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RESUMO

A periodontite € uma doenga imuno inflamatoria crénica que afeta os tecidos de sustentacéo e
protecdo dos dentes. A acdo bioldgica dos flavonoides desponta como uma alternativa
promissora frente aos processos inflamatorios. A Troxerrutina, flavonoide semissintético obtido
a partir da rutina e largamente encontrada em varios alimentos, tem surgido como um bioativo
promissor, uma vez que estudos revelam seus efeitos antioxidantes, antiedematogénicos e anti-
inflamatdrios. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos anti-inflamatérios e
osteoprotetores da Troxerrutina na periodontite experimental e 0s possiveis mecanismos
associados. Para tanto foram usados 40 camundongos Swiss dispostos aleatoriamente em cinco
grupos. A periodontite foi induzida através da colocacdo de um fio de algoddo 3.0 na cervical
dos primeiros molares inferiores de camundongos Swiss anestesiados com Ketamina
(100mg/kg, i.p.) e Xilazina (10mg/kg; i.p.). Os grupos experimentais receberam Troxerrutina
solugdo nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 150mg/kg, por gavagem, uma vez ao dia,
comecando 1 hora antes da inducdo até o 10° dia. Os grupos controles incluiram animais ndo
submetidos a ligadura (Naive) e animais que, submetidos a inducdo da periodontite, receberam
a administracdo por via oral de solucdo salina (Salina), uma vez ao dia, até a eutanésia. No 11°
dia, todos os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo, sob anestesia. As hemiarcadas
foram removidas e processadas para as analises morfométricas, histopatologicas (HE) e para a
investigacdo da expressdo génica de RANKL e OPG por PCR em tempo real (RT-PCR). O
tecido gengival em torno dos primeiros molares foi coletado para determinar as concentragdes
do marcador de peroxidacdo lipidica, malondialdeido (MDA) e marcador antioxidante,
glutationa reduzida (GSH). A dosagem sérica da fosfatase alcalina 6ssea foi avaliada a partir
do sangue coletado do plexo orbital no 11° dia. Os resultados revelaram que a Troxerrutina, na
dose de 150mg/kg, demonstrou eficacia na preservacdo do 0sso alveolar. Além disso, essa dose
foi capaz de reduzir a atividade da fosfatase alcalina 6ssea induzida pela periodontite, associada
a maiores concentragdes de glutationa reduzida (GSH), indicativo de um ambiente redox
favoravel. Adicionalmente, a Troxerrutina (150 mg/kg) foi capaz de reduzir a peroxidacédo
lipidica, evidenciada pela diminuicdo da concentracdo de malondialdeido (MDA). Estes
achados sugerem que a Troxerrutina desempenha um papel osteoprotetor na periodontite
induzida, possivelmente mediado por suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes,

contribuindo para a manutencdo da homeostase 6ssea em condic¢des inflamatdrias.



Palavras-chaves: perda oOssea alveolar; inflamacdo; estresse oxidativo; flavonoide;

troxerrutina.



ABSTRACT
Periodontitis is a chronic immune-inflammatory disease that affects the supporting and
protective tissues of the teeth. The biological activity of flavonoids has emerged as a promising
alternative against inflammatory processes. Troxerutin, a semi-synthetic flavonoid derived
from rutin and widely found in various foods, has emerged as a promising bioactive since
studies have revealed its antioxidant, anti-edematogenic, and anti-inflammatory effects. For this
purpose, 40 Swiss mice were randomly allocated into five groups. Periodontitis was induced
by placing a 3.0 cotton thread in the first lower molars of Swiss mice anesthetized with
Ketamine (100mg/kg; i.p.) and Xylazine (10mg/kg; i.p.). The control groups included animals
that had not undergone ligature-induced (Naive) and animals that had undergone periodontitis
induction and received oral administration of saline solution (Salina) once a day until
euthanasia. On the 11th day, all the animals were euthanized by exsanguination under
anesthesia. The hemiarches were removed and processed for morphometric and
histopathological analyses (HE) and RANKL and OPG gene expression investigation by real-
time PCR (RT-PCR). The gingival tissue around the first molars was collected to determine the
lipid peroxidation marker, malondialdenyde (MDA), and the antioxidant marker, reduced
glutathione (GSH) concentrations. Serum bone alkaline phosphatase levels were assessed using
blood collected from the orbital plexus on the 11th day. The results showed that Troxerutin
effectively preserved alveolar bone at 150mg/kg. In addition, this dose reduced the activity of
bone alkaline phosphatase induced by periodontitis, which is associated with higher
concentrations of reduced glutathione (GSH) and indicates a favorable redox environment. In
addition, Troxerutin (150 mg/kg) reduced lipid peroxidation, as evidenced by a decrease in
malondialdehyde (MDA) concentration. These findings suggest that Troxerutin plays an
osteoprotective role in induced periodontitis, possibly mediated by its anti-inflammatory and
antioxidant properties, contributing to maintaining bone homeostasis in inflammatory

conditions.

Keywords: alveolar bone loss; inflammation; oxidative stress; flavonoid; troxerutin.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Metabolismo Osseo

O tecido dsseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo composto por
células e uma matriz extracelular calcificada. Dentre algumas de suas atribui¢es estdo a
sustentacdo e locomoc¢édo do corpo, além da protecdo dos orgdos (BLUMER, 2021). O 0sso
mineralizado é constituido por uma matriz proteica predominantemente composta por fibras de
colédgeno tipo I, dispostas em camadas de feixes lineares, e por elementos inorganicos, com
predominio de fosfato de célcio sob a forma de cristais de hidroxiapatita (BLUMER, 2021,
WEITZMANN, 2013).

O osso é um tecido altamente dindmico, que se adapta continuamente para preservar
a homeostase mineral. Essa adaptacdo é alcancada através de dois processos fundamentais: a
modelacao e remodelacdo 6ssea. A modelacdo dssea € essencial para o crescimento e adaptacdo
do esqueleto, ajustando a forma e o tamanho do 0sso conforme as necessidades do organismo.
Por outro lado, a remodelacdo Ossea € um processo fisioldgico especializado, coordenado e
necessario para a remogdo e reparo do osso danificado afim de manter a homeostase mineral
(ERIKSEN, 2010; RAGGATT,; PARTRIDGE, 2010). Esse processo é caracterizado pela
reabsorcao do 0sso pelos osteoclastos e pela subsequente formacao de novo tecido 6sseo pelos
osteoblastos, numa sequéncia coordenada de eventos que envolvem diferentes células para
assegurar a substituicdo eficaz do osso danificado por um novo (ERIKSEN, 2010).

Os ostedcitos, derivados dos osteoblastos e incorporados na matriz éssea, sao
células altamente especializadas que se comunicam com 0s osteoblastos e osteoclastos. Eles
respondem a estimulos mecéanicos e regulam a atividade dessas células, influenciando assim
tanto a formacdo quanto a reabsorcdo 6ssea (BLUMER, 2021). Essa comunicacao é crucial
homeostasia 0ssea e para a manutencdo da integridade estrutural do esqueleto, permitindo que
0 tecido dsseo se adapte as mudangas nas demandas mecénicas e mantenha sua funcao e saude.

Além das células Osseas, a participacdo de células do sistema imunologico, como
os linfécitos T e B, € igualmente significativa em diversas patologias 0sseas. A interacéo
complexa entre os sistemas esquelético e imunolégico deu origem a um campo de pesquisa
emergente denominado osteoimunologia. Este campo investiga a interconexdo entre 0s
processos de remodelacdo Ossea e as respostas imunoldgicas, elucidando como o sistema imune
pode influenciar a salde Ossea atraves de mecanismos inflamatorios e imunorregulatérios
(GINALDI; DE MARTINIS, 2016; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).
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Os linfécitos T, originarios da medula 6ssea, sdo células imunes importantes que
regulam a remodelacdo Ossea tanto em condi¢Ges normais quanto em situacdes patoldgicas
(GINALDI; DE MARTINIS, 2016; PACIFICI, 2010). Considerando esse panorama, pode-se
afirmar que o eixo RANK/RANKL/OPG pode ser estimulado ou inibido por diferentes
mediadores. A presenca de mediadores inflamatorios como as interleucinas-1p (IL-1pB), IL-6 e
o fator de necrose tumoral a (TNF-a) facilita a reabsorcdo dssea, pois aumentam a expressao
de RANKL e, em contrapartida, diminuem a expressdo de OPG. Assim, a resposta imunologica
do organismo diante de um processo inflamatorio desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de doencas de natureza inflamatdria, como a periodontite, enfatizando a
importancia da interacdo entre sistemas imunoldgico e esquelético na patogénese dessas
condic¢des (THIELE; RAUNER; GOES, 2018).

