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Avaliacdo do efeito do resveratrol sobre os tecidos periodontais de ratos

submetidos a periodontite experimental

RESUMO

O resveratrol é um polifenol bem conhecido por seus beneficios & satde: pode prevenir a
obesidade, melhorar o controle metabdlico do diabetes, prevenir e tratar a artrite reumatoide e
exercer atividade anticancerigena, além de proteger contra a degeneracdo neural e prevenir
doencas cardiovasculares. Também foi demonstrado que o resveratrol pode interferir
positivamente com osteoblastogénese, contribuindo para a nova formagdo dssea, podendo
promover efeitos imunomoduladores na resposta do hospedeiro na presenca de doenca
periodontal. O objetivo deste estudo foi avaliar o aspecto dos tecidos periodontais, sob
administracdo do resveratrol através de exames histologicos, morfoldgicos e radiograficos de
ratos com periodontite induzida experimentalmente. Para a realizacdo deste estudo, foram
utilizados 24 ratos machos Wistar, com 75 dias de idade, sendo que metade do nimero total
de animais recebeu uma ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo
que atuou como irritante gengival por 30 dias, favorecendo o acimulo de placa bacteriana e o
consequente desenvolvimento da doenca periodontal, formando os grupos com periodontite
experimental. Apos este procedimento foram originados 4 grupos: 1) Grupo Controle (CON);
2) Grupo Ligadura (LIG); 3) Grupo Resveratrol (RSV); 4) Grupo Ligadura-Resveratrol (LIG-
RSV). Os animais pertencentes aos grupos Resveratrol receberam uma dose diaria de 10
mg/kg de peso corporal do polifenol, via oral, durante 4 semanas. Apds 105 dias de periodo
experimental, foi realizada a eutanasia, onde foram coletadas amostras de tecido gengival
para realizacdo de analise imunol6gica, bem como houve a dissecacdo das hemimandibulas,
que foram submetidas a analise histologica, morfologica e radiografica, para avaliagdo dos
tecidos periodontais Os resultados demonstraram uma perda dssea alveolar significativamente
menor (p<0,05) nos animais que receberam a administracdo de resveratrol, evidenciado tanto
radiograficamente, histomorfometricamente e histologicamente na contagem de células
Osseas. Além disso, o resveratrol foi capaz de reduzir a concentracdo da interleucina 17 (IL-
17) nos grupos que receberam sua administragdo, associado ou ndo a doenca periodontal
induzida, porém, ndo demonstrou nenhum efeito protetor sobre os tecidos gengivais dos
animais. Assim, pode-se concluir, com estes resultados, que a administracdo do resveratrol
poderia provocar um efeito protetor sobre a perda dssea alveolar de ratos com periodontite
experimental, além de atuar positivamente sobre a IL-17. Entretanto, ndo apresentou efeito
sobre o0s tecidos gengivais nos grupos com a presenca da doenca periodontal.

Palavras-chave: Doenca periodontal, polifenol, vinho.



Evaluation of the resveratrol effect on the periodontal tissues of rats submitted to
experimental periodontitis
ABSTRACT

Resveratrol is a polyphenol well known for its health benefits: can prevent obesity, improve
metabolic control of diabetes, prevent and treat rheumatoid arthritis, exercise anticancer
activity, besides protect against neural degeneration and prevent cardiovascular disease. It has
also been shown that resveratrol can positively interfere with osteoblastogenesis, contributing
to a new bone formation, possibly promoting immunomodulator effect on host response in
presence of periodontal disease. The aim of this study was to evaluate the appearance of
periodontal tissues under resveratrol administration by means of histological, morphological
and radiographic examinations of experimentally induced periodontitis rats. For the
accomplishment of this study, 24 male Wistar rats, with 75 days of age were used, from
which half of the total amount of animals receiving a ligature around the first inferior right
and left molars, that acted as a gingival irritant for 30 days, favoring the accumulation of
plaque and, consequently, the development of periodontal disease, forming the groups with
experimental periodontitis. After this procedure, 4 groups were generated: 1) Control Group
(CON); 2) Ligature Group (LIG); 3) Resveratrol Group (RSV); 4) Ligature-Resveratrol
Group (LIG-RSV). Animals belonging to the Resveratrol groups received a daily dose of 10
mg/kg body weight of the polyphenol, orally, for 4 weeks. After 105 days of the experimental
period, euthanasia was carried out, where gingival tissue samples were collected for
immunological analysis, as well as hemimandibula dissection, which were submitted to
histological, morphological and radiographic analysis to evaluate the periodontal tissues. The
results showed a significantly lower alveolar bone loss (p <0.05) in the animals receiving
Resveratrol, evidenced both radiographically, histomorphometrically and histologically in the
bone cell count. In addition, resveratrol was able to reduce the concentration ofinterleukin-17
(IL-17) in the groups that receive it, associated or not with periodontal disease induced, but
showed no protective effect on the gingival tissues of the animals. Thus, it can be concluded
from these results, that the administration of resveratrol could provoke a protective effect on
the alveolar bone loss of rats with experimental periodontitis, in addiction to action positively
on IL-17. However, it had no effect on the gingival tissues of the groups in presence of
periodontal tissues.

