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RESUMO

PASQUALOTTO, L. F. Avaliagdo do efeito do resveratrol sobre os tecidos
periodontais de ratos com obesidade induzida pelo glutamato monossédico e
submetidos a periodontite experimental. 118. Dissertacao. Programa de PG6s-
Graduacdo em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude, Campus Cascavel, Unioeste, 2019.

Diversas pesquisas cientificas vém sugerindo que a obesidade contribui
efetivamente com a severidade da doenca periodontal. Por outro lado, o
resveratrol, um polifenol bem conhecido por seus beneficios a saude, pode
prevenir a obesidade e interferir positivamente com osteoblastogenesis e
promover efeitos imunomoduladores na resposta do hospedeiro na presenca
de doenca periodontal. Assim 0 objetivo deste estudo foi avaliar o aspecto dos
tecidos periodontais, sob os efeitos da administracdo do resveratrol por meio
de analises morfologicas e radiograficas em ratos com obesidade e
periodontite induzida experimentalmente. Foram utilizados 48 ratos. Durante os
cinco primeiros dias de vida, metade dos animais recebeu injecbes de
glutamato monossoédico na dose de 4g/kg peso corporal, formando o grupo
Obesidade, a outra metade dos animais recebeu injecdes de solugdo salina
0,9% na dose 1,25¢g/kg, durante 0 mesmo periodo formando o grupo Controle.
Aos 21 dias de idade foi realizado o desmame. Aos 75 dias de idade, metade
dos animais de cada grupo (n=12) foi submetido a inducdo da periodontite
experimental, formando os grupos ligadura. Apds este procedimento foram
originados 8 grupos(n=6): 1) Grupo Controle (CON), 2) Grupo Obesidade
(OBS) , 3) Grupo Resveratrol (RSV), 4) Grupo Ligadura (LIG), 5) Grupo
Ligadura-Obesidade (LIG-OBS), 6) Grupo Ligadura-Resveratrol (LIG-RSV), 7)
Grupo Obesidade-Resveratrol (OBS-RSV), 8) Grupo Ligadura-Obesidade-
Resveratrol (LIG-OBS-RSV). Os animais pertencentes aos grupos Resveratrol,
receberam uma dose de 10 mg/kg de peso corporal do polifenol, via oral,
durante 4 semanas, tendo inicio aos 78 dias de vida. Apos os 105 dias de
periodo experimental, a obesidade foi avaliada e posteriormente foi realizada a
eutanasia, onde foi coletado sangue e as concentracfes de triglicerideos e
colesterol total foram determinadas. Também foram coletadas as
hemimandibulas para analise histolégica e radiografica, amostras de tecido
gengival para realizagéo de analise imunolégica e analise histologica da artéria
aorta abdominal, buscando avaliar os efeitos induzidos pela obesidade e pelo
resveratrol. A obesidade foi confirmada pelo indice de Lee e pelas gorduras
retroperitonial e perigonadal (p<0,05). Na analise do tecido 6sseo, constatou-
se uma perda 0ssea alveolar mais acentuada nos animais do grupo LIG, com
diminuicdo da perda 6ssea nos grupos LIGRSV e LIGOBS. No tecido gengival,
todos os animais que foram submetidos a periodontite experimental
apresentaram diferenca estatisticamente significante quando comparado aos
animais que ndo receberam a ligadura. Os animais obesos também
apresentaram concentracdo de triglicerideos e colesterol maiores que 0s
demais animais, e 0s que receberam a dieta com resveratrol tiveram reducao
nesses padrées. Na analise morfométrica da aorta abdominal, a espessura das



artérias mostrou-se estatisticamente diferente em todos os grupos, sendo o
grupo LIGOBS a maior espessura (p<0,05), contudo, no que diz respeito a
area das artérias, o grupo CON apresentou a maior area e 0s grupos LIG e
LIGOBS a menor &rea. Assim sendo, € possivel sugerir que o modelo de
obesidade e o resveratrol, atuem com efeito protetor da perda 6ssea alveolar
induzida pela ligadura. Também, pode-se observar que a associacao entre a
obesidade e a periodontite pode colaborar com o aumento da espessura da
aorta abdominal.

Palavras-Chaves: Doenca periodontal. Obesidade. Resveratrol.



ABSTRACT

PASQUALOTTO, L. F. Evaluation of the effect of resveratrol on periodontic
tissues of obesity-induced rats by monosodic glutamate and submitted to
experimental periodontitis. 118. Dissertation. Postgraduate Program in
Biosciences and Health, Center for Biological and Health Sciences, Cascavel
Campus, Unioeste, 2019.

Several scientific studies have suggested that obesity contributes effectively to
the severity of periodontal disease. On the other hand, resveratrol, a polyphenol
well known for its health benefits, can prevent obesity and interfere positively
with osteoblastogenesis and promote immunomodulatory effects on host
response in the presence of periodontal disease. Thus, the objective of this
study was to evaluate the appearance of periodontal tissues under the effects of
administration of resveratrol by means of morphological and radiographic
analyzes in rats with obesity and experimentally induced periodontitis. 48 rats
were used. During the first five days of life, half of the animals received
injections of monosodium glutamate at 4 g / kg body weight, forming the
Obesity group, the other half of the animals received 0.9% saline injections at
1.25 g/ kg, during the same period forming the Control group. At 21 days of age
weaning was performed. At 75 days of age, half of the animals in each group (n
= 12) were submitted to induction of experimental periodontitis, forming the
ligation groups. After this procedure, 8 groups (n = 6) were generated: 1)
Control Group (CON), 2) Obesity Group (OBS), 3) Resveratrol Group (RSV), 4)
Ligature-Obesity Group (LIG-OBS), 6) Ligation-Resveratrol Group (LIG-RSV),
7) Obesity-Resveratrol Group (OBS-RSV), 8) Ligature-Obesity-Resveratrol
Group. The animals belonging to the Resveratrol groups received a dose of 10
mg / kg body weight of the polyphenol orally for 4 weeks starting at 78 days of
age. After the 105 days of the experimental period, obesity was evaluated and
euthanasia was performed, where blood was collected and triglyceride and total
cholesterol concentrations were determined. Hemimandibula were also
collected for histological and radiographic analysis, gingival tissue samples for
immunological analysis and histological analysis of the abdominal aorta artery,
in order to evaluate the effects induced by obesity and resveratrol. Obesity was
confirmed by the Lee index and by the retroperitoneal and perigonadal fats (p
<0.05). In the analysis of bone tissue, a more pronounced alveolar bone loss
was observed in the LIG group, with a decrease in bone loss in the LIGRSV and
LIGOBS groups. In the gingival tissue, all animals that underwent experimental
periodontitis presented a statistically significant difference when compared to
the animals that did not receive the ligature. Obese animals also had higher
levels of triglycerides and cholesterol than the other animals, and those who
received the diet with resveratrol had a reduction in these patterns. In the
morphometric analysis of the abdominal aorta, the thickness of the arteries was
statistically different in all groups, and the LIGOBS group had the greatest
thickness (p <0.05), however, with respect to the artery area, the CON group
presented the largest area and the LIG and LIGOBS groups the smallest area.
Thus, it is possible to suggest that the obesity model and resveratrol, act with



protective effect of alveolar bone loss induced by ligature. Also, it can be
observed that the association between obesity and periodontitis may contribute

to an increase in abdominal aortic thickness.

Keywords: Periodontal disease. Obesity. Resveratrol.
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3. INTRODUCAO

A obesidade tem alcancado propor¢des epidémicas em todo o mundo,
em grande parte, por causa do aumento do consumo de alta dieta caldrica e
estiio de vida sedentario (KHOSRAVI et al., 2013). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 1,5 bilh6es de adultos estdo acima do
peso e, entre eles, 500 milhdes séo clinicamente obesos (WHO, 2012). A
obesidade é uma doenca cronica, multifatorial que afeta adultos e criancas,
sendo responsavel por aumento dos riscos de ocorréncia de diferentes
desordens sistémicas como doencas cardiovasculares, diabetes e outras
doencas que apresentam risco de vida (PATARO et al., 2012). Sabe-se hoje
que o tecido adiposo possui, além de capacidade de regulacdo do
armazenamento e da distribuicdo de gordura, comunicacdo com 0 sistema
nervoso central e o trato gastrointestinal, desempenhando importante papel na
resposta inflamatéria e condicbes tanto autécrinas quanto paracrinas ou
endocrinas (SPERETTA et al., 2014). E uma doenca caracterizada pela
ativacdo de processo inflamatério em locais metabolicamente ativos, tais como
tecido adiposo, figado e células do sistema imunol6gico. A consequéncia desta
resposta € um aumento acentuado nos niveis circulantes de citocinas proé-
inflamatorias, adipocinas e outros marcadores inflamatérios. A obesidade é
acompanhada por um estado de inflamacéo de baixo grau e pode predispor a
doencas crbnicas, como as cardiovasculares e diabetes, e também,
potencialmente a periodontite (KELLER et al., 2015).

O estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz as disfungcdes
fisiologicas pode ser facilitado com a utilizacdo de modelo animal em ambiente
de pesquisa (ROSINI et al., 2012). A grande similaridade e homologia entre os
genomas de roedores e humanos tornam, esses modelos animais, uma
ferramenta importante para o estudo da obesidade, de condi¢cdes que afetam
0s humanos e podem ser simuladas em ratos. Alguns modelos de inducéo de
obesidade em ratos sado encontrados na literatura e entre eles, a administracao
subcutanea de glutamato monossodico (MSG), um aminoacido

neuroexcitatorio lesivo ao sistema nervoso central, que resulta em
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degeneracdo aguda do hipotalamo, destruindo locais especificos incluindo o
nucleo arqueado ventromedial que leva além da obesidade, por provocar
perturbacdes no controle de mecanismos de absorcdo e gasto de energia
(FERNANDES et al., 2012), também a disfuncdo sexual, parada no
crescimento, déficit comportamental em roedores e alteragBes no controle
cardiovascular (VOLTERA et al., 2008).

A obesidade aumenta a suscetibilidade do hospedeiro, através da
modulacdo do sistema imune e inflamatorio, levando o paciente a um maior
risco a periodontite (SANTOS et al., 2014). O individuo obeso pode sofrer
estados de estresse emocional e oxidativo, 0s quais podem alterar processos
metabdlicos e gerar mecanismos imunossupressores, reduzindo as respostas
imunes que combatem os agentes microbianos patogénicos, contribuindo para
evolucdo da doenca periodontal em obesos (BORGES et al., 2013; SANTOS et
al.,, 2014). A doenca periodontal ndo € mais identificada apenas como
problema de saude oral, mas como questdo de saude publica, uma vez que
estéd associada a saude sistémica (SURESH; MAHENDRA, 2014).

Por outro lado a periodontite € uma inflamacédo associada a infeccao
bacteriana e atinge os tecidos de suporte dos dentes, causando reabsorcao
6ssea alveolar e perda do tecido de insercdo dental. E uma doenca
progressiva e destrutiva, acarretando em perda dental e edentulismo em
adultos (PALLOS et al. 2006), entretanto variados estudos cientificos vem
demonstrando uma influéncia significativa na gradatividade da doenca
periodontal (AL-ZAHRANI, 2003; DALLA VECCHIA et al., 2005; SAITO et al.,
2005; VERZELETTI et al., 2012), sendo que provavelmente as citocinas,
derivadas do tecido adiposo tenham papel chave neste processo (SOUZA et al.,
2010). E causada predominantemente por bactérias que liberam endotoxinas
que ativam citocinas proé-inflamatérias (IL1, TNF-a, entre outras), afetando os
tecidos de suporte dos dentes e induzindo perda do osso alveolar, cemento e
ligamento periodontal (BASTOS et al.,, 2005). O tecido adiposo produz uma
vasta quantidade de citocinas e horménios chamados coletivamente de

adipocinas ou adipocitocinas, que por sua vez podem modular a periodontite.
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A progresséo da doenca periodontal e consequente degradacao tecidual
estdo diretamente relacionadas com a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias,
como a interleucina 17 (IL 17), cujo mecanismo independe da imunidade
mediada por células (RODRIGUES et al.,, 2009). Schenkein et al. (2010),
Adibrad et al. (2012) e Wang et al. (2013), mostraram proporcionalidade
crescente entre a intensidade do infiltrado inflamatério, condicdo clinica e
imunopositividade da doenca periodontal, principalmente para IL-17. Lester e
colaboradores (LESTER et al., 2007) encontraram aumento significante da IL-
23, IFN- y e IL-17 no tecido gengival de sitios com perda de insercdo
moderada e severa, quando compararam com sitios saudaveis e uma
correlacéo entre IL-23 e IL-17.

A IL-17 é considerada uma das principais citocinas pro-inflamatérias,
dentro da rede de citocinas criada tanto na resposta imune inata quanto na
adaptativa, encontrando-se aumentada na mucosa de individuos com
periodontite (SOUTO et al., 2014; ISAILOVIC et al., 2015). Ela é também uma
citocina pro-inflamatoria que compartilha dos efeitos biolégicos da IL-1B8 e do
TNF-a, incluindo o estimulo para a producdo de mediadores pré-inflamatorios
como IL-1, IL-6, TNF-a e metaloproteinases (MMP’s) (YAO et al., 1995).

