ao HPMC; a P=0,04 em relagdo ao T0,1%;Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.

Tabela 2 — Escores histopatoldgicos.Escore 0: Infiltrado celular ausente ou discreto; escassos ou raros
osteoclastos; processo alveolar preservado; cemento preservado. Escore 1: Infiltrado celular moderado; presenca
de alguns osteoclastos; pequena reabsor¢cdo do processo alveolar; cemento preservado. Escore 2: Infiltrado
celular acentuado; presenca de grande numero de osteoclastos; processo alveolar com reabsor¢do acentuada;
destruicdo parcial de cemento. Escore 3: Infiltrado celular acentuado; presenca de um niimero aumentado de
osteoclastos; processo alveolar ausente; destruicdo total do cemento.# P<0,0001 em relagdo ao naive, **
P=0,0021 em relagdo ao HPMC; a P=0,04 em relag@o ao T0,1%. Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.

Grupos Mediana (minimo — maximo)
Naive 0 (0-0)

HPMC 3(2-3)#

T 0,1% 2 (2-3)

T 0,5% 2 (2-2)

T1% 1 (0-1)** a

Fonte: Autor.
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5.5 Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

Os animais submetidos a periodontite experimental e que receberam apenas HPMC
apresentaram uma diminui¢do significativa na concentragdo sérica de FAO, quando
comparados ao grupo naive. O tratamento com o gel contendo troxerrutina nas concentragoes
de 0,5% e 1%, mas ndo na concentracdo de 0,1%, foi capaz de prevenir a diminuicao sérica de
FAO induzida pela doenca (Figura 6), evidenciando diferencas estatisticas significativas entre
esses grupos e o grupo HPMC.
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Figura 6 — Atividade osteoblastica. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Apos a
eutandsia, no 11° dia, as mandibulas foram dissecadas e o tecido gengival coletado dos animais foram
armazenados e posteriormente processados para analise.A concentragdo sérica de fosfatase alcalina 6ssea foi
mensurado por ELISA utilizando kit Labtest®. O grupo naive, comparado aos demais grupos, foi
estatisticamente significativo. # p<0,0001 em relagdo ao naive; **** p<0,000lem relagdo ao HPMC; por
ANOVA/Tukey.

5.6 Dosagem de nitrito/nitrato
Os animais que foram submetidos a periodontite experimental e que receberam apenas

HPMC apresentaram um aumento significativo na concentracdo tecidual de nitrito/nitrato
quando comparados ao grupo naive. O tratamento com o gel contendo troxerrutina nas
concentracdes de 0,5% e 1%foi capaz de prevenir o aumentotecidual de nitrito/nitrato,
induzidopela doenga (Figura 7).
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Figura 7 — Dosagem deNitrato/Nitrito.Quantificacdo indireta de NO a partir da concentragdo de Nitrato/Nitrito
no tecido gengival dos camundongos. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Apds a
eutandsia, no 11° dia, as mandibulas foram dissecadas e os tecidos gengivais coletadosecongelados.****
P<0,0001 e * P=0,02 em relag@o ao naive; a P<0,0001 em relagcdo ao HPMC.; por ANOVA/Tukey.

5.7 Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA)
Para avaliacdo do estresse oxidativo foram mensuradas as concentracoes de GSH e
MDA (Figura 8)nostecidos gengivaisassociados aos primeiros molares.

A periodontite experimental resultou em uma significativa diminui¢do de GSH (Figura
8A) e um aumento significativo de MDA (Figura 8B) nos tecidos gengivais dos animais que
receberam apenas HPMC, quando comparados ao grupo naive. Esses resultados indicam a
ocorréncia de estresse oxidativo.

A aplicacdo didria do gel de troxerrutina a 0,5% e 1% foi capaz de
diminuirsignificativamentea geragdo de estresse oxidativo, evidenciado pelas concentragdes
significativamente maiores de GSH (Figura 8A), associadas a concentragdes
significativamente menores de MDA (Figura 8B) nos tecidos gengivais desse grupo de
animais em comparagdo ao grupo que recebeu apenas HPMC. No mesmo sentido, ao
compararmos osgel de troxerrutina a 1% em relacdo ao gel de 0,5%, pode-se destacar
diferenca estatistica significativanas concentra¢cdes de GSH (Figura 8A) e MDA (Figura 8B)
de tecido gengival.
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Figura 8 — Marcadores do estresse oxidative.A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar
inferior. Apés a eutanésia, no 11° dia, as mandibulas foram dissecadas e o tecido gengival coletado dos animais
foram armazenados e posteriormente processados para analise. Concentragdode GSH(A)e MDA (B) mensurados
de tecido gengival dos camundongos.# P<0,0001 em relagdo ao naive; ****P<0,0001em relagdio ao HPMC; a
P=0,023 em relag@o ao T0,5%;por ANOVA/Tukey.