Keywords: Periodontal disease, polyphenol, wine.
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Introducéo

A doenca periodontal (DP) € uma das doencas orais mais importantes no mundo, e a
ma higiene oral continua sendo a sua maior causa. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a forma grave dessa doenca afeta aproximadamente 10 a 20% das pessoas e as formas
leve e moderada de 20 a 50% em todo o mundo, correspondendo a 15% dos adultos entre 21 e
50 anos de idade. No Brasil, a prevaléncia da forma moderada da doenca em adultos foi de
15,3% e a forma grave foi de 5,8%. Além disso, os individuos de baixa escolaridade e de
classes sociais mais baixas sdo os mais afetados (OLIVEIRA, WATT e HAMER, 2010;
TOREGEANI et al., 2014; VETTORE, MARQUES e PERES, 2013). A doencga periodontal
ndo é mais identificada apenas como um problema de saude oral, mas também uma questao
de saude puablica, uma vez que esta associada a saude sistémica (SURESH, MAHENDRA,
2014).

A periodontite € uma doenca infecciosa crénica causada predominantemente por
bactérias (SANTOS et al., 2014), sendo uma forma inflamatdria mais avancada da doenca
periodontal, na qual ocorre a desagregacdo dos tecidos de suporte dos dentes cuja progressdo
pode levar & mobilidade e, finalmente, a perda dos dentes (NASCIMENTO, 2013).

Na fisiopatologia da DP, as bactérias produzem lipopolissacarideos (LPS) capazes de
desencadear a liberacdo de diversas citocinas pro-inflamatdrias, bem como nas respostas
sistémicas ao processo inflamatorio oral, dentre elas a interleucina (IL) 1P, a qual estimula a
producdo de prostaglandina E2 (PGE2); IL 6, que estimula a producdo de imunoglobulinas e
reabsorcdo 0ssea, sendo sua secrecdo acentuada na inflamacdo periodontal; o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que é produzido por mondécitos e macréfagos e ativa
osteoclastos responsaveis pela reabsorcdo de 0sso, cemento e ligamento periodontal, atuando
sinergicamente com IL 1 e IL 6, e a Proteina C-Reativa (PCR), a qual serve como um
marcador para a inflamacdo sistémica. A IL-17, descrita mais recentemente, também est
diretamente relacionada a progressdo da doenca e consequente degradacdo tecidual na
periodontite. (GARLET et al., 2012; LINS et al.,2007; SCHENKEIN e LOOS, 2013;
BASTOS et al., 2005; RODRIGES et al., 2009).

Ap0s o estimulo inflamatdrio, ocorre um aumento da producdo de PGE2 e da matriz
de metaloproteinases (MMP), acarretando na destruicdo das estruturas de sustentacdo dos
dentes, estimulando a reabsorc¢do do osso alveolar. Além disso, com a evolugdo da doenca e
producdo dessas citocinas pro-inflamatorias, ocorrerd a formacdo de bolsas periodontais,

aumentando as concentracdes de PCR e fibrinogénio, gerando uma resposta sistémica.
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Ocorre, também, o aumento das MMPs, em especial a MMP-8, Unica proteinase que tem a
capacidade de fragmentar os colagenos tipo | e Il1, os quais sdo de suma importancia para a
manutencdo estrutural do periodonto, intimamente ligada a progressao da doenca e ao seu
pior prognostico (KALAKONDA et al., 2016; POLEPALLE et al., 2015; SCHENKEIN;
LOOS, 2013; TOREGEANI et al., 2014).

Considerando o cenério complexo conduzido por numerosos mediadores pré e anti-
inflamatdrios com propriedades diferentes, tem-se investigado estratégias para modular a
resposta imune-inflamatéria do hospedeiro a doenca periodontal. O estudo de Casati et al.
(2013) relataram que tanto os anti-inflamatorios ndo esteroidais convencionais (AINES) como
os inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2) podem modular a reacdo imuno-
inflamatéria de um hospedeiro. Entretanto, o uso sistémico desses farmacos esta
frequentemente relacionado a efeitos colaterais graves (FRITZGERALD e PATRONO,
2001).

Diversas plantas ou seus componentes ativos utilizados na medicina tradicional
podem ser Uteis para o tratamento de condicdes inflamatdrias, sendo mais recente o crescente
interesse sobre o resveratrol, através de estudos que focaram o seu uso para modular doencas
imuno-inflamatérias, como a periodontite (CASATI et al., 2013; CIRANO et al., 2016).