Os progressos na elucidacdo dos mecanismos de comunicacao entre osteoblastos e
osteoclastos tém sido estimulados pela identificacdo e andlise detalhada de uma série de
proteinas estreitamente associadas ao fator de necrose tumoral (TNF) e ao seu receptor (TNFR).
Essas moléculas, que incluem a osteoprotegerina (OPG), o receptor ativador do fator nuclear
kappa-B (RANK) e o ligante do RANK (RANKL), desempenham um papel crucial na
requlacdo da funcdo dos osteoclastos.(BOYCE; XING, 2007; THEILL; BOYLE;
PENNINGER, 2002). O sistema RANK/RANKL/OPG ¢ fundamental para o equilibrio entre a
formacao e a reabsorcédo 0ssea, sendo que o RANKL, liberada pelos osteoblastos, ao se ligar ao
seu receptor RANK presente nos precursores dos osteoclastos, promove a formacéo, a ativacdo
e a sobrevivéncia dessas células. Por outro lado, a OPG, igualmente liberada pelos osteoblastos,
possui estrutura homéloga ao RANK, atuando de forma a inibir a ligacdo do RANKL ao
RANK, impedindo a formacdo de osteoclastos e a reabsorcdo Ossea (BELIBASAKIS;
BOSTANCI, 2012; GINALDI; DE MARTINIS, 2016; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008).
O equilibrio entre RANKL e OPG é essencial para a homeostase 6ssea. Um desequilibrio em
favor do RANKL pode levar a perda 6ssea, enquanto um desequilibrio em favor da OPG pode
promover a formagédo Ossea excessiva Além dos osteoblastos, RANKL é produzido por outros
tipos de células como fibroblastos e células B e T (BELIBASAKIS; BOSTANCI, 2012). A
figura 1 é uma representacdo esquematica da via de sinalizagio RANK/RANKL/OPG,
ilustrando a liberagcdo de RANKL e OPG por osteoblastos.



Macrofago Precursor do Osteobasto

- —_—
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L T
W b 0 L~

Osteoclasto Ativo

Osso Compacto

OPG Inibe a reabsorciio dssea RANKL estimula a reabsor¢io dssea

Figura 1: Representacao esquematica da via de sinalizacdo RANKL/OPG.
O sistema RANK/RANKL/OPG regula a formacdo e reabsorcdo dssea. O RANKL, liberado por osteoblastos, se
liga ao receptor RANK nos precursores de osteoclastos, promovendo sua formacéo, ativacao e sobrevivéncia. Em
contrapartida, a OPG, também liberada por osteoblastos, tem estrutura semelhante ao RANK e inibe a ligagdo do
RANKL ao RANK, impedindo a formacao de osteoclastos e a reabsor¢éo dssea. Fonte: Elaborado pelo autor.

Existem biomarcadores para o metabolismo 6sseo. A formacdo Gssea pode ser
avaliada através das concentracGes séricas de fosfatase alcalina Ossea (FAO), uma
glicoproteina, localizada na membrana dos osteoblastos (SARDIWAL et al., 2013). A atividade
da FAO é um indicador valioso da formagdo 0ssea, refletindo a atividade osteoblastica e por
isso, desempenha um papel crucial no acompanhamento e avaliagdo do processo de regeneragéo

Ossea, especialmente em situacdes patologicas (VIMALRAJ, 2020).

1.2 Periodontite

A Periodontite é uma condicdo inflamatdria que afeta os tecidos de suporte dos
dentes resultante de um desequilibrio da microbiota oral (CHOI et al., 2021; GATEJ et al.,
2018), é altamente prevalente e afeta, aproximadamente, 90% da populagdo mundial
(PIHLSTROM BRUCE; MICHALOWICZ S BRYAN; JOHNSON NEWALL W, 2005;
THIELE; RAUNER; GOES, 2018).

O desenvolvimento da periodontite pode ser evitado mediante o tratamento eficaz
da gengivite, sua condi¢do precursora. No entanto, muitos pacientes s6 buscam tratamento

quando a doenga esta em estagio avangado, j& que nos estdgios iniciais ela costuma ser
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assintomatica (NAZIR et al., et al., 2020). E importante salientar que nem todas as
manifestacdes leves de periodontite progridem necessariamente para formas mais graves.
contudo, estas podem ser consideradas a continuidade de uma mesma doenca (VICENTE
OPPERMANN, 2007). No entanto, € pertinente considera-las como estagios distintos da
mesma condicdo patoldgica.

Inimeros fatores podem desencadear o desenvolvimento de doencas periodontais,
incluindo o uso de algumas medicacBes, como ciclosporina e dolantina, doencas como a
diabetes e o HIV, condigdes comportamentais como o tabagismo, higiene oral deficiente e
stress, além de situagdes especificas como idade avangada, gravidez e menopausa (FERES et
al., 2016; NAZIR, 2017; VICENTE OPPERMANN, 2007).

A periodontite € uma doenca inflamatoria que afeta profundamente os tecidos de
suporte dos dentes, resultando na perda de tecido conjuntivo, incluindo o osso alveolar, o que
resulta na formagao de bolsas ou fendas entre a gengiva e a raiz do dente. Isso pode causar dor,
desconforto, dificuldade na mastigacdo e eventual perda dentaria (LANG; BARTOLD, 2018;
PIHLSTROM BRUCE; MICHALOWICZ S BRYAN; JOHNSON NEWALL W, 2005). Tem
natureza multifatorial e envolve uma intrinseca relacdo entre a microbiota oral, a resposta
imuno-inflamatoria do hospedeiro (LANG; BARTOLD, 2018). A figura 2 apresenta uma

ilustracdo comparativa entre um periodonto saudavel e outro afetado pela periodontite.

Bolsa
/_\ / periodontal
Gengiva Gengiva ‘
saudavel inflamada ~
Placa
bacteriana
e tartaro

Figura 2: llustracdo mostrando a diferenca entre um periodonto saudavel, representado
no lado esquerdo, e um acometido com periodontite, mostrado no lado direito. Esta
imagem destaca os contrastes entre as condi¢des saudaveis e doentes, com detalhes como,
gengivas firmes e rosadas versus inflamadas e recuadas, e a presenca versus perda de 0sso
alveolar. Fonte: Elaborado pelo autor.

A salde bucal é de grande importancia no contexto da salde global, j& que os
problemas nessa area geralmente séo prevalentes na populacdo, sobretudo nos grupos de maior
vulnerabilidade socioeconémica. Apesar de haver poucos estudos epidemioldgicos a nivel

nacional, focados na saude bucal, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)



17

realizou em 2013 um levantamento epidemioldgico da saude bucal dos brasileiros e constatou
16 que, cerca de 160 milhdes de individuos, em sua maioria mulheres, pessoas acima de 60
anos, moradores da zona rural, desfavorecidos financeiramente e com baixa escolaridade,
haviam perdido mais de 13 dentes ou eram edéntulos. Observa-se que, em areas menos
desenvolvidas, a extracdo dentaria muitas vezes se torna a Unica opgao quando ndo ha acesso a
tratamentos conservadores para uma parte da populacdo mais necessitada (NICO et al., 2016).

A prevaléncia do edentulismo no Brasil é a mais alta se comparada a outros paises
da América Latina e, apesar de alguns fatores contribuirem para este fim, a populacéo entre 15-
44 anos parece estar alcangando patamares mais baixos. Por outro lado, em populaces idosas,
0 mesmo ndo € observado e estima-se que a haja um aumento na prevaléncia de edentulismo
nessa parcela da populacao até 2040 (MARCELINO et al., 2023).

A periodontite € comum em adultos e ocupa a 312 posicao entre as principais causas
de anos vividos com incapacidade no mundo (FERES et al., 2016). No dltimo levantamento
sobre a saude oral da populacdo brasileira, observou-se que 48,7% dos adultos brasileiros
apresentaram perda de insercao periodontal com significado patolégico (MARCELINO et al.,
2023).

Com a prevaléncia e a gravidade aumentando com a idade, é crucial priorizar o
tratamento e a prevengdo. Somente nos EUA, 46% dos adultos tém periodontite, totalizando
64,7 milhdes de pessoas (FERES et al., 2016). A gengivite afeta até 95% da populacéo de
norte-americanos, enquanto a periodontite grave chega a atingir entre 60% a 65% da populacéo
de pessoas com 65 anos ou mais (LANG; BARTOLD, 2018). A prevaléncia e a gravidade da
periodontite variam globalmente, sendo mais comum em paises em desenvolvimento. No
entanto, entre as populacdes indigenas, essa condi¢do pode apresentar uma incidéncia menor.
Outro estudo revela que nos EUA a periodontite € mais prevalente em homens do que em
mulheres, em afro-americanos e mexicanos-americanos do que em brancos (PIHLSTROM
BRUCE; MICHALOWICZ S BRYAN; JOHNSON NEWALL W, 2005).

A periodontite pode impactar a salde sistémica, aumentando o risco de
aterosclerose, diabetes e desfechos indesejados durante a gestacdo (ABE; HAJISHENGALLIS,
2013). Um estudo aponta que a microbiota intestinal possa pode estar relacionada a periodontite
devido a um desequilibrio na regulacdo imunoldgica. A perturbacdo da microbiota intestinal
por bactérias responsaveis pela periodontite pode estabelecer uma conexao entre a periodontite
a doencas sistémicas (THIELE; RAUNER; GOES, 2018). Um desequilibrio da microbiota oral
pode ainda promover a invasao de bactérias através da barreira hematoencefalica. Foi sugerido

uma intrinseca relagdo entre a doenca de Alzheimer e a periodontite, devido a liberagédo de
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proteinas pré inflamatdrias, como as IL6, proteina C reativa e TNF-a, as quais contribuem para
0s processos inflamatorios envolvidos (LEIRA et al., 2017).

O tratamento da periodontite pode mitigar a inflamacdo e regenerar parte dos
tecidos, mas a restauracdo completa do suporte dentario perdido é inviavel, o que leva a perda
dos dentes (PIHLSTROM BRUCE; MICHALOWICZ S BRYAN; JOHNSON NEWALL W,
2005).

A perda dentaria também impacta negativamente no bem-estar de individuos
afetados, uma vez que afeta a fala, a degluticéo, além de contribuir para uma baixa autoestima,
causando danos psicolégicos e sociais (CORTEZ et al., 2023).

Atualmente existem varias terapias disponiveis para o tratamento da periodontite,
incluindo antibidticos e anti-inflamatorios ndo esteroidais. No entanto, esses medicamentos
podem causar resisténcia bacteriana, bem como toxicidade renal e gastrica. Por isso, ha um
forte interesse da comunidade cientifica em realizar estudos que explorem formulagdes naturais
derivadas de plantas medicinais para o tratamento da periodontite. (TEIXEIRA et al., 2017a).