5.8Expressao de RANKL e OPG por Western blotting

A atividade do repdrter de sinalizagdo utilizadas na revelagdo da membrana,
demonstrou que a periodontite induzida nos camundongos foi capaz de elevar a expressdo de
RANKL e diminuir a expressdo de OPG (Figura 9). O tratamento com troxerrutina a 1%,
aplicado localmente, foi capaz de reduzir a expressdo de RANKL e induzir a expressdao de
OPG (Figura 9).A relagdo RANKL/B-actina e OPG/B-actina (Figura 10 e 11,
respectivamente)confirmam os achados qualitativos vistos nas bandas reveladas na

membrana.
Naive HPMC T0,5% T1%
A e Sl D § e g — RANKL
—— Ay —— QPG
L e A S-S WS SR> | (-Actina

Figura 9 — Anilise de RANKL/OPG por Western blotting. A periodontite foi induzida por ligadura no
primeiro molar inferior. Apds a eutandasia, no 11° dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados
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e posteriormente processados para analise.Imagens representativas de Western blotting demostrando aumento na
expressdo de RANKL e diminuigdo de expressdo de OPG no grupos doente (HPMC), inversamente ao grupo
tratado com troxerrutina 0,5% e 1% que demonstrou aumento da expressdo de OPG e diminui¢@o da expressdo
de RANKL evidenciadas pelas bandas.
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Figura 10 — Relacio RANKL/ B-actina. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior.
ApOs a eutanasia, no 11° dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados e posteriormente
processados para andlise. As bandas de Western blotting foram mensuradas por ImageJ e feita a relacdo entre
RANKL ef-actina.# P<0,0001 em relagdo ao naive; * P=0,027; *** P=0,0006 em relagdio ao HPMC;por
ANOVA/Tukey.
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Figura 11 — Relacdo OPG/ B-actina. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Ap6s
a eutanasia, no 11° dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados e posteriormente processados
para analise. As bandas de Western blotting foram mensuradas por Imagel e feita a relagdo entre OPG e B-
actina.# P<0,0001 em relagdo ao naive; ** P=0,0022 em relagdo ao HPMC; por Kuskal-Wallis/Dunn’s.
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6. DISCUSSAO

A periodontite ¢ uma condicdo comum e cronica caracterizada por inflamagdo, cuja
origem infecciosa destroi os tecidos de suporte dos dentes, o que potencialmente resulta em
perda dentaria. O presente estudo concentrou-se em avaliar a aplicacdo local de um gel de
troxerrutina, conhecida por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. O gel foi
aplicado localmente em camundongos com periodontite experimental, resultando em uma
significativa reducdo do infiltrado inflamatdrio nos tecidos periodontais e um menor indice de
perda 6ssea alveolar nos grupos tratados em comparagdo com o grupo controle positivo para a
doenca (HPMC), indicando o potencial terapéutico da troxerrutina na perda Ossea
inflamatoria.

Tratamentos com medicamentos aplicados no sitio da infecgdo revela-se de extrema
relevancia por diversos motivos. Em certos cendrios, ¢ viavel atingir concentragdes mais
elevadas do farmaco na regido-alvo, maximizando seus efeitos terapéuticos e minimizando
possiveis efeitos colaterais em outras partes do organismo. Ademais, a administracao local de
flavonoides proporciona uma resposta mais direta no local afetado, otimizando a eficacia do
tratamento quando comparada a outras vias de administragdo, como a via oral.Nesta ultima, a
entrega de bioativos é substancialmente reduzida devido a metabolizagdo hepatica (efeito de
primeira passagem) e pela influéncia dos microrganismos presentes na microbiota intestinal
(RAMADON; ANWAR; HARAHAP, 2017). Em patologias especificas, como a periodontite
previamente abordada, a entrega localizada doativopode ser,sobretudo, pertinente para
abordar a inflamacdo e a perda 6ssea associadas a essa condigao.