O composto resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) € um polifenol presente em
diversas espécies de plantas utilizadas para consumo humano e que pode ser encontrado
principalmente em uvas, no vinho tinto e nozes (FREMONT et al., 2000; SAIKO et al., 2008;
WENZEL e SOMOZA, 2005). Seu potente efeito antioxidante, antitumoral e anti-
inflamatorio, vém mostrando beneficio na prevencao e tratamento de algumas doengas como
cancer, diabetes, disturbios cardiovasculares, doencas degenerativas, autoimunes e
metabolicas (BAUR et al., 2006; SCHMATZ et al., 2009; EL-MOWAFY et al., 2011).

Demonstrou-se também que o resveratrol pode interferir positivamente na
osteogénese, contribuindo para a neoformacdo 6ssea (TSENG et al., 2011). No entanto,
investiga-se se o resveratrol pode promover efeitos imunomoduladores na resposta do
hospedeiro na presenca de doenca periodontal. Evidéncias tém apoiado cada vez mais teorias
de que a resposta imuno-inflamatoria influencia a composicéo do biofilme e que o controle da
inflamacdo pode inibir o surgimento de um biofilme patogénico, além de melhorar a
cicatrizagdo periodontal. Assim, novos dados sobre a agdo imuno-inflamatéria do resveratrol
podem sugeri-lo como uma nova terapéutica para pacientes com periodontite (TONETTI e
CHAPPLE, 2011; CASATI et al., 2013).
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Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administragdo do
resveratrol sobre os tecidos periodontais de ratos submetidos ou ndo a doenga periodontal

induzida por ligadura.
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Metodologia

Ao total, foram utilizados 24 ratos Wistar machos (peso corporal entre 180-350 g) 0s
quais foram mantidos no biotério setorial do Laboratério de Fisiologia Endocrina e
Metabolismo do CCBS em ambiente com ciclo claro-escuro (luzes acesas as 07:00 horas e
apagadas as 19:00 horas) e temperatura controlados, sendo separados em caixas individuais
em grupos de 3-5 por caixa (41 cm de comprimento, 34 cm de largura e 17 cm altura). Os
animais receberam dieta padrdo e 4gua a vontade por todo o periodo experimental. Todo o
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNIOESTE, estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,

adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Grupos experimentais

Todo o célculo amostral do estudo foi baseado no uso do Teste ANOVA para calculo
do tamanho das amostras, com poder de 90% e nivel de significancia de 5%, bem como
baseado em estudos preliminares (CASATI et al., 2013; CIRANO et al., 2016).

Os 24 animais foram aleatoriamente divididos, sendo que a metade da amostra foi
submetida a inducdo da periodontite por ligadura. Em seguida, os animais foram
subdivididos, sendo que 6 animais dos grupos com ligadura e 6 animais sem ligadura,
passaram ter administracdo de resveratrol. Todos os animais permaneceram com dieta padréo
(Figura 1).

Inducéo da doenca periodontal

Aos 75 dias de vida, metade do nimero total de animais foram anestesiados com
xilazina 0,04mL/100g e quetamina 0,08mL/100g, e posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutencao da abertura bucal dos ratos, facilitando o acesso aos
dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pin¢a modificada e de uma
sonda exploradora, um fio de algoddo namero 40 foi colocado ao redor dos primeiros molares
inferiores direito e esquerdo dos animais. A ligadura atuou como irritante gengival por 30
dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e, consequentemente, o desenvolvimento da
doenca periodontal (NASSAR et al., 2009).
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Administracéo do resveratrol

Os animais pertencentes aos grupos RSV e LIG-RSV passaram a receber o
resveratrol, logo no dia seguinte apos a colocacdo da ligadura. O polifenol em po foi diluido
em &gua em uma dose de 10 mg/kg de peso corporal e foi administrado diariamente, via oral
por meio de gavage durante 4 semanas (CASATI et al. 2013; CORREA et al., 2018).

Eutanasia
24 ratos
machos
[ | * 1
CON LIG RSV LIG-RSV
(n=6) (n=6) (n=6) n=6
Agua e dieta Aos 75 dias de A0s 76 dias - -
- pad?éo por todo |[H vida receberam pagsa_r a_mta rgceger recﬁt?:rgri d;?gzjsa?jirvz;,dg no|
experimento. ligadura. arlegg::;[rroalgagr 2 L dia sequinte passaram a
semanasF,J receber administragéo do
105 dias - | | 105 dias - resveratrol.
Eutanasia Eutanasia | [105 dias - _
Eutanasia. | | 105 dias -
Eutanasia

Figura 1: Figura esquematica representando a divisdo dos grupos e protocolos experimentais realizados.