O resveratrol € um polifenol ndo flavonéide produzido naturalmente por
plantas em resposta ao ataque fangico ou lesdes que possam lhes acometer. E
encontrado na dieta em alimentos como bagas, uvas, vinho tinto e nozes. Ele
apresenta uma biodisponibilidade baixa, sendo rapidamente metabolizado no
organismo humano (WENZEL, E.; SOMOZA, V., 2005). Recentemente tem-se
pesquisado sobre os beneficios que esse polifenol tem sobre a saude, sendo
descrito como capaz de prevenir doengas cardiovasculares, cancer e lesdes
isquémicas, reduzindo a inflamagé&o e o estresse oxidativo celular, em controlar
a glicemia em animais e humanos e prevenir a obesidade (SZKUDELSKA, K.;
SZKUDELSKI, T., 2010).

Além do controle glicémico, o resveratrol atua no metabolismo do tecido
adiposo, mantendo relacdo anti-adipogénica, uma vez que é capaz de

aumentar a apoptose em adipécitos maduros e também induzir a lipolise pela
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mobilizagdo de lipidios estimulada por agentes [(-adrenérgicos (FISHER-
POSOVSZKY, P. et al., 2010).

Nesse sentido, os artigos cientificos trazem informacgdes relevantes com
0 objetivo de esclarecer os beneficios que o resveratrol pode promover quando
administrado de forma adequada e seus efeitos sobre os tecidos periodontais e
em pacientes obesos. Assim sendo, é possivel que o resveratrol possibilite um
efeito antiinflamatorio tendo como consequéncia uma menor perda Ossea
periodontal e consequente menor degradacdo dos tecidos, perda dentaria e

associacao a efeitos sistémicos.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Avaliar os efeitos do resveratrol sobre os tecidos periodontais de ratos
com obesidade induzida pelo do glutamato monossdédico, associada ou nédo a

doenca periodontal.

4.2.0bjetivos especificos

Avaliar histomorfometricamente e radiograficamente a altura da crista
alveolar da mandibula dos animais;

Avaliar a efetividade da instalagdo da doenca periodontal,

Quantificar ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos da mandibula dos
animais através de andlise histolégica;

Avaliar a possibilidade de reversdo da doenca periodontal através do
resveratrol.

Verificar a instalacdo da obesidade através do peso corporal e das
gorduras perigonadal e retroperitoneal, e o célculo do indice de Lee;

Avaliar a concentracdo plasmatica de colesterol total e triglicerideos;

Avaliar os efeitos anti-obesidade do Resveratrol sobre a artéria aorta

abdominal através de analise histoldgica e histomorfométrica.
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5. REVISAO DE LITERATURA

5.1.0besidade

A obesidade pode ser definida como um acimulo excessivo de tecido
adiposo corporal extremamente prejudicial a saude além de ser uma doenca de
causas multifatoriais (WHO, 2016). Pode-se assim também definir a obesidade
como excesso de gordura corporal em relacdo a massa magra (HALPERN,
MANCINI, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2016, mais de
1,9 bilhdo de adultos maiores de 18 anos tinham excesso de peso. Destes,
mais de 650 milhdes de adultos eram obesos e no geral, cerca de 13% da
populacdo adulta mundial (11% dos homens e 15% das mulheres) eram
obesas (WHO, 2016).

A causa fundamental da obesidade e do excesso de peso é um
desequilibrio  energético entre  calorias consumidas e  calorias
gastas. Globalmente, tem havido um aumento da ingestdo de alimentos com
densidade energética rica em gordura e um aumento da inatividade fisica
devido a natureza cada vez mais sedentaria de muitas formas de trabalho,
mudanca de modos de transporte e crescente urbanizagdo (WHO, 2016).

Na Europa, a prevaléncia da obesidade, assim como nos Estados
Unidos est4 entre 25 e 35% (OGDEN et al, 2006). Em geral, o reconhecimento
da obesidade nao é dificil, mas o diagndstico correto requer que os niveis de
risco sejam identificados e isso, com frequéncia, necessita de algumas formas
de quantificacdo (HALPERN, MANCINI, 2009).

A definicdo da obesidade € baseada no IMC, que é medida pelo peso
(Kg) dividindo-se pela altura (m) ao quadrado do individuo. O intervalo normal é
19-24,9 kg/m2, com excesso de peso definido como 25-29,9 kg/m2, e a
obesidade como 230 kg/m2 (SURESH, MAHENDRA, 2014). E importante
ressaltar que somente com o uso do IMC nao € possivel saber exatamente a
guantidade de gordura corporal e, embora seja largamente utilizado, as

disfuncdes metabdlicas frequentemente associadas com a obesidade néo
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necessariamente apresentam-se em individuos com o IMC elevado, ja que este
indice ndo avalia o grau de distribuicdo de gordura pelo corpo (OLIVEROS et
al., 2014).

O aumento do IMC é um importante fator de risco para doencas nao
transmissiveis, tais como doencas cardiovasculares (principalmente doenca
cardiaca e acidente vascular cerebral), que foram a principal causa de morte
em 2012, diabetes, disturbios musculo-esqueléticos (principalmente a
osteoartrite) e alguns tipos de céancer (endométrio, mama, prostata, figado)
(WHO, 2016).

A obesidade é caracterizada pelo aumento do nimero de adipécitos e
lipideos devido a processos de mitogénese e diferenciacdo destas células, que
sdo regulados por fatores genéticos, endocrinos, metabdlicos, neuroldgicos,
farmacoldgicos, ambientais e nutricionais (UNGER; ZHOU, 2001; FARMER,;
AUWERX, 2004; FU et al., 2005). De forma preocupante, a obesidade esta
associada ao surgimento de inumeras co-morbidades que prejudicam a
qualidade de vida, isso se torna um problema de saude publica, uma vez que
as consequéncias da obesidade para a saude sdo muitas, e variam do risco
aumentado de morte prematura a graves doencas nao letais, mas debilitantes
(PEREIRA et al., 2003).

Recentes investigacbes associam a obesidade a algumas doencas
cronico-degenerativas, tais como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia,
hiperinsulinemia, hipertensdo arterial, aterosclerose, esteatose hepatica néo
alcodlica e alguns tipos de céancer, que em conjunto, contribuem para o
aumento da morbimortalidade em todo o mundo (SPERETTA, 2014).
Encontram-se também estudos sugerindo a obesidade como possivel fator de
risco para o desenvolvimento da doenca periodontal (KHANDER, et al., 2009;
NASCIMENTO, et al., 2013; DALLA VECCHIA et al., 2005). O denominador
comum na patogénese dessas co-morbidades é a presenca de processo
inflamatorio ativo em tecidos que sao importantes para o metabolismo, tais
como tecido adiposo, figado, masculo e endotélio (KARALIS et al., 2009).

Sabe-se hoje que o tecido adiposo possui, além de capacidade de

regulacéo do armazenamento e da distribuicdo de gordura, comunica¢gdo com o
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sistema nervoso central e o trato gastrointestinal, desempenhando importante
papel na resposta inflamatoria e condigdes tanto autdcrinas quanto paracrinas
ou endocrinas (SPERETTA et al.,, 2014). O tecido adiposo humano é
subdividido em tecido adiposo branco e marrom. O tecido adiposo branco é
localizado perifericamente nas regides subcutanea e visceral, armazena
energia na forma de triglicerideos e participa da regulagdo do balanco
energético mediante processos de lipogénese e lipolise. No tecido adiposo
marrom, seus depdsitos podem ser encontrados nas regifes interescapular,
subescapular, axilar, intercostal, abdome e térax, variando em distribuicdo e
quantidade de acordo com a espécie (YOUNG; ARCH; ASHWELL, 1984).
Apresenta funcdo termogénica, € mais vascularizado e diminui com a idade
(ALANIS-FONSECA et al.,, 2006). Nos Uultimos anos, o entendimento da
patogénese dessas co-morbidades, em pacientes obesos tem perpassado pela
resposta inflamatéria do tecido adiposo branco, considerado hoje um érgao
enddcrino metabolicamente ativo (LEITE et al., 2009).

A grande similaridade e homologia entre os genomas de roedores e
humanos tornam esses modelos animais uma ferramenta importante para o
estudo da obesidade, de condicbes que afetam os humanos e podem ser
simuladas em ratos (DIEMEN et al., 2006). A inducdo da obesidade pode ser
realizada em animais por alteracfes neuroenddcrinas, dietéticas ou genéticas
(YORK, 1996). De acordo com estes modelos, se for realizado o tratamento
neonatal nos animais com MSG, os ratos tornam-se obesos durante o curso do
seu desenvolvimento (SUKANOQV et al., 1999).

A administracdo do glutamato monossédico (MSG) na regido cervical
de ratos recém nascidos causa destruicdo do nucleo hipotalamico
venteromedial e ndcleo arqueado, levando os ratos a desenvolverem a
obesidade pela falta de controle entre absorcéo e eliminacdo da energia. Nao
se conhece 0 mecanismo como acontece essa injuria, mas sabe-se que nao é
pelo aumento da ingestédo alimentar (DIEMEN et al., 2006). A obesidade nos
animais tratados com MSG se torna aparente por volta das oito semanas de
idade, e, por conseguinte, tem sido reconhecido como um modelo adequado
para estudos de disfuncdes metabdlicas (BAUTISTA et al., 2014).
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5.2.Resveratrol

Resveratrol  (trans-3,5,4’-trihidroxiistilbeno) € uma  substancia
largamente encontrada na casca da uva vermelha, e menos constante na
amora e amendoim (SOLEAS et al., 1997; WENZEL, 2005), foi descrito
antecipadamente como composto principal do Ko-Jo-Kon, extraido das raizes
de uma planta conhecida como Poligonum cuspidatum Sieb. et Zucc.
(Polygonaceae) (KUMLER RESEARCH GROUP, 2005; NAKATA et al., 2012).
Este vegetal é cultivado comercialmente na China para a producdo do
resveratrol usado em suplemento dietético. No Japdo, esse composto €
utilizado para a producdo de um ché conhecido como Itadori, que € uma versao
néo alcodlica do resveratrol (DELMAS et al.,2005; SINCLAIR, 2006).

E uma fitoalexina produzida por diversas plantas quando estdo sob
ataque de patdégenos como bactérias, fungos e até a radiacdo UV. A forma
trans pode sofrer isomerizacdo do cis-forma, quando expostos a radiacao
ultravioleta. As fitoalexinas constituem um grupo de metabdlitos secundarios
guimicamente diversos, que se acumulam em torno do local de infeccédo e
apresentam atividade antimicrobiana (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Sabe-se que o resveratrol é produzido pela videira em resposta &
agressao de fungos e bactérias, e acumula-se na casca e sementes da uva,
sendo que sua concentracédo é maior no vinho tinto (FREMONT, 2000; GEHM
et al., 1997), e foi isolado originalmente das raizes de heléboro branco em 1940
e, posteriormente, em 1963, a partir das raizes de knotweed japonés. No
entanto, ele atraiu mais atencdo apenas em 1992, quando foi indicada a sua
presencga no vinho como explicacao para o efeito cardioprotetor (BAUR, 2006).

A guantidade desse polifenol no vinho tinto, deve-se ao processo de
fabricacdo, no qual tal vinho € colocado para fermentar juntamente com a
casca, sementes e talos, enquanto que na fabricacdo dos demais tipos de
vinho, € retirado somente o0 suco da uva obtido por expressdo, para
fermentacdo (OAK et al.,, 2005). A quantidade encontrada na casca da uva
também varia de acordo com o cultivo, a sua origem geografica, exposicao e

infeccdo fungica. A quantidade de tempo que a fermentacdo de um vinho passa
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em contato com a casca da uva € um fator determinante para o contetdo de
resveratrol (STERVBO, 2007).

Muito se tem estudado sobre os crescentes beneficios a saude
descobertos do resveratrol, no qual incluem atividade antiviral, anti-obesidade,
anti-envelhecimento, anticancerigeno, neuroprotetor e também possui efeitos
anti-inflamatoérios (VALENZANO, 2006). O vinho de boa qualidade vem sendo
alvo de pesquisa, desde que tomou-se conhecimento sobre suas propriedades
benéficas a saude, auxiliando no tratamento de doencas cardiovasculares e no
acumulo de colesterol, tem comprovada agéo bactericida e antiviral, estimula o
apetite e facilita a digestéo, retarda o envelhecimento celular e organico, além
da prevencao contra o cancer (WATERHOUSE, 1995; FRANKEL et al., 1993;
DELMAS et al., 2005), e estudos recentes ainda, demonstram a atividade no
metabolismo ésseo (RIBEIRO et al., 2017).