A periodontite inflamatéria envolve diversas falhas nas vias de restauracdo da
homeostase. A resolucdo dessa inflamagdo é um retorno ativobem orquestrado a homeostase
dos tecidos, sendo necessaria para amenizar seus efeitos deletérios no tecido oOsseo,
corroborando com estudos na literatura que relatam o uso de flavonoides como potentes
auxiliares na prevencdo da periodontite, podendo representar um método significativo para
aumentar a imunidade local e a defesa do hospedeiro (DE SOUZA CARVALHO et al., 2021;
VAN DYKE, 2008).

De fato, ao longo da histéria, diversos produtos naturais t€ém sido empregados com
propdsitos medicinais, e ha relatos indicando que diversos desses produtos desempenham um
papel na mitigagdo da perda ossea (FREIRES et al., 2018). Entre esses produtos utilizados no
tratamento da periodontite, a literatura cientifica destacaa cumarina, possuindo efeitos de
inibicdo dos patdogenos, demonstrando ser anti-biofilme (HE et al., 2022), a quercetina, com
reducdoda perda 6ssea alveolar, aumentando a atividade osteoblastica, diminui¢cdoda atividade
osteoclastica, da apoptose e da inflamagao (WEI et al., 2021; HUANG et al., 2020; TASKAN
et al., 2020). Em paralelo, utilizando um modelo de osteoporose, a rutina, exibiu efeitos de
osteoprotecdo, reduzindo reabsor¢do Ossea trabecular e promovendo diferenciagdo de células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea em osteoblastos (XIAO et al., 2019).
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Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura da troxerrutina no tratamento da
periodontite. No entanto ja foi relatado efeitos benéficos com tratamento local em gel de seu
percussor, a rutina, que foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e equilibrar o mecanismo de
enzimas antioxidantes além de reduzir a expressio de metaloproteinases e
aumentarconcentragcdes de coladgeno tipo IIl na gengiva(ALBAQAMI et al., 2023; IOVA et
al., 2020).

Em concordancia, pesquisas na literatura relatam que o tratamento preliminar com a
troxerrutina conseguiu diminuir expressivamente a lesdo miocardica, bem como diminuir
citocinas pro-inflamatorias, reduzindo o impacto do infarto do miocardio (SHU et al., 2019;
SHU et al., 2017). Com base nessas informagdes, ¢ pertinente sugerir a potencial participagdo
da troxerrutina na modulagdo de eventos inflamatorios e nos danos oxidativos provocados por
radicais livres, ndo apenas durante a reperfusdo, mas em varios eventos patologicos. Nao ha
davidas que a identificagdo e intervengdo precoce t€m potencial de preservar tecidos
isquémicos e lesados, prevenindo a progressao das lesdes (JIANG et al.,, 2020). Nesse
contexto, a troxerrutina tem sido reconhecida como um farmaco com atividade vascular,
podendo melhorar a microcirculacdo, diminuir a permeabilidade capilar e reduzir o edema
intersticial (XING et al., 2020).

Em estudos recentes, para tratamento de mucosite intestinal ocasionada pelo uso do
quimioterapico S-fluorouracil, observou-se uma melhora dos efeitos colaterais associados
quando utilizado a troxerrutina, em modelo experimental in vivo, em camundongos, com
objetivo preventivo, na maioria das alteracdbes da mucosa intestinal induzidas por
quimioterapia. A troxerrutina evidenciou efeito restaurador da integridade epitelial com
aceleracdo da cicatrizagdo e melhora da inflamagao (DE MIRANDA et al., 2020).

Em nosso estudo, os resultadosmascroscopicos das hemi-arcadasdemonstram que os
animais tratados com os géis contendo troxerrutina em sua composi¢ao, nas concentragdes de
0,5 e 1%, apresentaram uma diminui¢do significativa da perda oOssea quantificada
morfometricamente. Esse resultado pode ser associado aos achados microscopicos onde, pela
histologia, foi evidenciado uma maior preserva¢do do osso alveolar, do cemento e dentina.
Além disso constatou-se haver uma diminuicdo do infiltrado inflamatério nos tecidos
periodontais em relagdo ao grupo controle que recebeu apenas os excipientes na composi¢ao
do gel (HPMC).