Analise radiogréfica

Logo apds a eutandsia, a hemimandibula do lado esquerdo de cada animal foi
retirada e fixada em formol tamponado com pH 7,2, durante 24 horas. Posteriormente, as
hemimandibulas foram colocadas com o lado lingual sobre o sensor radiogréafico digital Kodak
RVG 6100, com resolucdo de imagem 20 pl/mm, resolucdo tedrica do sensor 27,03 pl/mm, fibra
Otica 1, dimens@es de superficie ativa de 22 x 30 mm e dimensfes da matriz (pixels) 1200 x 1600
(1,92 milhdes). As mandibulas foram posicionadas para que as cuspides vestibulares e linguais
dos primeiros molares ficassem no mesmo plano vertical. O aparelho de raios X (AGFA) foi
regulado para 100mA, 0,05s, 40KV e uma distancia foco/filme de um metro, com incidéncia
de raios X perpendicular as pegas. Nas imagens digitalizadas, foram realizadas 3 medidas no

programa Image Tools 3.0 (The Universityof Texas Health Science Center, San Antonio, TX,
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USA), através de uma medida linear, que percorreu a distancia da juncdo cemento-esmalte
(JCE) até a crista 0ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior esquerdo, sendo
que essas medidas foram realizadas uma vez ao dia em 3 dias diferentes e retirada a média

entre elas. As mesmas foram expressas em centimetros (NASSAR et al., 2009).

Processamento histoldgico

As hemimandibulas do lado direito obtidas foram fixadas em solucdo de formol a
10% por 24 horas e descalcificadas com &cido tricloroacético (TCA) 5%, 10°C, por trinta
dias. As pecas foram avaliadas para verificar o grau de descalcificacdo esperado, com
renovacdo da solucdo de TCA a cada cinco dias. Apos a descalcificacdo, os tecidos foram
imersos em sulfato de so6dio 5% durante aproximadamente duas horas para neutralizar o TCA,
lavados em &gua corrente por duas horas, mantidos em alcool 70% até o processamento
histolégico para inclusdo em parafina (PurifiedParaffin, code 1228, lot 1008459, Vetec
Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brazil). Os fragmentos das hemimandibulas foram desidratados
em serie alcoolica ascendente, diafanizadas em xilol e incluidos em parafina. Os blocos de
parafina foram cortados em micr6tomo manual (Olympus, CUT 4055 - Charleston, Carolina
do Sul, EUA) para obtencdo de secgdes de 7um de espessura, que foram montadas em

laminas histoldgicas e coradas pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE).

Analises histoldgicas

A anélise microscopica foi realizada por um Unico examinador treinado através da
avaliacdo dos cortes histologicos corados. As laminas foram analisadas com auxilio de um
microscopio de luz transmitida comumente (Leica Microsystems, Switzerland) para
observagdes morfoldgicas do tecido gengival, processo alveolar e contagem de osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos das hemimandibulas dos animais.

Morfometria gengival

As medidas morfométricas foram feitas nas gengivas marginais vestibular e lingual

direita em todos os grupos, utilizando-se um programa analisador de imagens (Image Tool
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3.0), acoplado a um microscopio de luz com objetiva de 10x, a intervalos de 10 cortes entre
uma contagem e outra no seriamento dos cortes (cerca de 50 pm).
As mensuractes foram feitas a partir de pontos morfologicos pré-determinados na

gengiva marginal, (Figura 2). Os resultados foram expressos em pm.

Figura 2.- Esquema da gengiva do rato, mostrando os pontos de referéncia usados para as medidas morfométricas do
epitélio bucal, crista epitelial e tecido conjuntivo.

C- altura do epitélio da crista gengival

E — Largura do epitélio bucal

H - altura do tecido conjuntivo na regido média

L - largura do tecido conjuntivo na regido basal

Analise histologica e contagem de células

Ap6s a obtencdo das laminas histolégicas, foi realizada a quantificagdo de
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos presentes em cinco campos consecutivos da crista dssea
alveolar vestibular, partindo do ponto mais alto da crista. Para a observacdo foi utilizado o
aumento de 100 vezes em imersdo no microscopio, sendo feitas duas observagdes por campo,
e entdo, calculada a média dos valores para cada animal e para cada grupo.

Uma medida da menor distancia entre o apice da crista dssea alveolar vestibular e a
juncdo cemento-esmalte também foi realizada. As medidas (em pixels) foram repetidas uma
vez por dia, em trés dias diferentes para entdo obter-se a média entre os valores. Para isso,
utilizou-se um microscépio acoplado a um computador, 0 que permitiu capturar as imagens,

através do software LazEz®.
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Anélise da expressdo da IL-17