O resveratrol por muitos anos, tem sido usado na terapia oriental como
tratamento para ateriosclerose, doencas inflamatérias e alérgicas, isso pode
ser explicado pela sua estrutura polifendlica, que permite caracteristicas anti-
plaguetaria, anti-oxidante e redutora de triglicerideos (BELGUENDOUZ, F.L.;
GOZZELINO, M.T., 1998; MEYER et al., 1997). Sua estrutura molecular é
semelhante ao estrogénio sintético, o dietilestilbestrol, possuindo
caracteristicas farmacolégicas semelhantes ao estradiol, principal estrogénio
humano (BRADAMANTE et al., 2004).

Os compostos polifendlicos e fendlicos naturais da uva preservados no
vinho sdo responsaveis pela acdo antioxidante de protecdo das alteracdes
cardiovasculares e do cancer, através da interferéncia do processo oxidativo
(WENZEL, E., SOMOZA, V., 2005). Assim sendo, ele apresenta acéo
antimutagénica em animais de laboratério (JANG et al., 1997; SCHNEIDER et
al., 2000), reduzindo a atividade do tumor pela inibicdo da cicloxigenase-1
(COX-1), enzima que quebra o acido araquidénico em substancias pro-
inflamatorias que estimulam o crescimento celular do tumor (RAY et al., 1999;
PACE-ASCIAK et al., 1995; ROTONDO et al., 1998).

O resveratrol possui propriedades estrogénicas através do consumo

moderado e continuo do vinho tinto, no qual surte efeitos no sistema
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cardiovascular. Tem sido adicionado a dieta pelas suas propriedades
anticarcinogénica e anti-esclerotica (PIVETA, 2005). Essas propriedades
relacionadas aos estrogénios sintéticos podem levar ao desenvolvimento de
novas drogas estrogénicas mais seletivas, no qual séo utilizadas no tratamento
do cancer de mama (Tamoxifeno) e da osteoporose pds-menopausica
(Raloxifeno) (FREMONT, 2000; OAK et al., 2005).

Além dos testes em ratos, o resveratrol vem sendo utilizado no
tratamento para cancer de coélon e herpes oral em humanos. Em roedores, 0
resveratrol possui atividade muito bem conhecida, como protecdo contra
desordens inflamatérias, derrame, infarto do miocéardio, outras doencas
cardiacas e se destaca na prevencdo contra o cancer (DERRIDA, 2005;
WENZEL, E., SOMOZA, V., 2005; CHAO et al., 2005).

Além disso, o corpo humano possui acidos graxos poli-insaturados, que
fazem parte da constituicdo das LDL (lipoproteinas de baixa densidade)
(CHONGWOO, 2002). As LDL fazem o transporte do colesterol, e a oxidacéo
dos LDL interrompe a funcdo de transporte e seus produtos, ocasionando
varios problemas cardiovasculares (URPI-SARDA et al., 2005). Como
consequéncia, temos a formacdo de placas de arteriosclerose, e com 0
tratamento com o resveratrol, ha uma reducdo dos teores de LDL no sangue,
reduzindo as chances de alteracdes cardiovasculares (BILGUENDOUZ et al.,
1997).

Tem sido citado por sua capacidade em eliminar espécies reativas de
oxigénio (ERO) e outros radicais livres, além de inibir a peroxidagéo lipidica de
membranas celulares, bem como inibir danos ao DNA (acido
desoxirribonucléico) causados por radicais hidroxil (OH). Associado a baixa
mortalidade por doencas cardiovasculares, observada em individuos com
elevada ingestdo de lipidios tem sido hipotetizado como um provavel
responsavel pelo “Paradoxo Francés”, que é uma expressao utilizada para se
referir & alimentacdo inadequada dos franceses, porém seu bom estado de
saude geral. (TOMERA, 1999; GAMBELLI & SANTARONI, 2004).
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5.3.Doenca Periodontal

O periodonto, também denominado de tecido de suporte dos dentes,
compreende as seguintes estruturas: gengiva, ligamento periodontal, cemento
radicular e o0sso alveolar apresentando como principal funcdo garantir a
integridade da superficie da mucosa mastigatoria (NANCI; BOSSHARDT, 2006;
LINDHE; KARRING; LANG, 2010). Doenca periodontal € um termo abrangente
gue envolve as enfermidades que atingem esses tecidos de suporte dos dentes
(SOCRANSKY, 1977). E uma doenca que leva a formacdo de bolsas
periodontais, que promovem a perda de adesdo entre dentes, gengiva e
também induz a reabsorcdo do osso alveolar, que pode resultar na perda
dentaria (NAGASAWA et al., 2007).

A inflamacéo periodontal esta associada a infec¢ao por bactérias gram-
negativas, que produzem polissacarideos e endotoxinas resultando em
aumento de mediadores biolégicos como prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatérias, como a interleucina 17(IL-17). O desenvolvimento da periodontite
é influenciado pela combinacdo de fatores genéticos e ambientais, fatores de
risco, tais como: obesidade, fumo, estresse, diabetes, deficiéncia nutricional,
uso de medicamento, que tém sido considerados fatores de inclusdo novos em
relacdo a progressdo da doenca periodontal (PASSOS, 2010; BERTULUCCI,
2012).

O principal agente etiolégico € o biofilme bacteriano constituido
predominantemente por microorganismos gram-negativos anaerobicos (FENG;
WEINBERG, 2006). Dessa maneira, dependendo da resposta do hospedeiro, a
gengivite quando né&o tratada, pode evoluir para periodontite resultando em
inflamacdo e destruicdo progressiva dos tecidos de suporte afetando
sistemicamente o0 organismo humano através de mediadores inflamatorios.
Clinicamente, a periodontite caracteriza-se pela perda de insergao,
acompanhada pela formacdo de bolsa e reabsorcdo Ossea (CARRANZA;
NEWMAN, 2007).
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A patogenia da periodontite € uma associacdo do acumulo do biofilme
dental, associado aos hospedeiros predominantemente por bactérias Gram-
negativas, incluindo Porphyromonas gingivalis, Aggregotibactter
actinomycetemcomitans e Bacteroides forsythus. A acdo de antigenos,
lipossacarideos e outros fatores virulentos, estimulam os hospedeiros,
resultando na inflamacgé&o gengival e inicio da periodontite.

A progressdo da doenca periodontal e consequente degradacéo
tecidual estdo diretamente relacionadas com a secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF- a, IL 6, a interleucina1 beta (IL1 B), e a interleucina
17 (IL 17), cujo mecanismo independe da imunidade mediada por células
(RODRIGUES et al., 2009). A IL-17 é também uma citocina pro-inflamatoria
gue compartilha dos efeitos bioldgicos da IL-1p e do TNF-q, incluindo estimulo
para a producdo de mediadores pro-inflamatérios como IL-1, IL-6, TNF-a e
metaloproteinases (MMP’s) (YAO et al., 1995).

Na ultima década, foi descrito um novo subtipo de célula T auxiliar, a
célula Th1l7, com potencial extremamente inflamatoério. A ativacdo das células
Thl e Th17 em andlises de fluido gengival, bidpsias ésseas e gengivais, ocorre
devido a invasdo tecidual por bactérias periodontopatégenas, gerando uma
resposta imunoldgica exagerada do hospedeiro. As células Th17 produzem IL-
17, que parece estar relacionada com o receptor ativador de NFkB ligante,
RANK-L, envolvido na reabsor¢éo éssea (FORD et al., 2010).

A doenca periodontal, sendo uma infeccao oral cronica, tem indicativos
de relacédo direta com doencas sistémicas e seus efeitos. Essa susceptibilidade
de interacdo com doencas sistémicas pode ocorrer ao fato de que os
lipossacarideos e a viabilidade das bactérias gram-negativas no biofilme dental,
bem como as citocinas inflamatorias dos tecidos do periodonto, podem entrar
para corrente sanguinea em niveis patologicos. A severidade da doenca
periodontal é fator de risco elevado para certas doencas sistémicas, como
doencgas cardiovasculares, aterosclerose e diabetes mellitus (PAGE, 1998;
IACOPINO; CUTLER, 2000)
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5.4.0besidade e doenca periodontal

Sabe-se que a doenca periodontal € uma das mais importantes
doencas orais que contribuem para o desenvolvimento subsequente de
doencas crénicas, atingindo um grande numero de individuos humanos em alta
taxa de prevaléncia, representando um problema de saude publica
(PETERSEN; BAHENI, 2012). J4 a obesidade, tem sido tratada como uma
epidemia, porém muito negligenciada, visto que acomete paises desenvolvidos
e menos desenvolvidos (BITTENCOURT et al., 2011). O nimero de individuos
com sobrepeso ja ultrapassa o nUmero de pessoas desnutridas, uma estatistica
que, em parte, reflete a aceitacdo global de alimentos ricos em gorduras,
porém carente de vitaminas e micronutrientes (FINUCANE et al., 2011).

O primeiro estudo que mostrava a relagédo entre obesidade e doenca
periodontal foi publicado em 1977. Este trabalho mostrou que os ratos Zucher
obesos hereditarios, hipertensos e com doenca periodontal induzida por
ligadura sdo mais propensos a ter deterioracdo dos tecidos periodontais do que
ratos normais (PERLSTEIN; BISSADA, 1977). A relacdo pode ser estabelecida
devido ao tecido adiposo secretar citocinas pré-inflamatérias dentro da corrente
sanguinea, que poderia promover e/ou exacerbar a doenca periodontal tendo
como resultado perda éssea alveolar.

AMAR e colaboradores em 2007 avaliaram em animais o efeito da
obesidade sobre a resposta imune inata a infeccdo causada por
Porphyromonas gingivalis (Pg), um microrganismo associado a periodontite.
Animais alimentados com dieta associada a obesidade e outros alimentados
com dieta saudavel foram infectados com Pg, tanto oralmente, quanto
sistemicamente.

Nado estdo totalmente definidos os mecanismos biolégicos que
estabelecem a fisiopatogenia entre obesidade e periodontite. Usualmente, esta
inter-relacdo tem sido baseada na liberagdo de citocinas e hormdénios pelo
tecido adiposo, que alteram a resposta inflamatéria tecidual (KHADER et al.,
2009).
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O tecido adiposo é um érgao enddcrino ativo que também secreta uma
variedade de citocinas proé-inflamatérias, que podem ser chamadas de
adipocinas. Entre elas estdo TNF-a, IL-6 e IL-8, que sdo prevalentes na
resposta inflamatoria, e secretadas numa quantidade proporcional ao tecido
adiposo existente (LUNDIN et al., 2004). Na presenca de periodontite, a
gordura corporal aumentada pode estimular a ocorréncia de uma hiper-
resposta inflamatdria nos tecidos periodontais, pela liberacdo dessas citocinas
em maior quantidade (RITCHIE, C. S.; KINANE, D. F., 2003).

Devido ao alto nivel de citocinas liberadas, a obesidade pode
influenciar na resposta inflamatéria e imunolégica do paciente, resultante da
agressao causada pelo biofilme bacteriano periodontopatogénico, o que sugere
gue a obesidade pode contribuir para a exacerbacao das doencas periodontais
(RITCHIE, C. S.; KINANE, D. F., 2003).

Outro modelo de estudo animal que pode ser uma alternativa é a dieta
de cafeteria, no qual mais se aproxima da génese da obesidade em humanos
(ROSINI; SILVA; MORAES, 2012). Neste modelo, os animais recebem dieta
hipercaldrica correspondente a alimentos industrializados juntamente com agua
e racdo padréo ad libitum (SHAFAT et al., 2009; SAMPEY et al., 2011). Esse
tipo de dieta leva a um aumento rapido e significativo de peso, além de causar
alteracdes sistémicas como a resisténcia a insulina (BERTRAND et al., 2011).

Ha& uma correlacdo entre a doenca periodontal e a obesidade, devido
ao efeito das citocinas pro-inflamatoérias langadas no tecido adiposo, sugerindo
mecanismos semelhantes na patofisiologia da doenca periodontal e obesidade,
€ que essas citocinas provocariam uma resposta hiperinflamatoria da
periodontite (PATARO et al., 2012).

A obesidade e a doenca periodontal, por terem carater inflamatorio,
apresentam correlagcdo com distlrbios metabdlicos e potencializar seus efeitos.
Esses distarbios podem ser alteragbes metabdlicas, como doencas
cardiovasculares como a arteriosclerose (NEMES, 2008). A aorta € uma artéria
elastica que tem origem no coracédo e vai até a regido abdominal. E formada
por trés camacas, a mais externa chamada adventicia ou externa, formada

essencialmente por tecido conjuntivo; intermediaria encontrando-se na camada
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média ou muscular, e a mais interna chamada de intima, e formada por uma
fina camada de células endoteliais, e que na presenca de alteracdo endotelial,
essa regido € acometida por placas ateroscleréticas, dando origem a
aterosclerose.

Frente a todo esse contexto, buscou-se informagdes sobre a relacéo da
obesidade e doenca periodontal associadas sobre a aorta abdominal e sua
morfologia em ratos obesos. Analisando-se as larguras das paredes da artéria,
para que seja possivel detectar a presenca de placas aterosclerdticas ou

alteracdes no tecido conjuntivo dos animais obesos.