Sabendo-se que a periodontite surge como uma reacdo imuno-inflamtéria do
organismo ao desequilibrio da microbiota oral, pode-se inferir que os modelos experimentais
especificos para esta doenca sejam particularmente eficazes para investigar a interacdo entre o
sistema imunoldgico e 0 0sso0. Esses modelos oferecem uma plataforma valiosa para aprofundar
nosso entendimento sobre como as respostas imunoldgicas influenciam a satide 6ssea, incluindo
0 contexto das alteragdes provocadas pela periodontite. (THIELE; RAUNER; GOES, 2018).

1.2.1 Patogénese da Periodontite

Vaérios fatores podem contribuir para a origem da periodontite. Anteriormente,
acreditava-se que ela era principalmente causada pelo acimulo de bactérias anaerobias, em sua
maioria gram-negativas, como Agregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis. Apesar do papel crucial da disbiose oral no estabelecimento da periodontite, ela por
si sO ndo é capaz de desencadear a doenca. Um hospedeiro suscetivel é igualmente essencial, e
é a interagdo entre essa susceptibilidade e a disbiose que ira definir a evolugdo da periodontite
(THIELE; RAUNER; GOES, 2018).

A periodontite se manifesta quando as bactérias periodontopaticas presentes na area afetada
desencadeiam uma resposta imuno-inflamtéria no organismo, resultando na levando a
destruicdo das estruturas de suporte dos dentes. Esse processo normalmente culmina em sinais

clinicos, como o sangramento gengival. Tanto o individuo afetado quanto as bactérias
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envolvidas na doenga liberam enzimas que danificam os tecidos e atraem células do sistema
imunoldgico para o local afetado.

Embora essa resposta seja principalmente protetora, a exposi¢do prolongada as
bactérias, juntamente com certos fatores de risco, pode levar a degradacdo dos tecidos,
impulsionada por moléculas inflamatérias. Quando a inflamacéo predominantemente mediada
por linfocitos T e macrofagos, a progressao da doenca tende a ser mais lenta e controlavel. Por
outro lado, se a resposta inflamatdria for mediada principalmente por linfocitos B e plasmdcitos,
¢ provavel que ocorra uma lesdo mais severa e destrutiva (PIHLSTROM BRUCE;
MICHALOWICZ S BRYAN; JOHNSON NEWALL W, 2005).

Neste cenario, tanto o hospedeiro quanto as bactérias sdo capazes de desencadear
reacdes imunoldgicas em resposta a presenca prolongada do biofilme nos tecidos periodontais.
Inicialmente, ha um recrutamento de leucécitos para a area, predominantemente de neutréfilos
e linfécitos para a regido comprometida. A persisténcia do biofilme pode neutralizar, no
entanto, a acdo dos neutréfilos. As células dendriticas de Langerhans, por sua vez, capturam o
material antigénico microbiano presente no epitélio oral para apresentd-lo aos linfdcitos,
visando induzir uma resposta imunoldgica apropriada. Caso o desafio microbiano persista, isso
pode levar a progressdo da periodontite e, eventualmente, a perda dos dentes. (THIELE;
RAUNER; GOES, 2018).

Uma vez ativa a resposta imune adaptativa, observa-se a acdo das células Thle Th2
que se diferem com base nos seus padrdes de citocinas. Enquanto as células Thl promovem a
destruicdo 6ssea, as células Th2 minimizam a perda déssea. Em parte, a progressao da
periodontite pode ser mediada pelo desequilibrio entre Thl e Th2. Além dessas células, outro
subconjunto de células Th, como as células Th17 e as células Tregs, podem também ser
implicados nesse processo (LIMA; LARA, 2013).

As células Thl7 tém por funcdo proteger o tecido contra bactérias e fungos
extracelulares, produzindo citocinas especificas. Estas células parecem estar envolvidas em
distdrbios autoimunes e inflamatdrios, induzindo a expressdo de RANKL em osteoblastos e
fibroblastos sinoviais. A IL-17, citocina liberada pela Th17, aumenta a inflamacdo local, bem
como, a producdo de citocinas inflamatdrias como TNF, IL-1, IL-6, as quais também aumentam
a expressdo de RANKL, promovendo, assim, a osteoclastogénese. Em suma, as células Th17
sdo os mediadores principais da perda 6ssea induzida pela periodontite (THIELE; RAUNER,;
GOES, 2018).

As células Tregs suprimem a ativacao e proliferacdo algumas células imunes, tendo

papel importante na manutencdo da homeostase, tanto em condi¢fes normais quanto em
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condicBes patologicas. Além disso, elas limitam as respostas imunes, regulam o metabolismo
0sseo, inibindo a osteoclastogénese, controlando, assim, a inflamacao em lesGes periodontais.
Um ambiente rico de citocinas IL-6 pode inibir a acdo das Tregs, portanto, a diminuicdo de suas
concentracBes no periodonto pode contribuir para uma resposta imunologica exacerbada,
favorecendo a progressdao ou mesmo reativagdo da enfermidade (THIELE; RAUNER; GOES,

2018). A figura 3 € uma representacdo esquematica mostrando a patogénese da periodontite.
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Figura 3: Representacdo esquematica da patogénese da periodontite.
O biofilme nos tecidos periodontais desencadeia rea¢des imunoldgicas, recrutando
leucécitos, mas sua persisténcia pode neutralizar a acdo dos neutrdfilos. A resposta
imune adaptativa envolve Thl, Th2, Thl7 e Tregs. Thl promove a destrui¢do déssea,
Th2 minimiza a perda 6ssea. Thl7 induz a expresséo de RANKL, promovendo
osteoclastogénese e perda Ossea. Tregs inibem a osteoclastogénese e controlam a
inflamacdo. A diminuicdo das Tregs pode exacerbar a resposta imunolégica,
favorecendo a progresséo da periodontite. Fonte: Elaborado pelo autor, baseado no
trabalho de THIELE; RAUNER; GOES, 2018.

Nesse contexto, fundamental destacar que os eventos inflamatdrios podem levar ao
estresse oxidativo, um aspecto bem estabelecido na patogénese da periodontite (TEIXEIRA et
al., 2017b). Os radicais livres de oxigénio comprometem componentes bioldgicos essenciais,
como os lipidios e proteinas. 1sso resulta em um desequilibrio entre os processos de oxidagédo
e 0s mecanismos antioxidantes, favorecendo a oxidagdo. A mensuragdo desses marcadores nos

tecidos sob investigacgdo é crucial, tanto para avaliar a presenca de condicGes patoldgicas quanto
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para testar a eficacia de intervencBes farmacologicas. Especificamente, o malondialdeido
(MDA), um indicador significativo da peroxidase lipidica, em altas concentra¢des, pode induzir
a ativacdo de genes reguladores da inflamacéo e da resposta imune (YOSHIKAWA; NAITO,
2002).

Para defender o organismo contra os radicais livres, ha uma série de antioxidantes
enddgenos, entre os quais se destaca a glutationa reduzida (GSH). O GSH atua diretamente
contra os agentes oxidantes e seus produtos, com o objetivo de reprimir a geracdo de radicais
livres nos tecidos. Assim, ele desempenha um papel essencial na salvaguarda do interior das
membranas celulares, protegendo as células contra danos oxidativos (YOSHIKAWA; NAITO,
2002). Portanto, as concentracdes de GSH servem como indicadores do estresse oxidativo,
sendo que niveis mais baixos deste marcador sugerem um aumento do estresse oxidativo no
organismo.

Diversos estudos tém explorado o potencial de compostos bioativos, como 0s
flavonoides, no tratamento da periodontite. TANG et al., 2024 observaram os efeitos do extrato
de flavonoides da propolis em ratos, enquanto (NAPIMOGA et al., 2013) utilizaram quercetina
em um modelo de periodontite em camundongos. Além disso, TASKAN; GEVREK, 2020
avaliaram os efeitos da quercetina em um modelo de periodontite por ligadura induzida. Todos
esses estudos mostraram efeito osteoprotetor em suas analises. JA AKINCIBAY; SENEL; AY,
2007 e RAUNER et al., 2014 investigaram 0 uso de quitosana e curcumina, respectivamente,
em associacdo com tratamento conservador, como a destartarizacdo, em pacientes com
periodontite. Esses estudos demonstraram uma melhora significativa nos parametros clinicos
dos pacientes, sem relato de efeitos colaterais. Essas descobertas fornecem evidéncias
promissoras sobre o potencial terapéutico desses compostos na periodontite, tanto em ensaios
pré-clinicos quanto em ensaios clinicos.

Nosso grupo de pesquisa tem desempenhado um papel significativo na elucidagao
dos eventos inflamatérios associados a periodontite experimental. Dentre 0s nossos achados,
destaca-se a identificacdo do papel crucial de citocinas especificas, particularmente a
Interleucina-1 (IL-1), o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a Interleucina-6 (IL-6), no processo
inflamatério (LEITAO et al., 2005; LIMA et al., 2000; MARTINS et al., 2016).

1.3 Troxerrutina

Ha milénios se faz uso espécies vegetais e essa pratica tem sido adotada em diversas

areas de estudo, como é o caso da medicina e cosmética. O Brasil & uma pais de grande
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biodiversidade, com flora medicinal riquissima e abundante. O cerrado brasileiro, a maior
savana do mundo, é conhecido como bercario de espécies de plantas cujos principios ativos
promovem acdes terapéuticas de relevancia para a comunidade cientifica. Uma parte do cerrado
encontra-se no estado do Cearé e 0 uso de formulag6es a partir de plantas derivadas desse bioma
contribui para a conservagao dessas espécies, do meio ambiente, além de impactar econdémica
e socialmente toda a regido de cultivo desses vegetais (SANTI et al., 2023).