Uma porcdo do tecido gengival ao redor dos dentes, da hemimandibula do lado
esquerdo, submetidos ou ndo a colocacdo de ligadura, foi removida e utilizada para analise
por Ensaio de Imunoabsor¢do Acoplado a Enzimas (ELISA) da presenca da citocina IL-17.
Para a dosagem, foram utilizadas placas previamente sensibilizadas com anticorpos
monoclonais (Biosource, INVITROGEN ®, Califérnia, EUA) de acordo com as instrucfes do
fabricante. As placas foram incubadas com os sobrenadantes do tecido gengival ou com
diferentes concentragOes da citocina IL-17 recombinantes, nas concentracdes indicadas pelo
fabricante. O anticorpo de detec¢do conjugado a peroxidase especifico da citocina foram
adicionados as placas, sendo, posteriormente ao tempo de incubacéo, lavadas e a reatividade
revelada pela adicdo da solucédo de revelagdo, seguindo as orientacdes do fabricante. A reacédo
foi blogueada com solugéo de parada e a leitura realizada a 450 nm em leitor de microplacas.
A concentragédo da citocina foi calculada utilizando-se a curva de regressdo linear, a partir de

curva padréo realizada para a respectiva citocina. Os resultados foram expressos em pg;mL.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, todos os valores numéricos foram expressos como média +
desvio padrdo. Em um primeiro momento, através do programa Bioestat 5.3 (Instituto
Mamiraua, Amazonas, Brasil), foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
distribuicdo de normalidade dos dados. Posteriormente foram realizados testes paramétricos
ANOVA - Oneway seguido por teste de comparacdo multipla de Tukey. As diferencas
observadas foram consideradas significantes quando p < 0,05 (5%). Os dados foram
apresentados na forma de tabelas e graficos.
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1- Resultados

Analise radiografica e histomorfométricado osso alveolar

Nas analises, radiogréfica (graficol) e histomorfométrica (tabela 1) do osso alveolar
dos primeiros molares inferiores, verificou-se que nos animais do grupo LIG, houve maior
perda dssea alveolar significante (p<0,05), comprovando a eficicia da inducdo da doenca
periodontal sobre o tecido 6sseo. Porém, os animais que receberam tratamento com
resveratrol, mesmo associado a doenga periodontal induzida (LIG RSV), tiveram uma menor
perda Ossea significativamente (p<0,05), quando comparados aos que ndo receberam
tratamento, sugerindo a hipotese de um efeito protetor do resveratrol frente a doenca
periodontal. Os grupos controle e resveratrol ndo tiveram diferencas estatisticamente

significantes entre si.

Graficol: Andlise radiografica da distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista dssea
alveolar do lado mesial do primeiro molar esquerdo dos ratos de todos os grupos. Os
valores representam a média + desvio padrdo e estdo expressos em centimetros.
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*Letras diferentes, grupos estatisticamente diferentes com p<0.05, apés o Teste de ANOVA e teste de
TUKEY.
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Tabela 1: Analise histomorfométrica da distancia da jungdo cemento-esmalte até a crista 0ssea alveolar do
lado mesial do primeiro molar esquerdo dos ratos de todos os grupos. Os valores representam a média +
desvio padrdo e estdo expressos em pixels.

Grupos Médias * desvio padrao
COM 196.07+43.35 A
LIG 369.38+76.73 B
RSV 198.38+25.92 A
LIG-RSV 269.84+56.21 C

*Letras diferentes, grupos estatisticamente diferentes com p<0.05, apds o Teste de ANOVA e teste de TUKEY.

Medida histomorfométrica do tecido gengival

Quando analisadas as medidas da morfometria gengival, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos LIG e LIG-RSV (p>0,05) (tabela 2), bem como
entre 0s grupos CON E RSV. Porém, essas medidas apresentam-se estatisticamente
maiores (p>0,05) quando comparadas os grupos de ratos submetidos a ligadura (LIG e LIG-
RSV) com os grupos sem periodontite induzida (CON e RSV). Sugerindo que o resveratrol

ndo atuou sobre 0s tecidos gengivais.

Tabela 2: Analise histomorfométrica da gengiva da hemimandibula direita dos animais de todos os grupos.
Os valores representam média =+ desvio padrio e estdo expressos em micrometros (um).
Grupos Altura do epitélioda  Largura do epitélio  Altura do tecido Largura do tecido

crista gengival (C) bucal (E) conjuntivo (H) conjuntivo (L)
COM 5161+7.10 A 59.83 +5.692 199.02 + 11.802 98.10 + 18.03 A
RSV 51.43+8.86 A 58.31+9.182 196.57 £ 21.162 98.07 + 14.04A
LIG 62.93+6.60 B 74.14 + 14.25B 228.04 £ 9.81B 134.04 + 20.38B
LIG-RSV 63.92+6.36 B 75.71 £ 13.08B 234.67 £ 21.78B 136.62 + 27.29B

*As letras correspondem as comparacGes dentro do mesmo pardmetro. Letras diferentes: grupos
estatisticamente diferentes com p<0.05, apds o Teste de ANOVA e teste de TUKEY.

Anélise histologica da hemimandibula direita

Grupo Controle
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Na andlise histologica deste grupo, os epitélios, oral, juncional e sulcular, assim
como o tecido conjuntivo encontraram-se dentro da normalidade, sem a presenca de tecido
inflamatério. O osso alveolar presente estava intacto, compacto e regular, com por¢do
esponjosa central da aparéncia normal. Cemento, ligamento periodontal e a juncdo cemento-
esmalte também apresentaram caracteristicas anatdmicas dentro do padrdo de normalidade.
Foi observado ainda, a presenga de osteoblastos e osteoclastos indicando o processo de
reabsorcdo e neoformacgdo Ossea, em condicdo de equilibrio. As cristas Gsseas estavam
espessas e a nivel do terco cervical da raiz, evidenciado por meio da mensuracdo da distancia

da juncdo cemento-esmalte até a crista dssea alveolar (Figura 3-A).