5.5.Resveratrol e Doenca Periodontal

S&0 poucos os estudos realizados utilizando-se o resveratrol para o
controle da doenga periodontal. Devido a sua conhecida atividade
antimicrobiana e anti-inflamatoria em diferentes circunstancias, esse composto
tornou-se visado para o controle de doencas inflamatérias.

Em relacéo a periodontite, O'Connor et al. (2011) demonstraram in vitro
o efeito do resveratrol na inibicho dos periodontopatbgenos A.
actinomycetemcomitans (Aa) e P. gingivalis (Pg).

Park et al. (2015), também mostraram que o resveratrol atenua a
adesdo de mondcitos induzida por LPS de P. gingivalis (Pg) ao endotélio, o que
sugeriu que o mesmo tinha um papel terapéutico na inflamacéo vascular
induzida pelo patégeno periodontal.

Atmanspacher em 2013 descreve que a administracdo continua do
resveratrol em ratos com doenca periodontal pode influenciar no controle da
periodontite através da modulacdo do Thl7, resposta imune em ratos que
apresentam a periodontite induzida.

Rizzo et al. em 2012, sugerem que o0 resveratrol possui efeitos
imunomoduladores determinados através da diminuicdo de citocinas proé-
inflamatorias estimuladas por LPS dos P. gingivalis, o que pode fornecer

possiveis aplicacdes terapéuticas para o tratamento da periodontite.



30

Bhattarai et al. em 2016, pesquisaram a relacdo do resveratrol na
modulagéo da inflamagé&o pelos fibroblastos gengivais, e concluiram através de
analise histolégica que a administracéo do resveratrol melhorou a perda éssea
alveolar mediada por ligadura em ratos. Também sugerem a diminuicdo da
producdo de proteinas associadas a inflamacéo, formacédo de osteoclastos, e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO"s) circulantes.

Contudo, Cirano e colaboradores em 2016, mostraram que nao houve
diferenca significativa nos resultados microbioldégicos entre os animais que
foram submetidos a periodontite experimental e ao resveratrol como tratamento
comparado aos animais que nao sofreram a terapia, ndo tendo diferenca entre
as concentracdes de bactérias presentes do fluido crevicular. Assim sendo, o
resveratrol ndo foi capaz de promover um beneficio adicional na microbiologia
durante o experimento.

Com isso, temos que o resveratrol pode ser capaz de reduzir o carater
anti-inflamatério dos tecidos gengivais de animais submetidos a periodontite

experimental, devido ao seu carater antioxidante e anti-inflamatorio.
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6. METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa quantitativa, experimental, realizada em
laboratorio (GIL, 2007).

6.1. Animais

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIOESTE (ANEXO 01), estando de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA).

Ratas prenhas (n=12) foram obtidas do Biotério Central da
Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus Cascavel, e mantidas no
biotério setorial do Laborat6rio de Fisioterapia sob condi¢cdes controladas de
temperatura (21 + 2°) e luz (ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro —
7:00 - 19:00 h). Ao nascimento, os filhotes foram separados priorizando os
machos, em um total de 8 animais por ninhada, e as fémeas foram
eutanasiadas. Os animais receberam dieta padrdo e agua a vontade por todo o
periodo experimental. O dia do parto foi considerado como dia 0 e, aos 21 dias
apos o parto, foi realizado o desmame da ninhada.

No total, foram utilizados 48 Ratos Wistar machos (peso corporal entre
180-350 g) e ap6s o desmame foram mantidos em biotério setorial do
laboratorio de Fisioterapia em caixas individuais em ambiente com ciclo claro-
escuro (luzes acesas as 07:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e
temperatura controlados, com livre acesso a &agua e alimento e sendo
acomodados em caixas individuais em grupos de 3-5 por caixa (41 cm de
comprimento X 34 cm de largura X 17 cm altura). Inicialmente, os filhotes ja
foram separados em dois grandes grupos: controle (n=24) e obeso (n=24).

O calculo amostral foi baseado no uso do teste de ANOVA para calculo
do tamanho das amostras, com poder de 90% e nivel de significancia de 5%,
bem como em prévios estudos dos grupos de pesquisadores (NASCIMENTO et
al., 2013).
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6.2.Inducao da Obesidade
Os animais pertencentes ao grupo obeso (OBS) foram submetidos
durante os cinco primeiros dias de vida, a inducdo da obesidade através da
administracdo intra-dérmica na regido posterior de Glutamato Monossédico
(MSG) (Ajinomoto — Brasil) na dose de 4 g/kg de peso corporal (grupo OBESO)
ou 1,25 g/kg de salina (grupo CONTROLE) (FELIPETTI et al., 2014).

6.3.Inducéo da Doenca Periodontal

Aos 75 dias de vida os animais pertencentes aos grupos Ligadura (LIG),
Ligadura-Obesidade (LIG-OBS), Ligadura-Resveratrol (LIG-RSV) e Ligadura-
Obesidade-Resveratrol (LIG-OBS-RSV) foram anestesiados através da
administracdo intramuscular com xilazina (Virbac do Brazil Ind. Com. Ltda., S&o
Paulo, SP, Brasil), 0,04mL/100g e quetamina (Francotar, Virbac do Brasil
Indand Com. Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), 0,08mL/100g), e posicionados em
mesa operatoria apropriada, a qual permitiu a manutencdo da abertura bucal
dos ratos facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula.
Com o auxilio de uma pinca modificada e de uma sonda exploradora, foi
colocado um fio de algoddo numero 40 ao redor do primeiro molar inferior
direito e esquerdo (Figura 1). Esta ligadura atuou como irritante gengival por 30
dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e consequente

desenvolvimento da doencga periodontal (NASSAR et. al., 2009).
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Figura 1: Fotografia da indugdo da Doenca Periodontal. A: Mesa operatéria adaptada. B: Abertura bucal

do rato Wistar. C: Colocacéo da ligadura (fio de algodédo 40) no primeiro molar inferior. D: Ligadura ao
redor do primeiro molar inferior.

6.4.Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos, cada grupo contendo seis
ratos, totalizando 48 ratos com delineamento inteiramente casualizado em um
esquema fatorial 2 x 2 x 2.

1- Grupo Controle (CON);

2- Grupo Ligadura (LIG): onde foi induzida a doenca periodontal por
ligadura;

3- Grupo Resveratrol (RSV): ratos que receberam a dieta com
resveratrol;

4- Grupo Obesidade (OBS): Ratos que foram submetidos a obesidade
através do Glutamato Monossdédico (MSG);

5- Grupo Ligadura e Obesidade (LIG-OBS): ratos que foram submetidos
a obesidade através do MSG e induzido a doencga periodontal

através da ligadura,
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6- Grupo Ligadura e Resveratrol (LIG-RSV): ratos submetidos a dieta
com o resveratrol e indugéao da doenca periodontal por ligadura;
7- Grupo Obesidade e Resveratrol (OBS-RSV): ratos submetidos a
obesidade através do MSG e também a dieta com o resveratrol;
8- Grupo Ligadura, Obesidade e Resveratrol (LIG-OBS-RSV): ratos
submetidos a inducdo da obesidade através do MSG, inducgéo

da doenca periodontal através de ligadura e dieta com o

resveratrol.
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Figura 2: Esquema de distribuicdo dos grupos amostrais. Legenda: CON: Controle; LIG: Ligadura; RSV:
Resveratrol; LIG-RSV: Ligadura-Resveratrol; OBS: Obesidade; LIG-OBS: Ligadura-Obesidade; OBS-
RSV: Obesidade-Resveratrol; LIG-OBS-RSV: Ligadura-Obesidade-Resveratrol
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6.5. Administracao do Resveratrol
Aos 78 dias de vida, os animais pertencentes aos grupos Resveratrol,
receberam uma dose de 10 mg/kg de peso corporal do Resveratrol (TRANS
RESVERATROL PUREST VANTAGE® - BRASIL), diluido em agua destilada,
via oral, durante 28 dias (CASATI et al. 2013).

0 Dias 5 Dias 75 Dias 78 Dias 105 Dias
Nascimento Inlc]iut;.zo:a Inducgo da Inicio da dieta com ' Eutanasia
Obesidade Doe:n[;a Resveratrol
Periodontal

Figura 3. Esquema representando a linha do tempo dos eventos submetidos aos animais experimentais.

6.6.Avaliacdo da Obesidade
Aos 105 dias os animais foram pesados e medidos para a obtencao do
comprimento nasoanal para calculo do indice de Lee [raiz cUbica do peso
corporal (g) / comprimento naso-anal (cm)] (BERNARDIS; PATTERSON, 1968),
em seguida os animais foram eutanasiados por decapitacdo. Apés o sacrificio,
as gorduras perigonadal e retroperitoneal foram retiradas e pesadas para a

verificagdo dos parametros de obesidade.

6.7.Coleta das Amostras de Sangue para Colesterol Total e
Triglicerideos
Imediatamente ap0s a decapitacdo, o sangue foi coletado e
centrifugado a 3000 rpm em centrifuga. O plasma foi separado e armazenado
em freezer a -20°C para dosagem das concentracdes de Colesterol Total e
Triglicerideos, através dos kits Colesterol Liquiform — Labtest e Triglicérides

Liquiform — Labtest.


https://www.4youcorp.com/collections/resveratrol/products/trans-resveratrol-purest-vantage-1400-mg-60-caps-vegan
https://www.4youcorp.com/collections/resveratrol/products/trans-resveratrol-purest-vantage-1400-mg-60-caps-vegan

36

6.8.Analise Radiogréfica

Logo apds o sacrificio, a hemimandibula esquerda de cada animal foi
retirada, fixada em formol 10% (pH 7,2) durante 24 horas, lavadas e estocadas
em alcool 70%. As hemimandibulas foram colocadas com o lado lingual sobre
o filme radiografico periapical (AGFA DENTUS®, Ultraspeed) e posicionadas
para que as cuspides vestibulares e linguais dos primeiros molares fiquem no
mesmo plano vertical. Foi utilizado aparelho de raio X GE — 1000 (Dabi Atlante,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), regulado para 15mA, 65Vp, 18 impulsos,
distancia foco/filme de 50 centimetros com incidéncia de raio X perpendicular
as pecas.

Para processamento dos filmes, foram utilizados revelador e fixador
Kodac® no respectivo processamento de tempo/temperatura e digitalizadas
através de um “scanner’ para dispositivos (Polaroid Sprint Scan 35 Plus,
Polaroid).

As imagens digitalizadas foram analisadas e realizado trés medidas
através do programa Image Tools 3.0 e retiradas uma média entre elas, através
de uma medida linear, que percorreu a distancia da juncdo cemento-esmalte
(JCE) até a crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior
esquerdo do rato, com as medi¢des em pixels (Figura 4).

Figura 4: Radiografia representativa da hemi-mandibula de rato mostrando a distancia da juncéo
cemento-esmalte (JCE) até a crista 0ssea alveolar (trago vermelho).
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6.9.Processamento e Analises Histoldgicas

ApOGs a eutanasia dos animais, as hemimandibulas direitas e aortas
foram fixadas em solucédo de formol a 10% por 24 horas, lavadas e estocadas
em alcool 70%. As hemimandibulas direitas foram descalcificadas com &cido
tricloroacético (TCA) 5%, 10°C, por trinta dias. As pecas foram avaliadas para
verificar o grau de descalcificacdo esperado, com renovacao da solucdo de
TCA a cada cinco dias. Apos a descalcificacdo, os tecidos foram imersos em
sulfato de sddio 5% durante aproximadamente duas horas para neutralizar o
TCA, lavados em &gua corrente por duas horas, mantidos em &lcool 70% até o
processamento histologico para inclusdo em parafina (Purified Paraffin, code
1228, lot 1008459, Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brazil). Os segmentos
das hemimandibulas e aortas abdominais foram desidratadas em série
alcodlica ascendente, diafanizadas em xilol e incluidos em parafina. Os blocos
de parafina foram cortados em micrétomo manual (Olympus, CUT 4055 -
Charleston, Carolina do Sul, EUA) para obtencdo de seccdes de 7 um de
espessura em corte frontal e foram montadas em laminas histologicas e
coradas pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrbmico de Masson
(apenas os cortes de aorta abdominal).

6.10. Observacfes Microscépicas
A analise microscopica foi realizada por um Unico examinador, por
meio da avaliagdo dos cortes histolégicos corados. As laminas foram
analisadas com auxilio de microscopio 6ptico transmitida comumente (Leica
Microsystems, Switzerland), para observac6es morfoldgicas do tecido gengival,
processo alveolar e contagem de ostedcitos e osteoclastos das

hemimandibulas dos animais.

6.11. Morfometria da Gengiva
As medidas morfométricas foram feitas nas gengivas marginais
vestibular e lingual direita em todos os grupos, utilizando-se o programa Image
Pro-Plus 6.0®, acoplado a um microscépio de luz com objetiva de 10x, a

intervalos de 10 cortes entre uma contagem e outra no seriamento dos cortes
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(cerca de 50 pm).