Entre os marcadores de remodelacdo Osseca, destaca-se a fosfatase alcalina,
reconhecida como um indicador significativo de formacdo Ossea, refletindo as atividades
osteoblasticas. E o marcador mais amplamente empregado para avaliar o metabolismo 6sseo,
sendo capaz de indicar tanto a extensdo da formacdo Ossea quanto a atividade dos
osteoblastos. Essa dupla funcdo da fosfatase alcalina a torna crucial na compreensdo e
monitoramento dos processos dindmicos que ocorrem no tecido 6sseo(COSME[ISILVA et al.,
2020; VAN STRAALEN et al., 1991) destacando-se assim como uma ferramenta valiosa na
investigacdo de aspectos relacionados a saude 6ssea e a evolugao da periodontite.

De forma interessante, o tratamento com o gel de troxerrutina conseguiu elevar a
concentracdodeFAO. Essa isoforma o6ssea localiza-se na membrana plasmatica dos
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osteoblastos, estando relacionada a mudanga de pH do meio para que ocorra o processo
deposicdo dos minerais envolvidos no processo de formagdo dos ossos (WU et al., 2021;
VIMALRAJ, 2020; SARDIWAL et al., 2013). Essa ativacdo dos osteoblastos também pdde
ser evidenciada nos resultados obtidos pelas analises de RANKL e OPG por Western blotting,
onde, pelas analises qualitativas e quantitativas, a troxerrutina aplicada localmente reduziu a
expressdo de RANKL e induziu a expressdo se seu bloqueador OPG, podendo favorecer uma
maior osteoprotecao na perda dssea evidenciada pela periodontite.

Nossos achados corroboram com estudos de YANG e colaboradores 2021b, onde a
troxerrutina foi capaz de acelerar o reparo tecidual em fraturas 6sseas promovendo a
diferenciagdo osteogénica de células-tronco mesenquimais humanas de maneira dependente
da concentragdo, incitando a atividade da fosfatase alcalina além de estimular a formagéo de
novo 0sso, acelerando a cicatrizagao da fratura.

Dessa forma, os resultados nos apontam que o tratamento com a troxerrutina consegue
induzir a atividade osteoblastica para favorecer os processos de reparo ou remodelagdo Ossea
como resposta a doenca. Os osteoblastos ndo apenas desempenham um papel crucial na
formagdo 6ssea, mas também influenciam a resposta ambiental dos osteoclastos por meio de
processos comoindugdo, estimulagdo e inibigdo da reabsor¢do d6ssea (YANG et al., 2021b;
HIENZ et al., 2015).

A periodontite ¢ uma doenca cuja condigdo cursa com niveis mais elevados de
RANKL (RELVAS et al., 2023; TSUKASAKI, 2021). O presente trabalho também buscou
investigar os efeitos da administracdo local de troxerrutina em gel de HPMC sob o eixo
RANKL/OPG na doenca e nossos resultados foram bastante promissores. A troxerrutina
conseguiu induzir uma menor expressdo de RANKL e uma maior expressdo do seu
bloqueador natural, a OPG.

Embora até o momento ndo se tenha dados da troxerrutina na perda dssea causada pela
periodontite, diversos estudos demonstraram uma agdo benéfica da utilizagao de flavonoides.
Em estudos in silico, de Noor e colaboradores (2018) com o objetivo de analisar a interagao
de diversos bioativos, entre eles a rutina, no eixo RANK/RANKL/OPG, observaram que a
rutina consegue interagir mais facilmente com esse sistema. Respaldando descobertas de
Wang e colaboradores (2017b)onde a utilizacdo do bioativo em questdo resultou em
trabéculas 6sseas mais espessas e densasem modelo de perda 6ssea por osteoporose.

Alinhado a essa perspectiva, os resultados de Ge e colaboradores (2020) utilizando a
quercetina em modelo de inflamac¢do craniana foram promissores ao mostrar que a expressao
de RANKL foi significativamente inibida, mas a expressao da proteina OPG aumentou com a
adi¢do da quercetina.