Grupo Ligadura

No grupo LIG foram observadas alteracdes no cemento e ligamento periodontal,
além da crista 6ssea que se apresentou de forma irregular, com extensa perda 6ssea alveolar,
ocorrendo exposi¢do do terco cervical do dente. Em relagdo as células Osseas, notou-se a
presenca acentuada de osteoclastos, revelando a atividade de reabsorcdo 0ssea. Os epitélios,
oral, juncional e sulcular encontraram-se em estado de anormalidade em relacdo a sua
morfologia, havendo migragdo para regido apical e presenca de infiltrado inflamatdrio no
tecido conjuntivo (Figura 3-C).

Grupo Resveratrol

Neste grupo podemos observar normalidade dos tecidos periodontais e da morfologia
dos epitélios oral, juncional e sulcular, bem como no tecido conjuntivo, o qual ndo apresentou
nenhum aspecto inflamatorio. Observou-se presenca de osteoblastos e osteoclastos em
condicGes de normalidade para os processos de neoformacdo e reabsorcdo Ossea. A crista
6ssea manteve-se proxima a JCE, em condic6es de homeostasia (Figura 3-D).

Grupo Ligadura-Resveratrol

Neste grupo podemos observar pequenas alteragcdes nos epitélios oral, juncional e
sulcular, com tecido conjuntivo apresentando aspecto inflamatorio. A crista dssea também
apresentou irregularidades, tanto em relagéo a quantidade dssea, onde houve maior reabsorcao

em relacéo aos grupos sem periodontite experimental, quanto a sua localizagcdo, em que, neste
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caso encontrou-se huma altura proxima ao terco cervical do dente. Houve presenca aumentada
de osteoclastos quando comparado ao grupo Resveratrol, revelando atividade de reabsorcao
0ssea, porem menor do que o grupo LIG (Figura 3- B).

Na quantificacdo de células Osseas (tabela 3) do osso alveolar dos primeiros molares
inferiores, verificou-se que nos animais do grupo LIG houve aumento do numero de
osteoclastos significativamente (p<0.05), com consequente diminui¢do significativa do
numero de osteoblastos e ostdcitos (p<0.05). Entretanto, os animais que receberam tratamento
com resveratrol, mesmo associado a doenca periodontal induzida (LIG-RSV), tiveram uma
menor nimero de osteoclatos e aumento de osteoblastos e ostedcitos significativamente
(p<0,05) quando comparados aos que ndo receberam tratamento. Os grupos controle e
resveratrol ndo tiveram diferencas estatisticamente significantes entre si (p>0.05) na

quantificacdo dessas células 0sseas.

Figura 3:Fotomicrografia representativa de um animal do grupo CON (A). Fotomicrografia representativa de
um animal do grupo LIG RSV. (B) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo LIG
(C).Fotomicrografia representativa de um animal do grupo RSV (D). COA: Crista Ossea alveolar; EJ:
Epitélio juncional; ES: Epitélio sulcular; EO: Epitélio oral . Hematoxilina e Eosina (HE). Aumento 40x.
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Tabela 3 — Analise histolégica da hemimandibula direita dos ratos dos grupos experimentais para quantificacdo de
osteocitos, osteoblastos e osteoclastos. Os valores representam média + desvio padrao e estdo expressos unidades

Osteoblasto Ostedcito Osteoclasto
COM 12.57+2.14 A 32.23+9.98 A 0.37+0.08 A
LIG 6.95+0.69 B 10.67+4.62B 3.46+0.16B
RSV 12.05+0.63 A 34.25+12.10 A 0.46+0.08 A
LIGRSV 8.64+1.03 C 18.45+4.23C 1.71+0.14C

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos,

dentro do mesmo parametro.

Anélise da expressdo da IL-17

A concentracdo de IL-17 foi avaliada a partir do sobrenadante de tecido gengival de

animais de todos os grupos. Os resultados demonstraram que a concentracdo de IL-17 se

apresentou maior nos grupos sem resveratrol em comparacdo aos demais grupos (p<0.05),

demonstrando o resultado positivo do resveratrol sobre essa interleucina (Tabela 4).