Diversos estudos indicam que as formulacGes naturais, com potencial efeito
antioxidante e anti-inflamatoério, tem favorecido a prevencdo e o tratamento doencas
neurodegenerativas, gastricas e circulatérias (FARAJDOKHT et al., 2017; LU et al., 2011;
MALINSKA et al.,, 2019; SHU et al., 2018). Em particular, a aplicacdo local ou oral de
derivados naturais, como géis ou compostos especificos, tem sido estudada para prevenir a
perda éssea em doencas inflamatdrias, como a periodontite. Exemplos desses compostos
incluem a curcumina, cujo uso tem sido documentado na literatura (BHATIA et al., 2014)

A Troxerrutina € um flavonoide semissintético obtido a partir da hidroxietilacédo do
bioflavonoide Rutina, comumente conhecido como vitamina P4 (CHI et al., 2021). E derivado
da Dimorphandra gardneriana, popularmente conhecida como fava d’anta (BIANCHI et al.,
2018; DE MIRANDA et al., 2020) e Sophora japonica, comumente conhecida como acécia
japdnica (BIANCHI et al., 2018), presente em abundancia no cerrado brasileiro (SANTI et al.,
2023). A Troxerrutina esta presente em varios produtos alimentares como chas, cafés, cereais,
gréos e uma ampla variedades de vegetais e frutas (BABRI et al., 2014), como magc4, frutas
citricas e amora (AZIZ et al., 2015). Vale ressaltar que a Troxerrutina ndo possui atividade
mutagénica e nem clastogénica, possui baixa citoxicidade (MARZIN et al., 1987), e efeitos
neuro protetores, uma vez que pode atingir o sistema nervoso através da barreira
hematoencefalica (BABRI et al., 2014). Alem disso, possui estabilidade quimica e solubilidade
aquosa .(YANG et al., 2021). Ademais, a Troxerrutina tem boa absorcdo gastrointestinal e é
capaz de produzir efeitos benéficos sem prejudicar o organismo (DE MIRANDA et al., 2020;
PANAT et al., 2016). Sua eficacia e seguranca ja foram avaliadas em idosos e mulheres
gravidas, indicando bons resultados (PANAT et al., 2016).

Os flavonoides séo largamente encontrados em cosméticos e medicamentos devido
as suas atividades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antitumorais e anti-angiogénicas (XIAO
etal., 2010; YANG et al., 2021). Atualmente alguns flavonoides sdo usados para tratar doengas
como flebite, insuficiéncia venosa cronica e hipercolesterolemia. Também sdo largamente
utilizados em suplementos alimentares em virtude de sua acéo antioxidante (SATINSKY et al.,
2013).
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Em um modelo de fratura éssea em ratos, a administracdo da Troxerrutina produziu
bons resultados. No grupo tratado com Troxerrutina, as lacunas perto do local da fratura
mostraram uma diminuicao notavel e a espessura do calo recém-formado mostrou um resultado
significativo (YANG et al., 2021), nos permitindo pensar nos beneficios desse flavonoide em

outros modelos de reparo 6sseo, como é o caso da periodontite.

2. JUSTIFICATIVA

A salde bucal é essencial para o bem-estar geral, reconhecendo que salude e
qualidade de vida transcendem aspectos puramente médicos. A periodontite, uma doenca
imuno-inflamatdria que pode levar a perda dentaria e aumentar o risco de doencas sistémicas,
destaca-se por sua prevaléncia global e por ser mais prevalente em idosos. Sua etiologia envolve
biofilme bacteriano, genética e fatores ambientais, evidenciando a complexidade de seu manejo
(CHOI et al., 2021; GATEJ et al., 2018).

No contexto do envelhecimento populacional e da busca por tratamentos eficazes,
a exploragdo de terapias alternativas, especialmente aquelas derivadas da biodiversidade
brasileira, torna-se crucial. A Troxerrutina, um flavonoide com propriedades antioxidantes e
anti-inflamatdrias, emergiu como um tratamento potencialmente promissor para a periodontite,
além de oferecer beneficios em outras condi¢fes vasculares e neurodegenerativas.

Este projeto visa explorar de forma inédita a eficacia da Troxerrutina no manejo da
periodontite, potencializando a satde bucal e, por extensdo, a qualidade de vida dos pacientes,

alinhando-se com as necessidades de salde global e a valorizacdo da biodiversidade local.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos anti-inflamatdrios e osteoprotetores da Troxerrutina na

periodontite induzida por ligadura em camundongos Swiss.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da Troxerrutina na perda 6ssea alveolar associada a periodontite

induzida por ligadura, através de analises morfométricas;
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e Investigar o impacto da Troxerrutina nos pardmetros inflamatorios relacionados a
periodontite induzida por ligadura, por meio de andlises histopatolégicas;

e Verificar o impacto da administracdo oral de Troxerrutina na atividade osteoblastica,
avaliando a atividade da Fosfatase Alcalina Ossea (FAO) no soro de animais submetidos
a periodontite induzida por ligadura;

e Investigar o efeito da administracdo oral da Troxerrutina sobre a concentracdo do
marcador de peroxidacao lipidica MDA e do marcador antioxidante GSH presentes no
tecido gengival de animais submetidos a periodontite induzida por ligadura;

e Pesquisar o efeito da administracdo oral da Troxerrutina sobre o metabolismo ésseo,
avaliando a expresséo génica de RANKL e OPG isolados a partir do osso alveolar de

animais submetidos a periodontite induzida por ligadura.

4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo é um ensaio pré-clinico randomizado e controlado por grupos,
realizado em camundongos Swiss. A randomizacdo dos animais em diferentes grupos foi
realizada para garantir a imparcialidade na distribuicdo dos tratamentos, enquanto o controle
por grupos permitiu a comparacao dos efeitos do f&rmaco em estudo com grupos controles
positivos e negativos da doenca. Esse delineamento rigoroso buscou assegurar a validade e a
confiabilidade dos resultados obtidos, contribuindo para uma avaliacdo precisa da eficacia e

seguranca do bioativo sob investigacao.

4.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi realizado com 40 camundongos Swiss (Mus musculus) machos, com
peso entre 20g e 30g, com idade média de aproximadamente 5 a 8 semanas no inicio. Os
animais, fornecidos pelo biotério do Porangabussu da Universidade Federal do Ceara, foram
distribuidos aleatoriamente em grupos e alojados em caixas de polipropileno espacgosas
(46x34x19) para garantir conforto e bem-estar. A instalacdo experimental foi mantida em
condigdes laboratoriais controladas, com temperatura de 23 + 2°C, umidade relativa do ar de
50 £ 5%, e submetida a um ciclo claro/escuro de 12 horas para imitar as condigdes naturais.
Durante todo o estudo, os animais tiveram acesso ad libitum & racdo e agua padrdo de

laboratorio. Todos os procedimentos relacionados com animais seguiram as diretrizes
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ARRIVE. Os experimentos foram iniciados apenas ap0s a aprovacdo ética do Comité
Institucional de Etica em Investigacdo Animal — CEUA — da UFC (protocolo 8727251021).

4.2 Preparacgéo da Solugéo de Troxerrutina

O Laboratorio de Polimeros e Inovacdo de Materiais (LabPIM) forneceu a
Troxerrutina; 0s outros reagentes utilizados eram padrdes analiticos. A Troxerrutina utilizada
foi obtida da Xi'na Quanao Biotech Co. Lta (Xi'na, China) e tem uma massa molar de 742,6752
g/mol-1. A agua destilada foi obtida utilizando um destilador de 4gua Pilsen modelo 106.

A solucdo reserva foi preparada utilizando um baldo volumétrico de 50 ml para o
grupo de 150mg/kg para desenvolver a solucdo oral. Esta solu¢do continha 1,125mg de
Troxerrutina, diluida em solucdo salina (22,5mg/ml). Duas dilui¢bes adicionais foram
preparadas a partir da solugdo mée. Para o grupo de 100 mg/kg, foram transferidos 16,7 ml da
solucdo mée para um baldo volumétrico de 25 ml. Para o grupo de 50 mg/kg, grupo,4 ml da
solucéo de reserva foram transferidos para um balao volumétrico de 25 ml. E seguida, o volume
foi completado com solucéo salina. Em todas as preparagdes, uma gota de surfactante Tween
80 foi adicionado.

4.3 Protocolo Experimental da Periodontite Induzida por Ligadura

A periodontite foi induzida a partir da insercdo bilateral de um fio de algodéo 4-0
ao redor dos primeiros molares inferiores em animais anestesiados intraperitonealmente com
uma combinacdo de 100 mg/kg de Ketamina (Dopalen, Ceva; Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e 10
mg/kg de Xilazina (Anasedan, Ceva; Paulinia, S&o Paulo, Brasil). Os animais foram colocados
em decubito ventral, em uma mesa de acrilico especifica para roedores (Figura 4B). Para
facilitar a abertura da boca dos animais, fios de seda foram amarrados aos seus dentes incisivos,
servindo como auxilio nesse processo (Figura 4C). Para induzir espaco entre o primeiro e o
segundo molar, uma ligadura foi cuidadosamente posicionada no sulco gengival dos primeiros
molares. Utilizando pingas dente de rato, espatula nimero 7 e espagadores endodonticos digitais
tipo C, criou-se o espaco necessario (Figura 4A). O né da ligadura foi estrategicamente mantido
na regido mesial dos primeiros molares, assegurando a eficacia do procedimento. A eutanasia
dos animais foi realizada através de exsanguinacdo, procedimento feito sob efeito de anestesia,

11 dias apos a inducéo da periodontite. Esse periodo foi escolhido por corresponder ao pico de
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reabsorcdo Ossea alveolar observado no modelo de estudo (AUNG et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2019).

| NS
-l 8 ~—

durante Aoa;:)récedimentb de inducéo da periodontite poE ligadura. A) Espétula
7, espacador digital C, pingas dente de rato; B) Mesa de acrilico para roedores com espagadores de fios de seda;
C) Animal posicionado na mesa de acrilico no momento da inducéo da periodontite.