As mensuragfes foram feitas a partir de pontos morfoldgicos pré-
determinados na gengiva marginal, como ilustrado na Figura 5 abaixo. Os

resultados foram expressos em um.

Figura 5: Esquema da gengiva marginal 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

6.12. Morfometria do Osso
Foram realizada a quantificacdo de ostedcitos, osteoblastos e
osteoclastos presentes em cinco campos consecutivos do lado mesial da crista
Ossea alveolar vestibular, partindo do ponto mais alto da crista. Para a
observacéo foi utilizado o aumento de 1000x em imersdo no microscopio.
Serdo feitas duas observagbes por campo, e entdo, feito & média dos valores

para cada animal e para cada grupo.
A medida da crista 6ssea alveolar foi realizada por meio de um
microscopio acoplado a um computador, o que permitiu capturar as imagens,
através do software LazEz®. Foi realizada uma medida da menor distancia

entre o 4pice da crista 0ssea alveolar vestibular e a juncdo cemento-esmalte.



39

As medidas foram repetidas duas vezes por dia, em trés dias diferentes, e
entdo foi feito a média entre os valores (Figura 6).

Figura 6: Fotomicrografia do primeiro molar inferior, ilustrando a medida da jun¢éo cemento-
esmalte (JCE) até a crista 6ssea alveolar (COA). Hematoxilina e Eosina. Aumento 400x.

6.13. Andlise Histomorfométrica da Aorta Abdominal

Apbs a obtencdo das laminas histolégicas da aorta abdominal dos
animais, foi realizada uma medida linear das espessuras das paredes e a area
do limen da artéria, através de um microscopio acoplado a um computador, o
gue permitiu capturar as imagens, através do programa software Laz Ez®
(Sistema de contagem e captura LAS V 4.2, Leica microsystems). Foi realizada
uma medida da menor distancia entre as camadas das paredes da artéria,
foram feitas medidas em quatro pontos equidistantes e entdo a média dos

pontos. Também foi mensurado o valor da area das aortas. As medidas foram
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repetidas duas vezes por dia, em trés dias diferentes, e entdo foi feita a média
entre os valores (Figura 7).

Figura 7: Fotomicrografia da aorta abdominal ilustrando a medida das tUnicas (Tricrébmico de
Masson). Fotomicrografia A: aumento 4x. Fotomicrografia B: aumento 20x.

6.14. Analise Estatistica

Para a andlise 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. Apés a
verificacdo da normalidade dos dados, foi realizado o teste ANOVA e
complementado com o pOs-teste de Tukey com p<0,05 para avaliar as
diferencas entre os grupos.
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7. RESULTADOS

7.1.Efeito no desenvolvimento da obesidade em ratos com e sem
periodontite induzida.

Os animais tratados com MSG no periodo neonatal apresentaram
diminuicdo significativa no peso corporal (p<0,05) (Tabela 1) e também
apresentaram um aumento no indice de Lee (p<0,05) quando comparados
aos animais que nao foram tratados com MSG (Gréfico 1), essa diferenga

nao foi observada quando comparados 0s grupos obesos entre si.

Tabela 1: Efeito do tratamento neonatal com MSG sobre pardmetros corporais dos ratos CON,
OBS, RSV, OBS RSV, LIG, LIG OBS, LIG RSV, LIG OBS RSV. Os valores representam + desvio
padrao.

Peso dos Animais Peso Gordura Peso Gordura

[{=]] Retroperitonial(g) Perigonadal(g)
CON 36633+ 2274A 514+111A 313+ 045A
OBSs 28833+x27/31B 0644+0668 425+0578B
RSV 36433+2417A 518x080A 343056 A
OBS RSV 29900+1378B 67/6+0488B 495+121B
LIG 30566+ 1631A 438x124A 280+x059A
LIG OBS 28533+2445B 688+x0588B 478+x1238
LIG RSV 35166+2174A 481097 A 306063 A
LIG OBSRSV 27866+2137B 655+x0628B 4168+0368

Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes (A,B) dentro do mesmo parédmetro
significam que os dados sao estatisticamente diferentes, dentro do mesmo parametro, com p<0.05.
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Gréafico 1: Efeito do tratamento neonatal com MSG sobre o indice de Lee dos animais dos
diferentes grupos experimentais Os valores representam meédia * desvio padrdo. Letras
diferentes (a,b) significam que os dados sdo estatisticamente diferentes, com p<0.05.

7.2.Niveis plasmaticos de Triglicerideos e Colesterol

Através da andlise estatistica, pode-se observar que o0s grupos
experimentais que ndo receberam a administracdo de MSG apresentaram
menor concentracao de triglicerideos quando comparado aos grupos obesos.
Os demais grupos apresentaram-se estatisticamente diferentes, e dentre eles,
0S animais que receberam a dieta com resveratrol apresentaram menor
concentracéo de triglicerideos quando comparado aos animais obesos que nao
receberam a substancia (Tabela 2). Em relagéo as concentracdes de colesterol,
0S animais pertencentes aos grupos controle (CON), resveratrol (RSV),
obesidade-resveratrol (OBSRSV), ligadura (LIG) e ligadura-resveratrol
(LIGRSV) apresentaram-se estatisticamente semelhantes e com a menor
concentracéo plasmatica de colesterol. Ja os animais pertencentes aos grupos
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LIGOBS e OBS apresentaram-se estatisticamente semelhantes e com a maior

concentracdo plasmatica de colesterol (Tabela 3).

Tabela 2 - Resultados das concentracdes plasmaticas de Triglicerideos nos diferentes grupos
experimentais. Os valores representam média + desvio padrdo e estdo expressos em
micrémetros

Grupos Médias
Con 141.04 £+ 24.46 A
Obs 324.77 £ 32.50C
Rsv 175.29 + 67.75 A
ObsRsv 238.31 £ 10.76B
Lig 149.71 £ 40.62 A
LigObs 341.18 £ 39.49C
LigRsv 159.48 + 14.56A
LigObsRsv 267.06 £ 56.51 B

Letras diferentes significam que os dados sdo estatisticamente diferentes, com p<0.05.

Tabela 3 - Resultados das concentracdes plasmaticas de Colesterol nos diferentes grupos
experimentais. Os valores representam média + desvio padrdo e estdo expressos em
micrémetros.

Grupos Médias
Con 123.84 + 2.99 A
Obs 162.27 +12.02 C
Rsv 127.24 + 432 A
ObsRsv 124.74 + 4. 80A
Lig 127.30 £+ 5.79 A
LigObs 164.67 + 11.38C
LigRsv 123.17 + 7.44A
LigObsRsv 142.07 £ 14.22 B

Letras diferentes significam que os dados sdo estatisticamente diferentes, com p<0.05.
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7.3.Analise Radiogréfica

Na analise radiogréafica da distancia da juncdo cemento-esmalte até a
crista 6ssea alveolar do primeiro molar inferior esquerdo, verificou-se que
houve maior perda de inser¢cdo nos animais expostos a periodontite
experimental quando comparado aos demais grupos (p<0.05), porém o grupo
LIG apresentou perda 0ssea mais acentuada quando comparado aos demais
grupos (Grafico 2), demonstrando que houve efetividade da inducé&o da doenca
periodontal sobre o tecido 6sseo alveolar. A obesidade induzida também atuou
como inibidor da perda éssea alveolar nos animais obesos do grupo LIGOBS
quando comparado ao grupo LIG, e o resveratrol também proporcionou um

efeito protetor na perda 6ssea alveolar nos grupos submetidos a dieta.
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Gréafico 2: Andlise radiografica da distancia da JCE a crista 6ssea alveolar da face mesial do
primeiro molar inferior esquerdo dos ratos dos diferentes grupos experimentais. Os valores
representam média + desvio padrao e estdo expressos em centimetros (cm). Letras diferentes
significam que os dados séo estatisticamente diferentes, com p<0.05.
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7.4.Anélise histologica da hemimandibula direita.

Na andlise histologica, observou-se perda Ossea acentuada nos
animais que foram submetidos a periodontite experimental (p<0,05) através da
ligadura, comprovando a efetividade da inducéo da doenca periodontal. Dentre
eles, o grupo LIG apresentou a maior distancia, representando uma maior
perda 6ssea, quando comparado ao grupo LIGOBS (Tabela 4).

N&o houve diferenca estatistica no numero de células 6sseas quando
comparamos o0s grupos CON e OBS. Houve diferenca estatistica entre os
grupos submetidos a periodontite experimental, dentre eles o grupo LIG
apresentou 0 menor numero de osteoblastos, ostedcitos e maior nimero de
osteoclastos, quando comparado aos demais (p<0,05). Também nao houve
diferenca estatistica nos grupos que receberam a terapia com resveratrol,
porém os grupos LIGRSV e LIGOBSRSV apresentaram um aumento de
osteoblastos e ostedcitos e uma diminuicdo de osteoclastos quando
comparados ao grupo LIG (Tabela 5).

Grupo Controle
Na analise histologica do grupo CTL, observou-se o epitélio oral,

juncional, sulcular e tecido conjuntivo dentro do padrdo de normalidade, sem
presenca de tecido inflamatério. O osso alveolar presente estava intacto,
compacto e regular, com porgcdo esponjosa normal no centro. Apresentava
cristas 6sseas espessas e a hivel do terco cervical da raiz, visto através da
mensuracdo da distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista Ossea
alveolar. Constituintes do periodonto como cemento, ligamento periodontal e a
juncdo cemento-esmalte, apresentaram caracteristicas anatbmicas normais
(Figura 8- A).

Grupo Obeso
Os animais que receberam o tratamento neonatal com o glutamato

monossodico, apresentaram regularidade na diferenciacdo morfologica entre os
epitélios oral, juncional, sulcular e tecido conjuntivo e nédo foi encontrado
aspecto inflamatério nesses tecidos. O nivel da crista 6ssea e a distancia até a
juncado cemento-esmalte foi semelhante estatisticamente ao grupo CTL (Tabela
4 e Figura9 - A).
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Grupo Resveratrol
Ap6s a administragdo do resveratrol, o0s animais deste

grupodemonstraram regularidade nos tecidos periodontais e na morfologia dos
epitélios oral, juncional, sulcular e tecido conjuntivo. Do mesmo modo, nao
apresentaram qualquer aspecto inflamatério. Por meio da mensuracdo da
distdncia da crista 6ssea até a juncdo cemento-esmalte, temos que esta
distancia foi estatisticamente semelhante ao grupo CTL (Tabela 4 e Figura 8 -
Q).

Grupo Obesidade Resveratrol
Na avaliacdo histolégica do grupo obesidade resveratrol foi possivel

observar a presenca de um epitélio oral, juncional, sulcular e tecido conjuntivo
regular e sem presenca de infiltrado inflamatério, as cristas 6sseas espessas e
altas, tendo a mensuracao da distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista
0ssea semelhante ao grupo CTL. (Tabela 4 e Figura 9 - B).

Grupo Ligadura
Na analise do grupo LIG, notamos alteracdo morfoldgica e

anormalidade nos epitélios oral, juncional, sulcular e a migracdo em direcdo
apical do tecido conjuntivo com a presenca de infiltrado inflamatério agudo
(Figura 8 - B). A crista 6ssea apresentou formato irregular, pontiaguda, com
extensa perda 6ssa alveolar, o que levou a uma exposi¢cado do terco cervical
dentario. Também houveram alteragBes em cemento e ligamento periodontal.

Grupo Ligadura Obesidade
No grupo LIG OBS, notou-se pequena alteracdo dos epitélios oral,

juncional e sulcular, e a migracdo do tecido conjuntivo em direcdo a regiao
apical € menor quando comparado ao grupo LIG, apresentando aspecto
inflamatorio. A crista 6ssea mostra formato irregular, com perda éssea alveolar,
contudo encontra-se proxima ao ter¢o cervical da raiz. Notam-se também
alteracdes em cemento e ligamento periodontal (Figura 9 - C).

Grupo Ligadura Resveratrol
Na andlise do grupo LIG RSV, observou-se pequena alteracdo na

morfologia do epitélio juncional, sulcular e oral dos animais. Houve migracéo do
tecido conjuntivo em direcdo apical, porém em menor grau quando comparado

com o grupo LIG. A crista Ossea se apresenta alterada, com formato
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pontiagudo, caracterizando perda 0ssa e préxima ao terco médio do dente,
tendo a mensuracdo da distancia da crista O0ssea alveolar até a juncao
cemento-esmalte semelhante ao grupo LIG (Tabela 4 e Figura 8 - D).

Grupo Ligadura Obesidade Resveratrol
No grupo LIG OBS RSV nota-se alteragdo morfolégica em epitélio

juncional, sulcular e oral e a migracdo em sentido apical do tecido conjuntivo
com presenca de infiltrado inflamatério. Ha4 perda dssea alveolar, com a crista
Ossea alterada, com formato de ponta e préxima ao terco médio da raiz, tendo
a mensuracdo da distancia da crista 6ssea alveolar até a juncdo cemento-

esmalte semelhante ao grupo LIG OBS (Tabela 4 e Figura 9 - D).