Tabela 4:Concentragdo de IL-17 nas amostras gengivais dos ratos dos grupos experimentais. Os valores
representam média £ desvio padrdo e estdo expressos em pg/mL

Grupos Meédias + desvio padrdo
COM 27.47£8.23 A
LIG 41.37£747B
RSV 12.47+2.30 C
LIGRSV 15.98+2.33 D

*Letras diferentes, grupos estatisticamente diferentes com p<0.05, ap6s o Teste de ANOVA e teste de

TUKEY.
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Discussao

A periodontite € uma doenca crbnica inflamatdria associada a placa subgengival,
sendo uma das principais causas da perda dentaria (BEREZOW et al., 2011). A mesma leva a
formagéo de bolsas periodontais, que promovem a perda de adesdo entre dentes, gengiva e
também induz a reabsorcdo do osso alveolar (NAGASAWA et al., 2007). Atualmente ha um
crescente interesse na utilizacdo de produtos naturais para prevenir doencgas orais, como a
doenca periodontal (CALIXTO et al., 2004). Dentre esses produtos, o resveratrol é um
composto natural, polifenol ndo flavondide que esta presente em mais de 72 vegetais,
podendo apresentar um carater anti-inflamatério e antimicrobiano no tratamento da doenca
periodontal (ANDREOU et al., 2004). Logo, nosso estudo buscou uma alternativa terapéutica
natural, como o resveratrol, que pudesse ser utilizada para auxiliar na protecdo contra a perda
0ssea alveolar causada pelo desenvolvimento da doenga periodontal.

O resveratrol é uma fitoalexina naturalmente produzida por alguns espermatdfitos,
longamente encontrado na casca de uva vermelha e vinho tinto (FREMONT, 2000;
WENZEL, 2005). Dentre os diversos beneficios do mesmo, ainda pode interferir
positivamente na oesteogénese, contribuindo para nova formacgdo éssea (WHITLOCK E
BAEK, 2012; BHATT et al., 2011; Ll et al., 2012; BREEN et al., 2012; TSENG et al., 2011).

A literatura demonstra a relagdo do resveratrol frente a doenca periodontal, como o
estudo realizado por Atmanspacher et al., em 2013 o qual teve como objetivo determinar, por
meio de avaliacbes imunoenzimaticas, a influéncia sistémica do resveratrol no processo
inflamatério da periodontite experimental em ratos pela doenca induzida. A IL-17 foi
significativamente menor no grupo teste, em que 0s ratos receberam a administracdo do
polifenol, quando comparado ao grupo controle (p= 0,014), corroborando com os resultados
de nosso estudo (tabela 4), em que o grupo que recebeu a ligadura associada ao tratamento
com resveratrol apresentou menores concentracfes desta mesma interleucina, quando
comparado ao grupo LIG, sendo também demonstrados nos grupos CON e RSV, onde RSV
apresentou menor concentracdo de IL-17 em relacdo ao grupo CON. Casati et al. (2013)
também demonstraram que a acdo de modulacéo exercida pelo resveratrol parece ser atribuida
ao seu efeito inibitorio sobre a atividade pro-inflamatdria na producao de citocinas da resposta
imune do tipo Thl7, porque a administracdo deste agente natural promoveu uma redugéo
significativa dos niveis de IL-17.

Segundo Xuzhu et al. (2012) e Casati et al. (2013), o resveratrol pode inibir

diretamente o desenvolvimento de células Th17 ou indiretamente suprimindo a producdo das
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principais citocinas de polarizagdo Th17 tais como IL-1. De fato, corroborando com o
presente estudo, observou-se uma tendéncia para uma maior inibi¢do desta IL-17 no grupo
que recebeu o resveratrol. Assim, embora a inibicdo da IL-17 tenha sido alcancada
principalmente pelo consumo de resveratrol no presente estudo, uma tendéncia na reducédo
dos niveis de outras citocinas, como a IL-1p, também pode ter contribuido para o impacto
positivo do resveratrol sobre os processos destrutivos do tecido ésseo alveolar (Rizzo et al.,
2012; Casati et al., 2013).

Em relacdo a histomorfometria do osso alveolar, podemos notar que mais uma vez o
resveratrol foi eficaz frente a periodontite experimental. Evidenciado tanto na anélise
radiografica (grafico 1), quanto na analise histomorfométrica (tabela 1), em que a distancia da
JCE até a crista 0ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar esquerdo foi menor nos ratos
do grupo LIG-RSV, onde os animais receberam administracao diaria do resveratrol associado
a doenca periodontal, quando comparado ao grupo LIG onde os animais ndo receberam
administracdo do polifenol e tiveram maior perda 6ssea. Esses achados assemelham-se com
os de Casati e seus colaborados em 2013, em que avaliaram o efeito da administracdo
continua do resveratrol na progressdo da doenca periodontal induzida experimentalmente em
24 ratos. Nestas mesmas analises, os grupos CON e RSV ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si.