Figura 4 — Material utiliz

4.4 Grupos Experimentais e Administracio por Via Oral da Troxerrutina

Para esse estudo, os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos
distintos, composto por oito animais cada grupo. Dois grupos controles foram estabelecidos:
um submetido ao procedimento cirdrgico, recebendo apenas solugdo salina (grupo Salina), e
outro grupo representando animais saudaveis (grupo Naive). Os trés grupos experimentais
receberam a solucdo de Troxerrutina nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 150mg/kg (grupos
T50, T100 e T150, respectivamente), conforme ilustra 0 Quadro 1. As doses escolhidas para
esse trabalho foram baseadas em estudos prévios do nosso grupo e descritas por DE MIRANDA
et al., 2020. As solucdes foram administradas usando uma canula de gavagem adequada ao
tamanho do animal, iniciando-se 1 hora antes da colocacdo da ligadura e continuando
diariamente até o décimo dia. (LEITAO et al., 2005). A figura 5 ilustra o protocolo

experimental.

Grupo Naive | Animais ndo submetidos a ligadura

Grupo Salina | Animais submetidos a ligadura e que receberam solucdo salina

Grupo T50 | Animais submetidos a ligadura e que receberam solugdo contendo
Troxerrutina na dose de 50mg/kg

Grupo T100 | Animais submetidos a ligadura e que receberam solucdo contendo

Troxerrutina na dose de 100mg/kg
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Grupo T150 | Animais submetidos a ligadura e que receberam solucdo contendo
Troxerrutina na dose de 150mg/kg

Quadro 1: Distribuicdo dos grupos experimentais e grupos controles.

% . / Q
.I. . I/'. . ‘ II. . ' - . R ;
) % —_— — —_— . %‘ —_— - —_— ] - 4 \ —_— ==
| | ¢y &
| | |
Dia 0 Dia 10 10 Dia 11
@ Foram utilizados um total de 40 ® Administracio oral das 4 Seda;élo do animal com Xilazina
camundongos Swiss distribuidos solugdes salina e de (10mg/kg) e Ketamina (100mg)
aleatoriamente em 3 grupos. Troxerrutina nas doses para coleta de sangue pelo plexo
o de 50, 100 150mg/kg aos orbitel.
© Administracdo por via oral Tespectivos grupos. @ Eutandsia por exsanguinagio.

(gavagem) das solugdes salina e de
Troxerrutina nas doses de 50, 100 &
150mg/kg, 1h antes da indugdo da
periodontite por ligadura.

@ Retirada da hemiarcadas para
estudo.

@ Sedacdo do animal com Xilazina
(10mg/kg) e Ketamina (100mg) por
via intraperitoneal.

® Inducdo da periodontite
por ligadura no 1° molar
inferior bilateralmente.

= Andlises morfométricas:
> Andlises histopatoldgicas;
> Analise dos niveis séricos de Fosfatase

Alkalina Ossea (FAQ);
= Avaliagdo do estresse oxidativo (MDA,
GSH);
> Andlise da quantificacio da expessdo
génica de RANKL/OPG.
Grupos Experimentais
ggggﬁggg — Grupo Naive
/- 298999949 — o
5}3} — — Grupo T30
f
- 29999999 - o
/ﬁ—r QQ@Q@QQQ —* Grupo T130

Figura 5 —Os animais foram divididos em cinco grupos de forma aleatéria. No dia 0, administramos a solugao
salina ao grupo dos animais com periodontite induzida e a solugdo com Troxerrutina nas doses de 50, 100 e
150mg/kg aos outros respectivos grupos de animais. O grupo Naive ndo recebeu a inducéo da periodontite e
nenhuma solugdo. Do dia 1 ao dia 10, os animais receberam as soluc¢des devidas aos seus respectivos grupos
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e sempre no mesmo horéario (14h). No dia 11 os animais foram eutanasiados por exsanguinacao através do
plexo orbital para a coleta de sangue e suas hemiarcadas inferiores foram removidas. Todo o material coletado
foi levado para analises.

4.5 Analise Morfométrica e Macroscépica do Osso Alveolar

Onze dias ap06s a aplicacdo da ligadura, os animais foram eutanasiados, seguidos
pela excisdo e separacdo das mandibulas, que entdo foram fixadas em formol a 10% tamponado.
Apos um periodo de 24 horas, para diferenciar 0sso de dente, as mandibulas foram dissecadas,
lavadas em solucdo de hipoclorito de sodio a 1% e coradas com azul de metileno a 1%. Em
seguida, as amostras foram fixadas em cera vermelha para facilitar a obtencdo de imagens,
(LIMA et al., 2020, e MARTINS et al., 2016). O software ImageJ 1.32j foi utilizado para o
calculo da perda dssea alveolar. Esse processo envolveu o célculo da area (em mm?) das raizes
expostas dos molares, subtraindo-a da area correspondente ao grupo controle. Todas as imagens
foram comparadas utilizando-se uma area padrao de referéncia de 1,0 x 1,0 mm2 (KUHR et al.,
2004).

4.6 Analise Histopatologica

Para andlise histopatoldgica, as mandibulas foram removidas, inicialmente fixadas
em formalina neutra tamponada a 10% e, posteriormente, desmineralizadas em acido férmico
a 10% (DE SOUSA et al., 2015). Seguindo a preparacédo, as amostras foram processadas para
inclusdo em parafina. As amostras foram seccionadas em fatias de 4um, em plano mesiodistal
ao longo dos molares para posterior coloragdo com hematoxilina e eosina. Trés sec¢des de cada
amostra, localizadas entre o primeiro e o segundo molar, foram examinadas sob microscopia.
A analise foi realizada utilizando um sistema de pontuacdo que varia de 0 a 3, baseado em
parametros inflamatdrios cujos escores foram estabelecidos e publicados anteriormente pelo
grupo de pesquisa (LEITAO et al., 2005; LIMA et al., 2000). A anélise foi conduzida de forma
cega, onde o avaliador desconhecia a identidade das amostras avaliadas, garantindo assim a
imparcialidade na avaliacdo dos parametros. Os escores estdo citados na tabela 2.

Escore: 0 Infiltrado celular ausente ou leve (infiltrado celular inflamatério limitado e
restrito a regido gengival marginal); Processo alveolar e cemento

preservados.
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Escore: 1 Infiltrado celular moderado (infiltrado celular inflamatorio presente em toda
a gengiva inserida); Processo alveolar com leve reabsor¢do e cemento

intacto.

Escore: 2 Infiltrado celular acentuado (infiltrado celular inflamatério presente na
gengiva e ligamento periodontal); Processo alveolar com degradacdo

moderada e destruicdo parcial do cemento.

Escore: 3 Infiltrado celular acentuado; processo alveolar com reabsor¢do completa e

destruicdo severa do cemento.

Tabela 2: Escores histopatoldgicos considerando o infiltrado celular inflamatorio, a integridade do cemento e do
0sso alveolar (LEITAO et al., 2005; LIMA et al., 2000).

4.7 Analise da Fosfatase Alcalina (FAO)

Amostras de sangue foram coletadas dos camundongos pelo plexo retro orbital sob
anestesia com Ketamina (100mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), via intraperitoneal, imediatamente
antes da eutanasia no 11° dia. Este procedimento teve como objetivo determinar a concentracdo
plasmética de fosfatase alcalina utilizando o método de ativacéo térmica (WHITBY; MOSS,
1975). As amostras foram aquecidas a 56°C durante 10 minutos. A determinacdo dos niveis
séricos de FAO (uma isoforma termossensivel da fosfatase alcalina total, FAT) foi realizada
pela subtragdo da concentracédo da fosfatase alcalina aquecida no soro da concentracdo de FAT
no soro. A execucao da analise seguiu rigorosamente as instrugdes fornecidas pelo fabricante
(Labestl, Lagoa Santa, MG, Brasil). Os resultados foram apresentados como a variacdo da

Fosfatase Alcalina Ossea no dia 11, expressos em Unidades por Litro (U/L).

4.8 Andlise dos Niveis de Malondialdeido (MDA)

O tecido gengival correspondente aos molares inferiores foi coletado para avaliar o
impacto das solugbes de Troxerrutina no estresse oxidativo. Essa avaliacdo envolveu a
quantificacdo de marcadores de estresse oxidativo, especificamente a glutationa reduzida
(GSH) e 0 malonaldeido (MDA), este ultimo um indicativo de peroxidacéo lipidica. Para medir
a producdo de MDA, utilizou-se a reacdo do acido tiobarbiturico (UCHIYAMA; MIHARA,
1978). Na prética, 250ul de homogenato de tecido gengival a 10% foram misturados com 1,5
ml de H3PO4 a 1% e com 0,5 ml de solu¢do aquosa de acido tiobarbitdrico a 0,6%. A mistura
foi agitada em banho-maria por 45 minutos. Ap6s o processo de resfriamento, foram
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adicionados 2 ml de n-butanol, seguido de homogeneizagdo. A camada de butanol foi ent&o
separada, e as concentracGes de MDA foram determinadas medindo-se a absorbancia (535nm).
Os resultados obtidos foram expressos em nanomol de MDA por grama de tecido gengival,

proporcionando uma medida quantitativa do estresse oxidativo induzido no tecido.