Os papéis desempenhados pelos mediadores inflamatorios locais, originados por
macrofagos e linfocitos T, no processo de reabsor¢do dssea tém sido alvo de extensivas
pesquisas. Esses mediadores exercem suas fungdes efetoras no tecidoem relagdo a via de
producdo de RANKL estimulada por osteoblastos (MARTINS et al., 2016). Destaca-se que a
reabsorcdo Ossea alveolar associada a periodontite pode ser desencadeada tanto de forma
direta quanto indireta pelo infiltrado inflamatorio celular (HIENZ et al., 2015). Uma
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compreensdo aprofundada desses processos contribui significativamente para a identificagdo
de estratégias de intervencdo mais direcionadas e eficazes.

No aspecto inflamatorio, no presente estudo, constatou-se menores concentracdes de
nitrito/nitrato nos tecidos gengivais de animais tratados com troxerrutina comparado ao grupo
controle HPMC, o que sugere menor liberacdo de 6xido nitrico (NO). O NO ¢ um radical livre
reativo secretado por diversas células, como polimorfonucleares, células predominantes em
quadros inflamatorios agudos e desempenham um papel importante no combate aos
microrganismos, ele € rapidamente metabolizado a produtos estaveis, ou seja, nitrito e nitrato,
na maioria dos fluidos corporais(WALTZ et al., 2015).

A menor liberagdo de NO nos grupos tratados com a troxerrutina, sugere fortemente
uma menor liberagdo dessas citocinas nesses grupos, uma vez que oNO ¢é capaz de mediar
efeitos de citocinas inflamatorias como TNF e IL-1(WANG; HUANG; HE, 2019).
Concentragdes menores de nitrito/nitrato refletem, portanto, menor liberacdo de
citocinas.Ainda, os valores dosados desses animais tratados com troxerrutinaconseguiram se
equiparar estatisticamente aos niveis encontrados nos animais naive (ndo submetidos a
inducdo daperiodontite experimental), reiterando que uma menor liberacdo de NO pode estar
relacionado a capacidade da troxerrutina de influenciar em situagdes inflamatorias reduzindo
esses efeitos relacionados a esse mecanismo.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio das defesas antioxidantes, como a
glutationa reduzida, que pode ser induzido por espécies reativas de oxigénio (EROs).A
glutationa livre estd presente principalmente na sua forma reduzida (GSH) e pode ser
convertida para a forma oxidada (GSSG) na presenca de EROs(RAJPAL et al., 2022). Em
determinadas condi¢des, oNOpode interagir com EROs e contribuir para o estresse oxidativo.
A interacdo do NO com radicais livres pode levar a formagdo de peroxinitrito, uma espécie
reativa que pode iniciar ou amplificar a peroxidagdo lipidica de membranas celulares, danos
proteicos ¢ nucleares. Um dos produtos finais desta reacdo ¢ o malondialdeido (MDA)
(TSIKAS; MIKUTEIT, 2022;WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017;MARTINSet
al., 2016).Portanto, a liberacao desregulada de NO pode desempenhar um papel na inducéo do
estresse oxidativo, que, por sua vez, pode contribuir para a peroxidacdo lipidica. Esses
processos estdo interconectados e estdo envolvidos em diversas condigcdes patoldgicas,
incluindo processos inflamatorios e danos celulares associados a diversas doencas, incluindo a
periodontite.

De fato, no presente trabalho, o uso do gel de troxerrutina aplicado localmente, foi
capaz de preservar os niveis de GSHe diminuir a concentracdo de MDA ¢ Nitrato/Nitrito o
que nos aponta um efeito antioxidante e anti-inflamatorio do gel. Esses dados corroboram
com trabalhos da literatura que utilizaram a rutina para o tratamento de periodontite em ratos
wistar, destacando como promissor os efeitos benéficos desse flavonoide (IOVA et al., 2021)
e, portanto, de seu derivado, a troxerrutina.

Além disso, ha estudos que avaliaram o efeito da administracao oral da troxerrutina no
comprometimento cognitivo induzido pela resisténcia a insulina no cérebro em camundongos
alimentados com uma dieta rica em colesterol. Os resultados demonstraram que a troxerrutina



37

atenua o comprometimento cognitivo e o estresse oxidativo induzido no cérebro dos
camundongos por meio da redugdo dos produtos finais de glicagdo avangada, espécies reativas
de oxigénio e diminui¢do da concentracdo de proteinas carboniladas - grupos carbonilas
(aldeidos e cetonas) em proteinas (LU et al, 2011), ressaltando seus efeitos antioxidantes e
antiinflamatorios.