Tabela 4 - Resultados da analise morfométrica da distancia (cm) da juncdo cemento-esmalte
até a crista 0ssea alveolar dos animais dos diferentes grupos experimentais. Os valores
representam média + desvio padréo.

Grupos Médias
Con 0.030 £ 0.004 A
Obs 0.035 +£0.005 A
Rsv 0.036 £ 0.010 A

ObsRsv 0.040 £ 0.005 A
Lig 0.087 £ 0.009 C

LigObs 0.056 + 0.015B

LigRsv 0.067 £0.016 B

LigObsRsv 0.068 +0.012 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)
entre 0s grupos, dentro do mesmo parametro.
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Tabela 5 - Analise histologica da hemimandibula direita dos ratos dos grupos experimentais
para quantificacdo de ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. Os valores representam média +
desvio padrao e estao expressos unidades.

Osteoblasto Ostedcito Osteoclasto

CON 12.57+2.14 A 32.23+9.98A 0.37+0.08A
OBS 11.13+0.85 A 32.90+8.35A 0.73+0.60A
RSV 12.05+0.63 A 34.25+12.10A 0.46+0.08A
OBSRSV 10.96+1.36A 32.66+8.88A 0.60+0.50A
LIG 6.95+0.69 B 10.67+4.62B 3.46+0.16B
LIGOBS 8.84+1.36C 19.32+8.05C 1.60+0.70C
LIGRSV 8.64+1.03 C 18.45+4.23C 1.71+0.14C

LIGOBSRSV 8.76+0.71C 21.70+5.10C 1.70£0.29C

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05)
entre os grupos, dentro do mesmo parametro.

Figura 8 - (A) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo CTL. (B) Fotomicrografia
representativa de um animal do grupo LIG. (C) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo RSV.
(D) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo LIG RSV. COA: Crista 6ssea alveolar; EJ:
Epitélio juncional; ES: Epitélio sulcular; EO: Epitélio oral (D). Hematoxilina e Eosina (HE). Aumento 400x.
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Figura 9 - (A) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo OBS. (B) Fotomicrografia
representativa de um animal do grupo OBS RSV. (C) Fotomicrografia representativa de um animal do
grupo LIG OBS. (D) Fotomicrografia representativa de um animal do grupo LIG OBS RSV. COA: Crista
0ssea alveolar; EJ: Epitélio juncional; ES: Epitélio sulcular; EO: Epitélio oral (D). Hematoxilina e Eosina
(HE). Aumento 400x

7.5.Analise histomorfométrica das gengivas marginais vestibular e lingual.

Na analise morfométrica do epitélio bucal, crista epitelial e tecido
conjuntivo, todos o0s animais submetidos a periodontite experimental
apresentaram a altura do epitélio da crista gengival (parametro C), largura do
epitélio bucal (parédmetro E), altura do tecido conjuntivo na regido meédia
(parametro H) e largura do tecido conjuntivo na regido basal (parametro L)
estatisticamente semelhantes, quando comparados entre si e estatisticamente
diferentes quando comparados aos grupos que nao foram submetidos a

periodontite experimental (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados da analise morfométrica da gengiva. As letras correspondem as
comparacdes dentro do mesmo parémetro. (pardmetro C, pardmetro E, pardmetro H e
pardmetro L - as letras séo para serem vistas sempre dentro da mesma coluna). Os valores
representam média + desvio padrao e estdo expressos em micrometros.

Grupos

C

E

H

L

CTL

476.09 £ 10/7.57A

337.76 £ 82.62A

504.04 + 103.94A

325.77 = 70.95A

OBS

526.23 + 78.96A

418.01 + 46.73A

531.70 £ 92.98A

335.16 + 94.71A

RSV

481.37 £ 43.97A

373.77 £ 51.15A

495.60 + 121.27A

331.91 + 31.84A

OBS RSV

510.32+ 129.37A

417.56 + 48.03A

538.77+ 65.33A

345.87+ 31.64A

LIG

839.61 + 216.65B

525.06 + 103.51B

812.85 + 194.38B

482.95 + 89.96B

LIG OBS

706.42 + 140.87B

539.65 + 137.48B

769.43 + 134.44B

479.72 + 81.33B

LIG RSV

850.32 + 145.39B

530.77 = 65.45B

713.69 + 144.02B

550.54 + 94.69B

LIG OBS
RSV

749.32 +136.65B

548.98 + 46.40B

720.23 +108.02B

468.18 + 32.82B

Letras diferentes significam que os dados séo estatisticamente diferentes, com p<0.05, dentro
do mesmo parametro.

7.6.Andlise histomorfométrica da aorta abdominal.

A média da espessura das paredes das artérias abdominais mostrou

diferenca estatisticamente significante em todos os grupos, sendo que 0s

grupos CON e RSV apresentaram a menor espessura, e o grupo LIG OBS

apresentou a maior espessura das tunicas (p<0.05) (Grafico 3).
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Grafico 3: Andlise morfométrica da aorta abdominal para mensuracéo da largura das paredes
da artéria dos ratos dos grupos experimentais. Os valores representam média + desvio padréo
e estdo expressos em micrdmetros. Letras diferentes significam que os dados séo
estatisticamente diferentes, com p<0.05.
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8. DISCUSSAO

O glutamato monossodico (MSG) € uma substancia neurotoxica que
causa lesdes no hipotalamo e no nucleo arqueado quando aplicado na regiao
subcutanea e no periodo neonatal em ratos, gerando um descontrole entre a
absorcdo e o0 gasto energético, levando a obesidade (BRANDELERO et al.,
2012, FERNANDES et al., 2012). A administracdo de MSG provocou aumento
no indice de Lee dos grupos obesos, com diferenca significante entre os
grupos tratados, mas nao houve diferenca entre os grupos de MSG. Essa
variavel fica evidente nesse modelo de obesidade devido a este tratamento
poder resultar em numerosas anormalidades endocrinas e comportamentais,
tais como perturbacdes do crescimento, producdo de glicocorticéides,
obesidade e hipogonadismo (CUNHA et al., 2010). Houve também maior
acumulo de gordura retroperitonial e perigonadal (Tabela 1), o que corrobora
com o estudo de Costa e colaboradores (COSTA et al., 2017; GASPAR et al.,
2016). Também é possivel notar que o peso dos animais que sofreram a
inducéo da obesidade através do MSG também foi menor quando comparado
aos demais animais, e isso se deve ao fato de o MSG provocar alteragdes
enddcrinas dentre seus efeitos colaterais, alterando a secrecdo do hormdnio do
crescimento, fazendo com que esses animais apresentassem menor tamanho
(MIRANDA et al., 2014, MAITER et al., 1991, COSTA et al, 2017).

Além da inducdo da obesidade, também foi administrado o resveratrol
aos animais, que é um composto natural, polifenol ndo flavonéide que esta
presente em mais de 72 vegetais, apresenta um carater antiinflamatorio e
antimicrobiano no tratamento da doenca periodontal (ANDREOU et al., 2004).

Assim sendo, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar se o resveratrol
poderia modular e diminuir os efeitos deletérios da doenca periodontal e da
obesidade, e também das duas doencas associadas e seus efeitos sistémicos.
O presente estudo demonstrou que o resveratrol foi capaz de diminuir os niveis
de colesterol e triglicerideos nos animais obesos, o que pode ser explicado
pela sua atividade antioxidante e redutora de triglicerideos proposta por

Belguendouz em 1998 e juntamente com sua capacidade de interromper o
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transporte de colesterol pelas lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
ocasionando uma reducéo de eventos cardiovasculares.

Os resultados do perfil lipidico, neste estudo, demonstraram que 0s
animais dos grupos obesos apresentaram uma concentracdo de colesterol e
triglicerideos maiores quando comparados a ambos 0s grupos controles,
corroborando com o estudo de Costa et al. (2017), que demonstrou um
aumento nos niveis de colesterol e triglicerideos, associados ou ndo a doenca
periodontal induzida, sugerindo que a periodontite ndo influenciaria no aumento
destes parametros, corroborado pelo estudo de Shridar et al., que também né&o
demonstrou a influéncia da doenca periodontal nestes parametros analisados.
O presente estudo também demonstrou uma diminuicdo nos niveis destes
marcadores lipidicos, quando da adminstracdo do resveratrol. Li et al (2018)
demonstraram em um estudo com animais obesos que o uso de resveratrol
reverteu significativamente o aumento do colesterol total e triglicerideos que
ocorreu em ratos obesos. Esses efeitos podem indicar que o resveratrol pode
regular o metabolismo lipidico em camundongos hiperlipidémicos. Os efeitos do
resveratrol no metabolismo lipidico sugerem que ele pode ser usado para tratar
pacientes com distUrbios associados a hiperlipoidemia (LI et al, 2018).

Entretanto a obesidade pode influenciar diretamente a resposta
vascular do hospedeiro, alterando a rede de citocinas e resultando na liberacéo
aumentada das mesmas, tendo influéncia na etiopatogenia da doenca
cardiovascular, causando alteragbes endoteliais e permitindo maior adeséo e
fixagdo de placas de colesterol no endotélio (ARAUJO, 2013). Neste estudo, foi
possivel observar que as espessuras das tunicas das aortas abdominais
apresentaram-se maiores nos animais obesos e que apresentavam doenca
periodontal concomitante, sugerindo uma alteracdo endotelial a partir das
alteracdes inflamatorias.

Em relacdo ao tecido gengival, os resultados do presente estudo n&o
demonstraram diferencas nas andlises dos grupos de animais com obesidade,
uso de resveratrol e sem periodontite. Atualmente, o mecanismo para
esclarecer a relacdo entre obesidade e o crescimento gengival € pouquissimo

estudado. No estudo de Al-Zahani et al. (2013) analisou-se a expressao de
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defensinas humanas beta (HBD) como um mecanismo possivel, através do
qual o sistema imunolégico inato afeta a suscetibilidade para periodontite em
individuos obesos, entretanto o estudo néo revelou diferencas na expressao de
defensinas humanas beta -1 e -2 (HBD-1e HBD-2) entre obesos e participantes
com peso normal. Logo, a expressdo de HBD-2 n&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os pacientes com periodontite do que
individuos adultos saudaveis. A inducdo dessas respostas ndo era mediada por
lipopolissacarideos (LPS), que propdem que a regulacdo da inducdo destes
mediadores da imunidade inata na mucosa oral € controlada por mecanismos
mais complexos do sistema imune inato (Al-ZAHANI et al., 2013; COLTRI et al.,
2017).

Ainda nos grupos com periodontite induzida, neste estudo, a altura e
espessura gengival se mostraram significantemente maiores, caracterizando
desta forma ndo somente alteracBes histopatoldégicas, mas também um
aumento de volume gengival, tipico na presenca de periodontite,
provavelmente devido a existéncia do biofilme bacteriano (COLTRI et al., 2017).
Baseados nestes resultados podem afirmar que o modelo deste estudo
cumpriu com 0s requisitos experimentais de periodontite.

Na andlise do tecido Gsseo, constata-se nesse estudo uma perda
0ssea alveolar mais acentuada nos animais que tiveram a periodontite induzida,
sendo essa diferenca mais evidente no grupo LIG. Os estudos que mostram a
relacdo da obesidade com a doenca periodontal, por vezes nos trazem que a
perda de insercdo nos animais obesos € maior, contribuindo para uma maior
perda Ossea, porém podendo variar de acordo com a dieta submetida ao
animal e ao tipo de modelo experimental, 0 que ndo acontece nesse estudo
(NASCIMENTO et al, 2013; VERZELETTI, 2012). A doenca periodontal e sua
progressdo podem ser modificadas por diversos fatores de ordem biologica,
ambiental e comportamental, sugerindo que as citocinas criadas pelo tecido
adiposo, poderiam atuar como moduladores no processo inflamatério,
sugerindo também que a inflamacao sistémica dos obesos poderiam afetar a
susceptibilidade a doencas crbénicas, como por exemplo, a periodontite
(PERLSTEIN e BISSADA, 1977; CAVAGNI et al., 2013).
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Embora a obesidade seja considerada um fator de risco para saude
publica, encontra-se evidéncias na literatura mostrando um efeito protetor do
tecido adiposo sobre o tecido 6sseo (COLAIANNI et al., 2014, EVANS et al.,
2015). Isso se deve a um aumento no indice de massa corporal ocasionando
um aumento na densidade mineral 6ssea, considerando que a carga excessiva
exercida pelo sobrepeso atue como efeito benéfico para a formagdo Ossea
(COLAIANNI et al.,, 2014, LECKA-CZERNIK et al., 2015 & MAGGIO et al.,
2014), através da reducdo da apoptose, aumento da diferenciacdo de
osteoblastos e estimulacdo da matriz 6ssea (EHRLICH.; LANYON., 2002). Os
resultados apresentados nesse estudo mostraram um  aumento
estatisticamente significante na quantidade de osteoblastos e osteécitos no
grupo LIG OBS quando comparado ao grupo com periodontite somente (Tabela
5), sendo corroborado pelo estudo de Costa et al. (2017). Ainda outros estudos
demonstram que o horménio produzido pelo tecido adiposo conhecido como
leptina, poderia induzir a diferenciacdo das células estromais da medula 6ssea
em osteoblastos, levando ao aumento da mineralizagcdo da matriz extracelular
(PROUTEAU et al., 2006, BANDEIRA, 2007).