4.9 Analise dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Para determinar os niveis de glutationa reduzida (GSH) no tecido gengival, as
amostras foram inicialmente homogeneizadas em 400ul de uma solugdo a 10% em peso,
preparada em EDTA 0,02 M. Em seguida, foram adicionados 320ul de agua destilada e 80ul
de &cido tricloroacético (TCA) a 50% a homogeneizacgdo, procedendo-se com a centrifugacdo
a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante coletado (400uL) foi misturado com
800uL de tampao Tris 0,4 M ajustado para pH 8,9 e 20uL. de DTNB 0,01 M. A absorbancia foi
medida em cada amostra a 412nm, permitindo a quantificacdo dos niveis de GSH, que foram
expressos em pg de GSH por miligrama de tecido (AKERBOOM,; SIES, 1981).

4.10 Analise Quantitativa da Expressao Génica de RANKL E OPG

Para isolar o RNA total das amostras de o0sso, foi empregado o reagente TRIzol
(Life Technologies) seguindo-se com a utilizacdo do reagente SYBR Green (Life Technologies)
para a execucdo da qPCR (reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real). Esta
andlise foi realizada no sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystem — StepOne). As
experiéncias foram conduzidas em triplicata para assegurar a reprodutibilidade dos resultados.
Os niveis de expressdo relativa de RANKL e OPG foram calculados utilizando o método 2-
AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001a). A expressdo de RNAm para RANK-L e OPG foi
também determinada por qPCR. Conforme as instrugdes do fabricante, 0 RNA foi extraido de
amostras de tecido 6sseo previamente macerado com nitrogénio liquido utilizando o AurumTM
Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Bio-Rad, CA, EUA). A qualidade do RNA extraido
foi avaliada pela razdo de absorbancia 260/280, e a quantificacdo foi realizada por meio de
absorcdo de UV utilizando o equipamento Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA). Um micrograma de RNA total das amostras de osso em um volume final de 20 pl foi
transcrito reversamente em cDNA no sistema C1000 Touch™ Thermal Cycler com o kit de
sintese de cDNA iScript™ da Bio-Rad. A anélise de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)
do mRNA foi conduzida utilizando o sistema de detecdo CFX96 Touch™ da Bio-Rad, usando
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0 iIQTM SYBR1 Green Supermix (Bio-Rad, CA, EUA), conforme indicado pelo fabricante. A
gPCR foi executada por um total de 35 ciclos, obedecendo a condi¢des especificas estabelecidas
para o procedimento: desnaturacdo 95°C, 30 s; recozimento 60°C, 30 s; extensdo 25°C, 50 s.
Todas as amostras foram executadas em duplicata, e a expresséo relativa do mRNA foi
determinada ap6s a normalizacdo com os valores de expressdo da GAPDH. A integridade do
DNA de cadeia dupla foi avaliada através da analise da curva de fusdo durante o aquecimento
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A tabela 3 apresenta as sequéncias dos primers utilizados
neste estudo.

Sequéncia dos Primers

GAPDH 5'- GGGCTGCCTTCTCTTGTGAC/CCGTTGATGACCAGCTTCCC - 3’

RANKL 5'- TGAGCTATGGAAGGGGGTCA/GTCCCAGCGCAATGTAACAA -3’

OPG 5"- GAGACGCACCTAGCACTGAC/AAGGGTTTCCTGGGTTGTCC - 3’

Tabela 3- Sequéncia de oligonucleotideos dos primers usados no ensaio de gPCR

4.11 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo (EPM) ou mediana,
conforme apropriado. Para os escores histopatoldgicos optou-se pela apresentacdo em mediana,
acompanhada da variacdo entre os valores minimo e maximo. A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos, aplicou-se o teste ANOVA,
seguido do teste de Tukey, enquanto para os dados ndo paramétricos, utilizou-se o teste
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s. Considerou-se um nivel de significancia estatistico
para valores de P < 0,05. Todas as analises foram conduzidas utilizando o GraphPad Prism®
8.0 (Chicago, CA, EUA).

5. RESULTADOS

5.1 Aspectos Macroscopicos

A Figura 6A exibe os aspectos macroscopicos da mandibula do grupo naive,

evidenciando a preservacdo do o0sso alveolar em contraste com a mandibula do grupo néo
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tratado, salina, que apresenta severa reabsor¢do 0ssea com exposi¢do da raiz (Fig. 6B). O
tratamento com Troxerrutina na dose de 150 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente a
perda Ossea induzida pela periodontite, em comparagdo com o grupo salina (Fig. 6F). As
Figuras 6C e 6D mostram a aparéncia macroscopica do periodonto nos grupos submetidos a
periodontite e tratados com Troxerrutina nas doses de 50mg/kg e 100mg/kg, respectivamente,

onde ainda se observa perda 6ssea com exposicao da raiz.

D) T100 (100mg/kg); D) T150 (150mg/kg). Analisamos os aspectos macroscopicos da area de perda dssea pela
mensuracao da area de reabsorcdo dssea. Utilizamos o software ImageJ para medir a perda dssea das amostras e
fizemos a analise estatistica com o software GraphPad Prism 8. **P=0,0041 vs. salina; #*#P<0,0001 vs. Naive.
Teste ANOVA/Tukey.

5.2 Avaliacéo Histopatoldgica

A andlise histopatoldgica corroborou os dados macroscopicos ao evidenciar que o
posicionamento da ligadura induziu, de fato, promoveu uma perda dssea significativa apds 11
dias, em comparacdo ao grupo naive. A andlise histopatoldgica do grupo naive revelou
caracteristicas normais do periodonto, incluindo a integridade do osso alveolar, do cemento e
do ligamento periodontal (Fig. 7A e 7F), recebendo mediana de escores 0, com variacdo 0-0
(Tabela 4). Em contraste, no grupo tratado com solucdo salina, observou-se, além da perda
0ssea, reabsorcdo de cemento e dentina e presenca de infiltrado inflamatorio (Fig. 7B e 7G),
apresentando mediana de escores 3, variagdo 2-3. O tratamento com Troxerrutina (150 mg/kg)

em animais submetidos a 11 dias de periodontite induzida por ligadura resultou em uma reducéo
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significativa da perda dssea alveolar (Fig. 7E e 7J), com escores 2(0-2), apresentando
significancia estatistica (P <0,05) quando comparado aos animais ndo tratados e submetidos a
mesma condicdo experimental (Tabela 4). As andlises histopatoldgicas realizadas nos grupos
tratados com Troxerrutina nas doses de 50 mg/kg (Fig. 7C e 7H) e 100 mg/kg (Fig. 7D e 7I)
ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas nos escores histol6gicos desses grupos
em comparacdo ao grupo tratado com solucdo salina. Isso indica que essas doses de
Troxerrutina ndo foram eficazes para proteger o periodonto contra os efeitos deletérios da

periodontite induzida. (Tabela 4).

Figura 7 - Andlise histopatolégica das laminas coradas com HE. As pontuacdes histopatoldgicas foram
avaliadas por investigacdo cega. Coloragdo HE - Microscopio com aumento de 500X. ¢ - cemento, d - dentina,
Ip - ligamento periodontal, oa - 0sso alveolar. Seta amarela - reabsor¢éo do cemento. As imagens A, B, C,De E
com ampliacéo de 400x foram fotografadas em microscépio de luz. As imagens F, G, H, | e J foram fotografadas
em microscopio de fluorescéncia com ampliacdo de 50x. Naive (A e F), Salina (B e G), Troxerrutina 50mg/kg
(C e H), Troxerrutina 100mg/kg (D e 1), Troxerrutina 150mg/kg (E e J).
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Grupos Experimentais

Naive Salina T50 T100 T150

0 (0-0) 3 (2-3)"# 2 (2-3)" 2 (1-3) 2 (0-2)*

Tabela 4. Alterac6es histopatologicas das hemiarcadas dos camundongos. A gradacdo analisada levou em
consideracdo os seguintes escores. 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¢do do processo alveolar; cemento preservado. Escore 2: Infiltrado celular
acentuado; presenca de grande nimero de osteoclastos; processo alveolar com reabsorcéo acentuada; destruicéo
parcial de cemento. Escore 3: Infiltrado celular acentuado; presenca de um nimero aumentado de osteoclastos;
processo alveolar ausente; destrui¢do total do cemento. Os valores foram expressos como mediana, minimo e

maximo, onde *#p<0,0001 e #P=0,023 vs. Naive e *P=0,0465 vs. Salina. N&o houve diferenga estatistica entre
0s grupos T100 e T150 com relacdo ao grupo Naive. Os dados foram analisados usando o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn’s.