Antioxidantes sdo substancias que impedem a oxidacdo, neutralizando os radicais
livres gerados pela exposicdo a poluicdo, tabagismo, estresse e fatores genéticos. Nos
organismos vivos, incluindo os humanos, a deterioracdo e morte celular sdo provocadas pelos
radicais livres, que se formam devido a oxidacdo de moléculas do ambiente. Esses radicais
livres também impactam a saude bucal, causando problemas graves. No entanto, diversos
antioxidantes podem resolver esse problema, combatendo os efeitos nocivos dos radicais
livres (TSIKAS; MIKUTEIT, 2022;I0VA et al., 2021;MARTINS et al., 2016; WALTZ et al.,
2015) na qual foi registrado no presente estudo com a troxerrutina aplicada localmente (tecido
afetado)na periodontite experimental.

A atividade antioxidante da troxerrutina também foi demonstrada na literatura por
meio de um modelo de hemolise de eritrocitos. Por ser um composto polar, no qual facilita a
distribui¢cdo uniforme na fase aquosa, foi capaz de proteger as células por meio da eliminacao
de radicais livres em meio aquoso (XIN et al., 2018). Essa atividade também foi comprovada
nas ciéncias cardiovasculares, utilizando lesdes causadas por isquemia/reperfusdo, por meio
de modelo in vivo em camundongos diabéticos e saudaveis apresentando -efeitos
antiarritmicos e anti-inflamatorios, caracterizando uma redugdo da gravidade da arritmia
(NAJAFI et al., 2018). Atualmente, ratificada de maneira inédita por intermédio de um
modelo de periodontite.

7. CONCLUSAO

Conforme a literatura cientifica, ndo ha duvidas que o modelo de ligadura com fio de
sutura de algoddo seja eficaz para evidenciar intensa reabsorcdo 6ssea em 11 dias em
camundongos.Diante disso, o presente estudo apresentou que o tratamento com troxerrutina
aplicada localmente em gel de HPMC, aumentou o perfil de osteoprotegdopelo eixo
RANKL/OPG correlacionado por uma maior ativacdo de osteoblastos e menor ativagdo de
osteoclastos nos tecidos periodontais frente a periodontite induzida nos animais.Além disso, o
tratamento com esse flavonoide exibiuuma maior prevencdoda reabsor¢do dssea inflamatoria
podendo estar associada através dascaracteristicas antioxidantes desse bioativo, indicando seu
potencial terap€utico, nas concentragdes testadas, na periodontite experimental.
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ANEXO - APROVACAO NA COMISSAO ETICA EM PESQUISA
ANIMAL

Universidade Federal do Ceara

UNIVERSIDADE . Comissdo de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da administragdo bucal de gel com bioativos - troxerrutina e
polissacarideos do cogumelo Agaricus blazei Murill - na doenca periodontal induzida em camundongos swiss",
protocolada sob o CEUA n? 3806290622 (b 002296), S0b a responsabilidade de Renata Ferreira de Carvalho Leitdo e
equipe; Maria Elenir Nobre Pinho Ribeiro; Andre Tavares de Freitas Figueredo Dias; Rafaela Franco Moreira; Matheus
da Silva Campelo; Concei¢éo da Silva Martins Rebougas - que envolve a produgdo, manutengao efou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal
(CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC)
na reunido de 16/09/2022.

We certify that the proposal "Effect buccal administration of gel with bioactive - troxerutin and polysaccharides from
the mushroom Agaricus blazei Murill - on induced periodontal disease in swiss mice", utilizing 48 Heterogenics mice
(48 males), protocol number CEUA 3806290622 (b o02296), under the responsibility of Renata Ferreira de Carvalho
Leitao and team, Maria Elenir Nobre Pinho Ribeiro; Andre Tavares de Freitas Figueredo Dias; Rafaela Franco Moreira;
Matheus da Silva Campelo; Conceicdo da Silva Martins Reboucas - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009,
as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of
09/16/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2022 a 10/2023 Area: Departamento de Morfologia