O resveratrol também demonstrou um efeito protetor na perda 6ssea
alveolar, onde ocorreu uma diminuicdo estatisticamente significante na
distancia da crista 6ssea alveolar até juncdo cemento-esmalte dos animais do
grupo LIG RSV (Grafico 2 eTabela 4), quando comparado ao grupo somente
com periodontite experimental induzida (LIG), além de um aumento
estatisticamente significante na quantidade de osteoblastos e ostedcitos no
grupo LIGRSV quando comparado ao grupo LIG (tabela 5), corroborando com
Bhattarai et al. em 2016, que estudaram a relacéo do resveratrol na modulacéo
da inflamacéo pelos fibroblastos gengivais, e concluiram através de analise
histolégica que a administracdo do resveratrol (5mg/kg de peso corporal)
melhorou a perda 6ssea alveolar mediada por ligadura em ratos.

Casati et al. (2013) avaliaram o efeito da administracdo continua do
resveratrol na progressdo da doenca periodontal induzida experimentalmente
em 24 ratos. Apos 115 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e

as hemimandibulas coletadas para andlise morfométrica, na qual as
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comparacdes intra-grupos mostraram diferencas significativas na perda 6ssea
alveolar entre os animais com e sem ligadura em ambos 0S Qrupos,
demonstrando a efetividade da inducdo da doenca periodontal. Quando
realizadas comparacfes intergrupos, analisando os molares com ligadura, o
grupo controle exibiu maiores valores de perda 6ssea alveolar (p<0,05) quando
comparado ao grupo que recebeu tratamento com resveratrol. Da mesma
forma ocorreu nas analises intergrupos para os molares sem ligadura,
corroborando com os resultados de nosso estudo, onde 0s grupos que
receberam resveratrol apresentaram uma perda Ossea alveolar
significativamente menor em relacdo ao grupo apenas com periodontite
induzida (Tabelas 4 e 5 e gréfico 2).

Embora haja de fato um potencial terapéutico do resveratrol na
modulacdo inflamatéria, ainda ndo ha registros na literatura que expliquem
guais 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 ser esclarecidos, porém algumas descobertas demonstraram que
o resveratrol pode reduzir a expressao de outros marcadores, incluindo IL-2, IL-
6, IL-8, IL-12, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), fator estimulador de col6nias
de granulécitos-macréfagos (GM-CSF) e interferon-y (INF-y), em diferentes
modelos experimentais, embora muitos outros mediadores inflamatérios (IL-6,
IL-8, IL-10, IL-23, INF-y e 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, porém estudos adicionais devem ser realizados.
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CONCLUSOES

O resveratrol apresentou um efeito protetor sobre a perda éssea
alveolar em animais obesos com periodontite induzida. Entretanto n&o
apresentou efeito sobre os tecidos gengivais nos grupos com a presenca da
doenca periodontal.

Os animais obesos também apresentaram concentracdo de
triglicerideos e colesterol maiores que os demais animais sendo que 0s que
receberam a dieta com resveratrol tiveram reducdo nesses padroes,
melhorando assim o perfil lipidico dos animais, com ou sem periodontite

experimental induzida.
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EVALUATION OF THE EFFECT OF RESVERATROL ON THE
PERIODONTAL TISSUES OF RATS WITH OBESITY INDUCED BY
MONOSODIUM GLUTAMATE AND SUBMITTED TO EXPERIMENTAL
PERIODONTITIS
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ABSTRACT

Several scientific studies have suggested that obesity contributes effectively to
the severity of periodontal disease. On the other hand, resveratrol, a polyphenol
well known for its health benefits, can prevent obesity and interfere positively
with osteoblastogenesis and promote immunomodulatory effects on host
response in the presence of periodontal disease. Thus, the objective of this
study was to evaluate the appearance of periodontal tissues under the effects of
administration of resveratrol by means of morphological and radiographic
analyzes in rats with obesity and experimentally induced periodontitis. 48 rats
were used. During the first five days of life, half of the animals received
injections of monosodium glutamate at 4 g / kg body weight, forming the
Obesity group, the other half of the animals received 0.9% saline injections at
1.25 g/ kg, during the same period forming the Control group. At 21 days of age
weaning was performed. At 75 days of age, half of the animals in each group (n
= 12) were submitted to induction of experimental periodontitis, forming the
ligation groups. After this procedure, 8 groups (n = 6) were generated: 1)
Control Group (CON), 2) Obesity Group (OBS), 3) Resveratrol Group (RSV), 4)
Ligature-Obesity Group (LIG-OBS), 6) Ligation-Resveratrol Group (LIG-RSV),
7) Obesity-Resveratrol Group (OBS-RSV), 8) Ligature-Obesity-Resveratrol
Group. The animals belonging to the Resveratrol groups received a dose of 10
mg / kg body weight of the polyphenol orally for 4 weeks starting at 78 days of
age. After the 105 days of the experimental period, obesity was evaluated and
euthanasia was performed, where blood was collected and triglyceride and total
cholesterol concentrations were determined. Hemimandibula were also
collected for histological and radiographic analysis, gingival tissue samples for
immunological analysis and histological analysis of the abdominal aorta artery,
in order to evaluate the effects induced by obesity and resveratrol. Obesity was
confirmed by the Lee index and by the retroperitoneal and perigonadal fats (p
<0.05). In the analysis of bone tissue, a more pronounced alveolar bone loss
was observed in the LIG group, with a decrease in bone loss in the LIGRSV and
LIGOBS groups. In the gingival tissue, all animals that underwent experimental
periodontitis presented a statistically significant difference when compared to
the animals that did not receive the ligature. Obese animals also had higher
levels of triglycerides and cholesterol than the other animals, and those who
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received the diet with resveratrol had a reduction in these patterns. In the
morphometric analysis of the abdominal aorta, the thickness of the arteries was
statistically different in all groups, and the LIGOBS group had the greatest
thickness (p <0.05), however, with respect to the artery area, the CON group
presented the largest area and the LIG and LIGOBS groups the smallest area.
Thus, it is possible to suggest that the obesity model and resveratrol, act with
protective effect of alveolar bone loss through ligature. Also, it can be observed
that the association between obesity and periodontitis may contribute to an
increase in abdominal aortic thickness.

INTRODUCTION

Obesity has reached epidemic proportions throughout the world, largely
because of increased consumption of high calorie diet and sedentary lifestyle?.
According to the World Health Organization (WHO), 1.5 billion adults are
overweight and, among them, 500 million are clinically obese?. Obesity is a
chronic, multifactorial disease that affects adults and children and is responsible
for increasing the risk of different systemic disorders such as cardiovascular
diseases, diabetes and other life-threatening diseases®. It is known that adipose
tissue has, in addition to the ability to regulate storage and distribution of fat,
communication with the central nervous system and the gastrointestinal tract,
playing an important role in the inflammatory response and autocrine, paracrine
or endocrine conditions®. It is a disease characterized by the activation of
inflammatory process at metabolically active sites such as adipose tissue, liver
and immune system cells. The consequence of this response is a marked
increase in the circulating levels of proinflammatory cytokines, adipokines and
other inflammatory markers. Obesity is accompanied by a low-grade
inflammation state and may predispose to chronic diseases such as
cardiovascular and diabetes, and also, potentially, to periodontitis®.

The study of the mechanisms by which obesity induces physiological
dysfunctions can be facilitated with the use of an animal model in a research
environment®. The great similarity and homology between rodent and human
genomes make these animal models an important tool for the study of obesity,
conditions that affect humans and can be simulated in rats.

Some models of obesity induction in rats are found in the literature,

including subcutaneous monosodium glutamate (MSG), a neuroexcitatory
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amino acid that damages the central nervous system, resulting in acute
degeneration of the hypothalamus, destroying specific sites including the
arcuate nucleus ventromedial that leads beyond obesity, to provoke
disturbances in the control of mechanisms of absorption and energy
expenditure’ as well as to sexual dysfunction, growth retardation, behavioral
deficits in rodents and changes in cardiovascular control®. Obesity increases
host susceptibility by modulating the immune and inflammatory system, leading
the patient to a greater risk of periodontitis®. The obese individual can undergo
emotional and oxidative stress states, which can alter metabolic processes and
generate immunosuppressive mechanisms, reducing immune responses that
fight pathogenic microbial agents, contributing to the evolution of periodontal
disease in obese individuals'®®. Periodontal disease is no longer only identified
as an oral health problem, but as a public health issue, since it is associated
with systemic health!?,

On the other hand periodontitis is an inflammation associated with
bacterial infection and reaches the supporting tissues of the teeth, causing
alveolar bone resorption and loss of dental insertion tissue. It is a progressive
and destructive disease, leading to dental loss and edentulism in adults®?.
However, several scientific studies have shown a significant influence on the
gradation of periodontal disease!®'41516 and the cytokines derived from
adipose tissue are probably key in this process'’. It is caused predominantly by
bacteria that release endotoxins that activate proinflammatory cytokines (IL1,
TNF-a, among others), affecting the supporting tissues of the teeth and inducing
loss of alveolar bone, cementum and periodontal ligament!8. Adipose tissue
produces a vast amount of cytokines and hormones collectively called
adipokines or adipocytokines, which in turn can modulate periodontitis.

The progression of periodontal disease and consequent tissue
degradation are directly related to the secretion of proinflammatory cytokines,
such as interleukin 17 (IL 17), whose mechanism is independent of cell-
mediated immunity!®, showed increasing proportionality between the intensity of
inflammatory infiltrate, clinical condition and immunopositivity of periodontal

disease, mainly for IL-172021, Lester and colleagues found a significant increase
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in IL-23, IFN-y and IL-17 in the gingival tissue of sites with moderate and severe
insertion loss when compared to healthy sites and a correlation between IL- 23
and IL-17%2. IL-17 is considered to be one of the major proinflammatory
cytokines within the cytokine network created both in the innate and adaptive
immune response and is found to be increased in the mucosa of individuals with
periodontitis?324, It is also a proinflammatory cytokine that shares the biological
effects of IL-18 and TNF-aq, including the stimulus for the production of pro-
inflammatory mediators such as IL-1, IL-6, TNF-a and metalloproteinases (MMP
s)?°.Resveratrol is a non-flavonoid polyphenol produced naturally by plants in
response to fungal attack or injury that may affect them. It is found in the diet in
foods like berries, grapes, red wine and nuts. It has low bioavailability and is
rapidly metabolized in the human organism?®. Recently it has been investigated
about the benefits that this polyphenol has on health, being described as able to
prevent cardiovascular diseases, cancer and ischemic lesions, reducing
inflammation and oxidative cellular stress, controlling glycemia in animals and
humans and preventing obesity?’.

In addition to glycemic control, resveratrol acts on the metabolism of
adipose tissue, maintaining an anti-adipogenic relationship, since it is able to
increase apoptosis in mature adipocytes and also induce lipolysis by lipid
mobilization stimulated by B-adrenergic agents?. In this sense, the scientific
articles bring relevant information in order to clarify the benefits that resveratrol
can promote when properly administered and its effects on the periodontal
tissues and in obese patients. Thus, it is possible that resveratrol provides an
anti-inflammatory effect, resulting in less periodontal bone loss and consequent
lower tissue degradation, tooth loss and association with systemic effects.
METODOLOGY
Animals

The work was approved by the Committee on Ethics in the Use of
Animals (CEUA) of UNIOESTE, being in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the National Council of Control of Animal
Experimentation (CONCEA).Pregnant rats (n = 12) were obtained from the

Central Biotério of the State University of the West of Parana, Campus
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Cascavel, and kept in the laboratory room of the Physical Therapy Laboratory
under controlled conditions of temperature (21 = 2 °) and light (12-hour cycle of
course and 12 hours of dark 7:00 a.m. to 7:00 p.m.). At birth, the pups were
separated prioritizing the males, in a total of 8 animals per litter, and the
females were euthanized. The animals received standard diet and water at will
throughout the experimental period. The day of delivery was considered as day
0 and, at 21 days postpartum, the weaning of the litter was performed.

In total, 48 male Wistar rats (body weight between 180-350 g) were
used and after weaning were kept in a laboratory room of the Physical Therapy
laboratory in individual boxes in a light dark cycle environment (lights on at 7:00
am and cleared at 7:00 p.m.) and temperature controlled, with free access to
water and food and being accommodated in individual boxes in groups of 3-5
per box (41 cm long x 34 cm width X 17 cm height). Initially, the offspring were
already separated into two large groups: control (n = 24) and obese (n = 24).