5.3 Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

Animais submetidos ao modelo de periodontite induzida e tratados com solucéo
salina (grupo Salina) mostraram uma reducdo significativa nos niveis séricos de FAO em
comparagdo com o grupo Naive. O tratamento com Troxerrutina nas doses de 100mg/kg e
150mg/kg resultou em aumento estatisticamente significativo na concentragdo sérica de FAO
quando comparado ao grupo Salina, indicando uma maior atividade osteoblastica nesses

grupos. (Fig. 8)

= 60-
..3,, %ok ok %
g 50_ - %ok ok k
o
-0 404
0]
E 30— st
o T
0
© 20—
@
w
S 10+
%
LE 0- T T
M M D
& <

Figura 8 - Analise da atividade osteoblastica. O
grupo Naive, em comparagdo com 0S outros
grupos, foi estatisticamente  significativo.
####1<0,0001 vs. Naive; ****p<0,0001 vs. Salina;
por ANOVA/Tukey.
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5.4 Concentracdo de Malondialdeido (MDA) e Glutationa Reduzida (GSH)

Animais submetidos ao modelo de periodontite induzida por ligadura e tratados
com solucéo salina (grupo salina) apresentaram um aumento significativo nas concentragdes de
malonaldeido (MDA) e uma reducdo significativa nos niveis de glutationa reduzida (GSH) em
comparacgao ao grupo Naive, indicando um aumento do estresse oxidativo induzido pela doenca.
O tratamento com Troxerrutina, em todas das doses avaliadas, resultou em diferencas
estatisticas significativas na concentragdo gengival de GSH em relacdo ao grupo salina,
evidenciando concentra¢fes maiores desse antioxidante enddégeno em comparag¢do ao grupo
salina. No que tange as concentracdes gengivais de MDA, um marcador de peroxidacao
lipidica, o tratamento com Troxerrutina nas doses de 100mg/kg e 150mg/kg, mas ndo na dose
de 50mg/kg, resultou em uma diminuicdo significativa nos niveis gengivais de MDA em
comparagdo ao grupo salina. Esses resultados sugerem um potencial efeito antioxidante da

Troxerrutina (Figura 09).
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Figura 9 — Marcadores de Estresse Oxidativo. Quantificacdo dos niveis de GSH e MDA no tecido gengival
dos camundongos. GSH: ##p<0,0001 vs. grupo Naive, ***p=0,0001 e ****p<0,0001 vs. grupo Salina. MDA:
###p<0,0001 vs. grupo Naive e **p=0,0075, ***p=0,0005 vs. grupo Salina; por ANOVA/Tukey.

5.5 Expressdo génica de RANKL e OPG por qPCR

Animais submetidos ao modelo de periodontite induzida por ligadura e tratados
com solugéo salina (grupo salina) exibiram um aumento significativo na expresséo génica do
RANKL (Fig. 10A), acompanhado de uma diminuicdo na expressdo génica do OPG (P<0,05)
(Fig. 10B), em comparacdo ao grupo Naive. O tratamento com Troxerrutina na dose de

150mg/kg conduziu a diferencas estatisticamente significativas na expressdo génica tanto de



36

OPG quanto de RANKL em relagédo ao grupo salina, revelando um perfil de menor atividade
osteocléastica neste grupo. Os animais tratados com esta dose de Troxerrutina mostraram uma
reducdo significativa na expressdo génica do RANKL e um aumento na expressdo génica do

OPG (P<0,05) em comparacéo ao grupo salina, conforme ilustra a Fig. 10.
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Figura 10 — Expressdo génica de RANKL (A) e OPG (B) pela técnica de biologia molecular. Por razfes
didaticas, optamos por representar apenas a solugdo de Troxerrutina na dose de 150mg/kg (T150), uma vez
que essa dose demonstrou ser a mais eficaz nos ensaios anteriores. O grafico C exibe a razdo entre a expressao
relativa de RANKL (Receptor ativador do fator nuclear kappa B ligante)/OPG (osteoprotegerina),
fornecendo uma representacdo visual da relacdo entre esses dois marcadores importantes no metabolismo
6sseo. Foi utilizado ANOVA com pos teste Mann-Whitney para estes dados, considerando valor de p<0,005
(T150 vs. Grupo Salina) para a expressdo do gene RANKL e OPG.

6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou os efeitos osteoprotetores e antioxidantes da
administragdo oral de Troxerrutina na periodontite induzida por ligadura em camundongos. A
administracdo oral desta substancia resultou em beneficios significativos para a preservacao do
osso alveolar, evidenciado pela menor perda dssea e pela reducédo do infiltrado inflamatorio.
Esses resultados apontam para um potencial terapéutico da Troxerrutina contra perda 0ssea de
natureza inflamatdria. Esse potencial é refor¢ado pelo aumento significativo nas concentracdes

séricas de fosfatase alcalina 6ssea nos animais que receberam a maior dose de Troxerrutina em
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comparagdo ao grupo controle sem tratamento, 0 que aponta para uma maior atividade
osteoblastica. A intervencdo também teve um impacto significativo na expressdo génica de
marcadores de metabolismo 0sseo, reduzindo a expressdo de RANKL e elevando a de OPG, o
que sugere um cenario propicio para a formacao 6ssea. Adicionalmente, o tratamento favoreceu
um equilibrio redox positivo, demonstrado pela diminui¢do das concentragdes do marcador de
peroxidacao lipidica (MDA) e pelo aumento do marcador antioxidante endogeno (GSH).

O modelo experimental adotado neste estudo provou ser eficaz na replicacdo dos
principais aspectos da periodontite observados em humanos, estabelecendo uma base solida
para a investigacdo. A periodontite, uma doenca imuno-inflamtéria, compromete os tecidos de
suporte dos dentes. E causada por um biofilme oral dishi6tico e evolui com a destruico
progressiva do periodonto, levando a formacao de bolsas periodontais, recessao gengival, perda
do osso alveolar e, eventualmente, dos dentes; além disso, tem também repercussdes sistémicas
significativas (NOBLE; PAPAPANOQOU, 2023).

Embora existam tratamentos reconhecidos para a periodontite, a necessidade de
identificar terapias complementares € imperativa. As praticas de higiene oral e a eliminacao de
fatores que favorecem a retencao de placa bacteriana frequentemente nédo sao suficientes para
controlar a doenca de forma eficaz. Procedimentos adicionais, como raspagem supra e
subgengival, o alisamento radicular e o polimento coronario, sdo essenciais para 0 manejo
adequado da periodontite (SCHUSSLER; PICOLI; DIAS, 2024). Além disso, embora o uso de
antibioticos e anti-inflamatorios seja uma pratica comum, as limitacdes impostas pelo uso
prolongado e pelos potenciais efeitos colaterais desses medicamentos evidenciam a necessidade
de cautela no uso desses farmacos. O presente trabalho destaca a relevancia de investigar e
desenvolver novas abordagens terapéuticas que possam complementar ou superar as técnicas
tradicionais, considerando especialmente as diversas facetas e o impacto sistémico da
periodontite.

Os produtos naturais desempenham um papel fundamental na medicina ha séculos,
sendo amplamente utilizados para diversos fins terapéuticos (SANTOS; ANDRADE, 2022).
Até o momento, a literatura cientifica carece de estudos que investiguem a aplicabilidade da
Troxerrutina no tratamento da periodontite. Nesse sentido, nosso trabalho se destaca como uma
iniciativa pioneira, explorando o uso da Troxerrutina em um modelo experimental de
periodontite induzida por ligadura. A pesquisa focou na avaliagdo dos efeitos da Troxerrutina,
particularmente suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.

A escolha pela administracdo oral no presente trabalho ndo apenas aproveita as

diversas vantagens dessa via de administracdo, mas também favorece significativamente a
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translacionalidade clinica da pesquisa. De fato, a administracao oral de medicamentos apresenta
varias vantagens em comparacdo com outras vias de administracdo, tornando-a uma escolha
popular tanto para profissionais de saude quanto para pacientes. Primeiramente, destaca-se pela
sua conveniéncia e facilidade de uso, permitindo a autoadministragdo sem necessidade de
assisténcia médica especializada, o que a torna ideal para tratamentos domiciliares. Além disso,
é geralmente mais confortavel para o paciente, evitando o desconforto e os riscos de infeccédo
associados a injecoes e procedimentos invasivos. A absor¢do gradual dos medicamentos pelo
trato gastrointestinal contribui para a manutencgdo de niveis estaveis do medicamento no sangue,
proporcionando efeitos terapéuticos consistentes. A via oral também oferece versatilidade de
formulacdes, incluindo comprimidos, cépsulas, liquidos e suspensdes, adaptando-se as
necessidades e preferéncias dos pacientes. Adicionalmente, a absor¢do mais lenta minimiza o
risco de sobredosagem réapida e efeitos adversos graves. Por fim, a administracdo oral pode ser
mais econO0mica, evitando custos adicionais com dispositivos especiais ou procedimentos
profissionais. Essas caracteristicas tornam a administracdo oral uma opc¢do atraente para a
entrega de terapias medicamentosas, especialmente para tratamentos prolongados e de
manutencdo, como é o caso do tratamento da periodontite. Concluindo, a escolha pela
administracdo oral no presente trabalho ndo apenas aproveita as diversas vantagens dessa via
de administracdo, mas também favorece significativamente a translacionalidade clinica da
pesquisa.

Embora a literatura ainda ndo apresente estudos sobre o impacto da Troxerrutina na
periodontite, pesquisas envolvendo a quercetina em modelos experimentais dessa doenga tém
reportado resultados encorajadores, com reducdo da reabsor¢éo 6ssea em ratos e camundongos
(NAPIMOGA et al., 2013; TASKAN; GEVREK, 2020). O trabalho de NAPIMOGA et al.,
2013 se mostra particularmente significativo ao demonstrar que a administracdo subcutanea de
quercetina, na dose de 150mg/kg, conseguiu inibir a reabsorcdo dssea inflamatéria em um
modelo de periodontite induzida por ligadura, reforcando os nossos achados. Ademais, a
Troxerrutina foi eficaz em estimular a formacao 6ssea e acelerar o processo de reparo de fratura
de fémur em ratos (YANG et al., 2021).