No presente estudo, o resveratrol ndo influenciou a morfologia dos tecidos gengivais
(tabela 2). Quando realizadas as mensuracdes nos pontos pré-determinados demonstrados na
figura 4, os grupos CON e RSV foram estatisticamente semelhantes entre si, bem como os
grupos LIG e LIG-RSV, ou seja, 0s animais que foram induzidos a doenca periodontal e o0s
que além da inducdo receberam a administracdo do resveratrol como possivel terapéutica para
doenca, ndo tiveram diferencas estatisticas entre si quando analisada a morfometria gengival.
Demonstrando que o polifenol ndo atuou como agente protetor sobre os tecidos gengivais.
Esses dados divergem dos achados de Minagawa et al (2015), que demonstraram que 0
resveratrol suprimiu as respostas inflamatérias dos células epiteliais gengivais humanas
provavelmente pela supressdo de espécies reativas de oxigénio ou inibicdo do fator nuclear-
kB (NF-kB).

Com relacéo a atividade de reabsorcéo, podemos notar através da quantificacdo de
células dsseas, demonstrada na tabela 3, que os grupos CON e RSV apresentaram uma
guantidade acentuada de osteoblastos e ostedcitos e uma quantidade bastante reduzida de
ostoclastos, mostrando uma relagdo de equilibrio entre o processo de neoformacgéo frente ao

de reabsorcdo Ossea em ambos os grupos. Os espécimes do grupo LIG, os quais foram
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induzidos a DP, tiveram uma quantidade acentuada de osteoclastos (tabela 3), justificando a
grande reabsorcdo 0ssea verificada tanto na andlise radiografica (grafico 1), quanto na anélise
histomorfométrica (tabela 1). O grupo LIG RSV, apresentou menor quantidade de
osteoclastos e maior nimero de osteoblastos e ostedcitos do que os animais do grupo LIG, o
que justifica a efetividade do resveratrol em previnir perda 6ssea na ligadura. Esses achados
corroboram com Bhattarai et al em 2016, que estudaram a relagdo do resveratrol na
modulacéo da inflamacéo e concluiram através de analise histologica que a administracdo do
resveratrol (5mg/kg de peso corporal) melhorou a perda 6ssea alveolar mediada por ligadura
em ratos.

Embora haja de fato um potencial terapéutico do resveratrol na modulacdo
inflamatdria, ainda ndo estdo elucidados quais 0s mecanismos exatos que essa substancia atua
para estimular tal efeito. Casati et al (2013) em seu estudo afirmam que mecanismos
adicionais dessa via precisam de esclarecimento, porém algumas descobertas demonstraram
que o resveratrol pode reduzir a expressdo de outros marcadores, incluindo 1L-2, IL-6, IL-8,
IL-12, fator de necrose tumoral (TNF) -o, fator estimulador de coldnias de granuldcitos-
macrofagos (GM-CSF) e interferon (INF) -y, em diferentes modelos experimentais, embora
muitos outros mediadores inflamatérios (IL-6, IL-8, IL-10, IL-23, INF-y ¢ TNF-a) e fatores
relacionados ao 0sso (osteoprotegerina [OPG], RANK e RANK ligante [RANKL]) estejam
relacionados ao estabelecimento da periodontite. Assim, esses achados podem parcialmente
sugerir a modulacdo da resposta inflamatoria imune pelo resveratrol.

O estudo realizado por Bhattarai e seus colaboradores em 2016, teve como um dos
objetivos investigar se o resveratrol seria capaz de proteger ratos com um modelo de
periodontite induzida por ligadura, contra perda Ossea alveolar. Através das analises
histoldgicas e de micro-CT constataram que a administracdo de 5 mg/kg de peso corporal do
polifenol foi eficaz para a diminuigdo da perda déssea alveolar nesses animais, contribuindo e
corroborando com os achados do presente estudo. Além disso, os autores mostraram que 0
resveratrol, dentre outros beneficios, reduziu a producdo de proteinas relacionadas a
inflamacdo e a formacdo de osteoclastos. Segundo os mesmos autores, esses resultados
sugerem que o0 resveratrol protegeria os ratos do dano tecidual causado pela periodontite,
inibindo as doengas inflamatorias e estimulando os sistemas de defesa antioxidante. Com isso,
propdem o uso do resveratrol como droga terapéutica para tratamento da periodontite, bem
como de outras doencas inflamatorias 6sseas, como osteoporose e artrite.

Ainda que estudos adicionais precisem ser realizados, o resveratrol tem sido

estudado como uma alternativa terapéutica natural para auxiliar no tratamento da doenga
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periodontal, como o demonstrado no nosso estudo. Recentemente, Nishii (2017), comprovou
clinicamente que a administragéo sisttémica do polifenol isoladamente foi eficiente para uma
reducdo da profundidade de sondagem e aumento do nivel de insercdo clinica, promovendo,

portanto beneficios clinicos no tratamento periodontal.
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Concluséao

Assim pode-se concluir com estes resultados, que a administragdo do resveratrol
poderia provocar um efeito protetor sobre a perda 6ssea alveolar de ratos com periodontite
experimental e 0 mesmo atuou positivamente sobre a IL-17. Entretanto ndo apresentou efeito

sobre os tecidos gengivais nos grupos com a presenca da doenca periodontal.
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