Origem:  Biotério Central da UFC
Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 5 a 8 semanas Quantidade: 48
Linhagem: Swiss Peso: 20a25¢

Fortaleza, 13 de janeiro de 2024

o — o

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coardanadara daACr‘?nn:;?ssao de Etica.no Usode
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horéario de atendimento: Segunda a Sexta, das 08h as 11h30 e das 13h as 17h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 3806290622
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ANEXO - DEPOSITO DE PATENTE DE FORMULACOES
FARMACEUTICAS CONTENDO TROXERRUTINA

INSTITUTD |
’ 'l‘ H'E‘:E:ﬁr?ﬁf i 14/11/2023 zgfuiﬂ"ﬂﬂﬁﬁa
| FOWELINR 1A IR
2040316231 1716187

Padido nacional de imenglio, Modalo de Utilidads, Cantiicado de Adigio de invenglio o anfrada na fss
nacional do PCT

Mameno do Procssso: BR 10 2023 0238211

Dados do Depositants (71)
Depositanis 1 de 1

Mome ou Razfio Soclalt UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Tipo de Pessos: Fessoa Juridica
CPFICNPE OTZT2636000131
Maclonalidade: Brasileira
Chmlificacio Jurfdica: Instituicao de Ensino e Pesquisa
Enderegoc Av da universidade, 2853 - Benfica
Cldade: Fortaleza
Estado: CE
CEP 60000-181
Pals: Brasil
Telsfonec (35) 3366-0434
Fmc (35) 3366-9941
Emalk patentesiBufc br

PETICIONAMENTO  Ecta solicitacso fol anviada peéo sistema Paticionamentn Eletrdnico em
ELETRONICO 141 1/20235 43 09:40, Petico B70230100364

Petigho ETISINGS, 4= 1471 1003, pdg. 1755



Dados do Pedide

Matureza Palente: 10 - Pziente de Invencao (P1)
Thiulo da Invenglio ou Modelo de COMPOSICAD DE FORMULACOES FARMACEUTICAS

Utiidade (54k CONTENDO POLISSACARIDEDS DO COGUMELD Agancus blazel

Murill E TROXERRUTINA, METODOS DE PRODUCAD DA
COMPOSICAD E SEUS USOS

Resuma: A presents mvencio se aplica a0 campo da farmacla, quimica e

medicing & biomedicina, cnde 3 mesma descreve o procasso de
obiencio dos polissacaridecs do cogumelo Agarcus blazel Murll e o
ativo troxermusng, além da composigao, métodos de producdo e usos
de formas famacéuticas do tipoe membranas, hidroged e scaffolds ou
espon|as, mas que neo se imita a eles, sendo estendidas para
outras formulagbes farmactuticas sdlidas, ligudss e semisedidas.
Asgim, os polissacaridess isolados do cogumelo & o ativo
troennuting desermpenham atividade com aglio cicatrizarte,
antimadante, antinflamatdna e vascular frente a0 modelo
experimental de ferida cuténea excisional em carmundongos & o
modelo de indugio de perodonite com fio de algodao (sutura) em 17
miolar bilsteral da mandibula. A inovacdo da presents invencao
raside no deservolvimento de formas farmacéuticas com a
aseociacio desses do ativos em matrizes polimancss naturass efou
sintéticas, gerando efeilo restswrador da integnidads epitalial, com
aceleragio da cicatrizecso da

inflamagao. Deasa forma, confere formulagies eficlentes e
econfimécas para a preven;io e o tratamento de bestes tecidusls e
doengas penodontals usando ingredienies biocompativeis & naturais,
integrando multifuncionalidade como propredades mechnicas e
binadaréncia no ambiente das injdrias. Onde, o efeito antl-
inflamatdric, antinddants & vascular dos polissacarideos do
cogumelo Agaricus blazed Munll 2 do ativo troxerruting, de acordo
com 0 processo descrito na presente invengo, fomenta principeis
requisitos para um processo eficents

de recuperatio do tecido lesado. Assim, resultando em uma opgao
terapéutica o baixo cusio & de melhor adesio ao tratemento pedo
usuario, com potenclal uilizagdo pare a prevendgdo e o tratamento de
lestes teciduais & doengas pencdontais.

Figura a publicar: 12
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Petigl EFII3000006, de B4 13023, pdg. 2755
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