Nossas analises histopatologicas confirmam a preservacdo do osso alveolar, do
cemento e da dentina e a reducdo do infiltrado inflamatério do tecido periodontal no grupo
tratado com a maior dose da Troxerrutina, em comparagdo com 0 grupo nao tratado. Em
conjunto, os dados macroscopicos e microscopicos de nosso estudo sugerem uma osteoprotecao
importante conferida pela administracdo de Troxerrutina. Esse efeito pode estar relacionado a

um aumento significativo na atividade osteoblastica associada a uma reducdo na atividade



39

osteoclastica. De fato, observamos uma elevacao significativa na atividade da fosfatase alcalina
6ssea (FAQO) no grupo que recebeu Troxerrutina de 150 mg/kg, indicando uma potencializacdo
da funcdo osteoblastica nesse grupo em relacdo ao grupo nao tratado (salina). Além disso, a
diminuicdo significativa na razdo RANKL/OPG, em comparagdo com o grupo controle ndo
tratado, reforca a evidéncia de uma menor atividade osteoclastica no grupo tratado com
Troxerrutina.

A fosfatase alcalina € comumente utilizada para avaliar o metabolismo dsseo,
indicando a formacdo Ossea e a atividade osteoblastica. Esta enzima desempenha um papel
importante na compreensdo e monitorizagdo dos processos dindmicos do tecido ésseo, 0 que a
torna uma ferramenta valiosa para a investigacao de aspectos relacionados com a salde 6ssea e
a progressdo da periodontite (VAN STRAALEN et al., 1991; SARDIWAL et al., 2013b). A
observacao de uma diminuigédo na atividade da FAO em modelos experimentais de periodontite,
documentada por Menezes et al. (2012), reforga a pertinéncia de empregar este marcador na
avaliacdo do metabolismo 6sseo no &mbito do nosso estudo. Tal achado reforca a significancia
da FAO néo apenas como um indicador das modificacBes no metabolismo 6sseo decorrentes
da periodontite experimental, mas também como uma ferramenta valiosa na avaliagdo da
efetividade dos tratamentos propostos.

Nossos dados sugerem ainda uma diminuicdo da atividade osteoclastogénica, uma
vez que a razdo RANKL/OPG apresentou-se significativamente menor no grupo tratado com a
maior concentragdo de Troxerrutina comparado ao grupo controle sem tratamento. Esse
resultado aponta para maiores concentracbes de OPG em relagdo a RANKL no grupo
Troxerrutina. Esse achado esta em consonéncia com os achados de NAPIMOGA et al., 2013,
onde a quercetina foi capaz de reduzir a perda Ossea alveolar induzida por A.
actinomycetemcomitans através da regulacdo negativa de RANKL.

O sistema RANK/RANKL/OPG desempenha um papel fundamental na regulagéo
do metabolismo 6sseo, atuando diretamente no equilibrio entre a formacéo e a reabsorcao 6ssea.
Esse sistema complexo inclui o receptor RANK, encontrado na superficie dos osteoclastos e
suas células precursoras, o seu ligante (RANKL), uma proteina expressa principalmente pelos
osteoblastos e algumas células do sistema imunoldgico, e a osteoprotegerina (OPG), que atua
como um receptor para 0 RANKL. A interagdo entre RANK e RANKL ¢é essencial para a
diferenciacdo, ativacgao e sobrevivéncia dos osteoclastos, resultando em maior reabsor¢éo 6ssea.
A OPG, por outro lado, se liga a0 RANKL, impedindo sua interacdo com o RANK e,
consequentemente, a ativacdo dos osteoclastos. Este mecanismo de acdo da OPG resulta na

inibigdo da reabsorgdo dssea.
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Portanto, niveis elevados de OPG no tecido 6sseo de animais tratados com a
Troxerrutina no presente estudo estdo associados a uma menor perda éssea. Nao podemos
afirmar, no entanto, se a Troxerrutina apresenta um efeito direto na modulacdo da via
RANK/RANKL/OPG ou se a modulacdo da via no presente estudo foi secundéria aos efeitos
antinflamatdrios e antioxidantes da Troxerrutina. De fato, a remodelacdo 6ssea € coordenada
pelos osteoclastos e osteoblastos e regulada por horménios e substancias produzidas pelos
ostedcitos em resposta a estimulos mecéanicos e micro lesdes (ERIKSEN, 2010). A literatura
relata que a reabsorcdo 6ssea alveolar, associada a periodontite, pode ser desencadeada direta e
indiretamente pela infiltracdo de células inflamatérias e geracdo de estresse oxidativo (HIENZ;
PALIWAL; IVANOVSKI, 2015). A periodontite é uma doenca que resulta de mdltiplos
desequilibrios nas vias vitais do organismo. E essencial restaurar a homeostase e coordenar 0s
esforgos para resolver a inflamacdo para evitar quaisquer efeitos nocivos no tecido ésseo.
Estudos relatam que os flavonoides podem ser uma ferramenta poderosa na prevencdo de
doencas inflamatdrias, ao aumentar a imunidade local e a defesa do hospedeiro (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009; ZHANG et al., 2010).

Em nosso estudo, a inducdo experimental de periodontite levou a um aumento
significativo tanto nos escores histopatologicos baseados em achados inflamatérios quanto nos
marcadores de estresse oxidativo. A administragéo de Troxerrutina demonstrou uma capacidade
significativa de reduzir esses achados. Notadamente, o tratamento com Troxerrutina promoveu
um aumento expressivo nas concentracdes de glutationa reduzida (GSH) quando comparado ao
grupo que ndo recebeu tratamento, sugerindo um reforco no sistema antioxidante. Além disso,
a administragcdo de Troxerrutina resultou em uma diminuicdo significativa nas concentragoes
de malondialdeido (MDA) no tecido gengival nos animais tratados com as doses mais altas
(100 e 150 mg/kg). Essas observacdes corroboram evidéncias prévias na literatura sobre o
potencial antioxidante dos flavonoides, reforgando a relevancia da Troxerrutina como agente
terapéutico na atenuacgdo dos danos associados ao estresse oxidativo na periodontite (IOVA et
al., 2021). Outros trabalhos que investigaram o uso de fitoquimicos no contexto da periodontite
induzida também encontraram propriedades antioxidantes desses compostos naturais, incluindo
a curcumina e rutina (TEIXEIRA et al., et al., 2017b, e de IOVA et al., 2021,), reforcando a
crescente evidéncia do potencial de agentes naturais no tratamento da periodontite. A atividade
antioxidante da Troxerrutina foi demonstrada no trabalho de FARAJDOKHT e colaboradores
(2017), que reportaram que esse composto foi capaz de proteger os neurénios do hipocampo

contra o estresse oxidativo e a apoptose induzidos pela proteina beta-amiloide em ratos Wistar.
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Os resultados apresentados no presente estudo destacam o potencial terapéutico da
Troxerrutina contra os efeitos deletérios da periodontite experimental. Esses achados reforcam
o0 papel dos flavonoides, especificamente da Troxerrutina, como agentes capazes de conferir
protecdo antioxidante, contribuindo para a satde periodontal. Esse composto emerge, portanto,
como um candidato promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no
tratamento e prevencdo da periodontite, necessitando, no entanto, de estudos adicionais para a
elucidacdo completa de seus mecanismos de acao e para a avaliacao de sua eficécia e seguranca
em aplicagdes clinicas.

O potencial uso clinico da Troxerrutina pode ter um impacto significativo na
qualidade de vida das pessoas, ao proporcionar uma opcdo de tratamento eficaz para a
periodontite, uma condicdo que afeta uma grande parcela da populacdo e estd diretamente
relacionada a complicacdes sistémicas. A integracdo dessa substdncia as estratégias de
tratamento existentes pode oferecer beneficios substanciais ndo s6 aos individuos afetados, mas
também ao sistema unificado de saude brasileiro, ao reduzir a necessidade de intervengdes mais

invasivas e onerosas.

7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a Troxerrutina pode reduzir os efeitos nocivos da
periodontite induzida por ligaduras na mandibula de camundongos. A administracdo de
Troxerrutina, por via oral, pode aumentar a osteoprotecdo e prevenir a reabsorcao 0Ossea
inflamatdria na periodontite, o que indica o seu potencial terapéutico significativo nos tecidos
periodontais. Este estudo é o primeiro a demonstrar o efeito antirreabsortivo da Troxerrutina
num modelo de periodontite induzido por ligadura, o que pode ser devido, pelo menos em parte,

as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.
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de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de autubro de 2008, com o Decreto 6 899 de 15 de julba de 2009,
bem comao com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e fai
APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animats da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de
15/02/2022.

We certify that the proposal "ORAL MANAGEMENT EFFECT OF THE BIOACTIVE - TROXERUTIN - ON INDUCED
PERICDONTAL DISEASE IN SWISS MICE.", utilizing 40 Heterogenics mice (40 males), protocol number CEUA
B72T7251021 (o oo, under the responsibility of Renata Ferreira de Carvalho Leitao and team; Conceigdo da
Silva Martins Rebougas; Rafaela Franco Moreira; Gabriela Quariguase Damasceno - which inwolves the production,
maintenance andfor 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 B, 2008, Decree
GBOO of July 15, 2000, as wall as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
[CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal University of Ceard (CELA-
UFC) in the meeting of 02/15/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2022 a 042023 Area: Departamenta de Marfologia

Origem:  Biotério Central da UFC
Espécie; Camundongos heterogénicos sax; Machos idade: 5 a8 semanas Quantidade: 40
Linhagem: Swiss Peso: 20a25g

Fortaleza, 19 de fevereirn de 2024
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Profa, Dra, Camila Ferreira Roncari ) Profa. Dra. Kanuza Maria Alves Pereir
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da;f_l?r'?:.s;m de Etica no Usa de
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceard
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