The sample calculation was based on the use of the ANOVA test to
calculate the sample size, with a power of 90% and significance level of 5%, as
well as previous studies of the groups of researchers?.

Obesity Induction

The animals belonging to the obese group (OBS) were submitted during
the first five days of life, the induction of obesity through intra-dermal
administration in the posterior region of MSG (AJINOMOTO - BRAZIL) at a
dose of 4 g / kg body weight (OBESO group) or 1.25 g/ kg of saline (CONTROL
group)?°.

Periodontal Disease Induction

At 75 days of age, the animals belonging to the Ligature groups (LIG),
Ligation-Obesity (LIG-OBS), Ligation-Resveratrol (LIG-RSV) and Ligature-
Obesity-Resveratrol (LIG-OBS-RSV) were anesthetized by intramuscular
administration with xylazine (Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda., S&do Paulo, SP,
Brazil), 0.04mL / 100g and ketamine (Francotar, Virbac do Brasil Indand Com.
Ltda., Sdo Paulo, 100g) and placed in an appropriate operative table, which
allowed the maintenance of the mouth opening of the rats facilitating access to

the teeth of the posterior region of the mandible. Using a modified forceps and
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an exploratory probe, a cotton thread was placed around the first right and left
lower first molar. This ligature acted as a gingival irritant for 30 days, favoring
the accumulation of plague and consequent development of periodontal
disease®.
Resveratrol Administration

At 78 days of age, animals belonging to the Resveratrol groups
received a dose of 10 mg / kg body weight of Resveratrol (TRANS
RESVERATROL PUREST VANTAGE® - BRAZIL) diluted in distilled water
orally for 28 days®.
Obesity avaliation

At 105 days the animals were weighed and measured to obtain the
nasoanal length for the calculation of Lee's [cubic root of body weight (g) / naso-
anal length (cm)]®?, then the animals were euthanized by decapitation. After the
sacrifice, the perigonadal and retroperitoneal fat were removed and weighed to
verify the parameters of obesity.
Collection of Blood Samples for Total Cholesterol and Triglycerides

Immediately after decapitation, blood was collected and centrifuged at
3000 rpm in a centrifuge. Plasma was separated and stored in a freezer at -20 °
C for the determination of Total Cholesterol and Triglycerides concentrations
through the Liquiform - Labtest and Triglycerides Liquiform - Labtest Cholesterol
kits.
Radiographic Analysis

Soon after sacrifice, the left hemi jaws of each animal was removed,
fixed in 10% formaldehyde (pH 7.2) for 24 hours, washed and stocked in 70%
alcohol. The hemi jaws were placed with the lingual side on the periapical
radiographic film (AGFA DENTUS®, Ultraspeed) and positioned so that the
buccal and lingual cusps of the first molars lie in the same vertical plane. The X-
ray apparatus GE-1000 (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brazil) was
used, set at 15mA, 65Vp, 18 focus / film distance pulses of 50 centimeters with
an X-ray incidence perpendicular to the pieces.For processing of the films,
Kodac® developer and fixative were used in the respective time / temperature
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processing and scanned by means of a device scanner (Polaroid Sprint Scan
35 Plus, Polaroid).

The scanned images were analyzed and three measurements were
carried out using the Image Tools 3.0 program and a mean of a linear measure
was taken from the cement-enamel junction (JCE) to the alveolar ridge on the
mesial side of the first lower left molar of the rat, with measurements in pixels.
Histological Processing and Analysis

After euthanasia of the animals, the right hemi jaws and aorta were
fixed in 10% formalin solution for 24 hours, washed and stored in 70% alcohol.
The right hemi jaws were descaling with trichloroacetic acid (TCA) 5%, 10 ° C,
for thirty days. The pieces were evaluated to verify the degree of decalcification
expected, with renewal of the TCA solution every five days. After decalcification,
the tissues were immersed in 5% sodium sulfate for approximately two hours to
neutralize the TCA, washed in running water for two hours, kept in 70% alcohol
until histological processing for inclusion in paraffin (Purified Paraffin, code 1228,
lot 1008459, Vetec Fine Chemical, Rio de Janeiro, Brazil). The segments of the
hemi-jaws and abdominal aortas were dehydrated in ascending alcoholic series,
diaphanized in xylol and included in paraffin. The paraffin blocks were cut into a
hand microtome (Olympus, CUT 4055 - Charleston, South Carolina, USA) to
obtain sections of 7 um thickness in frontal section and were mounted on
histological slides and stained by the technique Hematoxylin and Eosin (HE)
and Masson's trichrome (abdominal aorta sections only).

Microscopic Observations

Microscopic analysis was performed by a single examiner, through the
evaluation of stained histological sections. The slides are being analyzed with
the aid of a commonly transmitted optical microscope (Leica Microsystems,
Switzerland) for morphological observations of the gingival tissue, alveolar
process and counting of osteocytes and osteoclasts of the hemi-jaws of the
animals.

Gingival Morphometry
Morphometric measurements were performed on the marginal

vestibular and lingual gingiva in all groups using the Image Pro-Plus 6.0®
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program, coupled to a light microscope with a 10x objective, at 10-cut intervals
between counts in the cut-out (about 50 um). Measurements were made from
predetermined morphological points on the marginal gingiva. The results were
expressed in ym.

Bone Morphometry

Quantification of osteocytes, osteoblasts and osteoclasts was
performed in five consecutive fields on the mesial side of the vestibular alveolar
bone crest, starting from the highest point of the crest. For the observation was
used the increase of 1000x immersion in the microscope.Two observations
were made per field, and then averaged values for each animal and for each
group.

The measurement of the alveolar bone crest was performed by means
of a microscope coupled to a computer, which allowed capturing the images
through LazEz® software. A measure of the shortest distance between the apex
of the vestibular alveolar bone crest and the cemento-enamel junction was
performed. Measurements were repeated twice a day, on three different days,
and then averaged between values.

Morphometric Analysis of the Abdominal Aorta

After obtaining the histological slides of the abdominal aorta of the
animals, a linear measurement of the wall thicknesses and the lumen area of
the artery was performed, through a microscope coupled to a computer which
allowed to capture the images through the Laz Ez® software (LAS V 4.2
Capture System, Leica microsystems). A measurement of the shortest distance
between the layers of the artery walls was made measurements were taken at
four equidistant points and then the mean points. The value of the area of the
aorta is also measured. Measurements were repeated twice a day, on three
different days, and then averaged between values.

Statistical analysis

For statistical analysis, all numerical values were expressed as mean +
standard deviation. Initially, through the program Bioestat 5.3 (Instituto
Mamiraua, Amazonas, Brazil), the Shapiro-Wilk test was performed to evaluate

the distribution of normality of the data. After checking the normality of the data,
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the ANOVA test was performed and complemented with the Tukey post-test
with p <0.05 to evaluate the differences between the groups.

RESULTS

Effect on the development of obesity in rats with and without induced
periodontitis.

Animals treated with MSG in the neonatal period had a significant
decrease in body weight (p <0.05) (Table 1) and also showed an increase in
Lee index (p <0.05) when compared to animals that were not treated with MSG
(Graph 1), this difference was not observed when the obese groups were
compared to each other.

Plasma levels of Triglycerides and Cholesterol

Through the statistical analysis, it can be observed that the
experimental groups that did not receive the administration of MSG presented
lower concentration of triglycerides when compared to the obese groups. The
other groups were statistically different, and among them, the animals that
received the diet with resveratrol presented lower concentration of triglycerides
when compared to the obese animals that did not receive the substance (Table
2). In relation to the cholesterol concentrations, the animals belonging to the
control (CON), resveratrol (RSV), obesity-resveratrol (OBSRSV), ligature (LIG)
and ligature-resveratrol (LIGRSV) groups were statistically similar and with the
lowest concentration cholesterol. However, the animals belonging to the
LIGOBS and OBS groups were statistically similar and with the highest plasma
cholesterol concentration (Table 3).

Radiographic Analysis

In the radiographic analysis of the mean distance from the cementum-
enamel junction to the alveolar bone crest of the first left lower molar, it was
verified that there was a greater loss of insertion in the experimentally exposed
animals compared to the other groups (p <0.05) however, the LIG group
presented more pronounced bone loss when compared to the other groups
(Graph 2), demonstrating that the induction of periodontal disease on alveolar
bone tissue was effective. Induced obesity also acted as an inhibitor of alveolar

bone loss in obese animals of the LIGOBS group when compared to the LIG
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group, and resveratrol also provided a protective effect on alveolar bone loss in
the dietary groups.
Right Hemy-jaw Histological Analysis

In the histological analysis, marked bone loss was observed in the
animals that underwent experimental periodontitis (p <0.05) through ligation,
proving the effectiveness of periodontal disease induction. Among them, the
LIG group showed the greatest distance, representing a greater bone loss,
when compared to the LIGOBS group (Table 4).

There was no statistical difference in the number of bone cells when
comparing the CON and OBS groups. There was a statistical difference
between the groups submitted to experimental periodontitis. Among them, the
LIG group had the lowest number of osteoblasts, osteocytes and more
osteoclasts when compared to the others (p <0.05). There was also no
statistical difference in the groups that received resveratrol therapy, but the
LIGRSV and LIGOBSRSV groups showed an increase in osteoblasts and
osteocytes and a decrease in osteoclasts when compared to the LIG group
(Table 5).

Control Group

In the histological analysis of the CTL group, the oral, junctional,
sulcular and connective epithelium were observed within the normality pattern,
with no inflammatory tissue present. The alveolar bone present was intact,
compact and regular, with a normal spongy portion in the center. It presented
thick bony ridges and at the level of the cervical third of the root, seen through
the measurement of the distance of the cemento-enamel junction to the alveolar
bone crest. Constituents of the periodontium, such as cementum, periodontal
ligament and cementum-enamel junction, presented normal anatomical
characteristics (Figure 1-A).

Obeso Group

The animals that received the neonatal treatment with monosodium

glutamate presented regularity in the morphological differentiation between the

oral, junctional, sulcular and connective tissue epithelia, and no inflammatory
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aspect was found in these tissues. Bone crest level and distance to cementum-
enamel junction were statistically similar to CTL group (Table 4 and Figure 2-A).
Resveratrol Group

After resveratrol administration, the animals in this group demonstrated
regularity in the periodontal tissues and in the morphology of the oral, junctional,
sulcular and connective tissue epithelia. Likewise, they did not present any
inflammatory appearance. By measuring the distance from the bone crest to the
cementum-enamel junction, we found that this distance was statistically similar
to the CTL group (Table 4 and Figure 1-C).
Resveratrol Obesity Group

In the histological evaluation of the resveratrol obesity group, it was
possible to observe the presence of an oral, junctional, sulcular and regular
connective tissue and no inflammatory infiltrate, thick and high bony crests,
measuring the distance from the cementoenamel junction to the bone crest
similar to the CTL group (Table 4 and Figure 2-B).
Ligation Group

In the analysis of the LIG group, we noticed morphological alteration
and abnormality in the oral, junctional, sulcular epithelia and the apical
migration of the connective tissue with the presence of acute inflammatory
infiltrate (Figure 1 - B). The bony crest had irregular, pointed shape, with
extensive loss of alveolar bone, which led to an exposure of the cervical third of
the teeth. There were also changes in cementum and periodontal ligament.
Ligation Obesity Group

In the LIG OBS group, small alteration of the oral, junctional and
sulcular epithelia was noticed, and the migration of the connective tissue toward
the apical region is smaller when compared to the LIG group, presenting an
inflammatory aspect. The bone crest shows irregular shape, with alveolar bone
loss, yet it is close to the cervical third of the root. There are also changes in
cementum and periodontal ligament (Figure 2 - C).
Resveratrol Ligature Group

In the analysis of the LIG RSV group, there was a small change in the

morphology of the junctional, sulcular and oral epithelium of the animals. There
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was migration of the connective tissue in the apical direction, but to a lesser
extent when compared to the LIG group. Bone crest is altered, with a pointed
shape, characterizing bone loss and close to the middle third of the tooth,
measuring the distance from the alveolar bone crest to the cement-enamel
junction similar to the LIG group (Table 4 and Figure 1-D).

Ligation Obesity Resveratrol Group

In the LIG OBS RSV group, morphological alteration was observed in
junctional, sulcular and oral epithelium and the apical migration of connective
tissue with the presence of inflammatory infiltrate. There is alveolar bone loss,
with the altered bone crest, with a tip shape and close to the middle third of the
root, measuring the distance from the alveolar bone crest to the cement-enamel
junction similar to the LIG OBS group (Table 4 and Figure 2 - D).
Histomorphometric analysis of marginal vestibular and lingual gums

In the morphometric analysis of the buccal epithelium, epithelial crest
and connective tissue, all animals submitted to experimental periodontitis
showed the height of the gingival crest epithelium (parameter C), width of the
buccal epithelium (parameter E), height of the connective tissue in the middle
region (parameter H) and width of connective tissue in the basal region
(parameter L) were statistically similar, when compared to each other and
statistically different when compared to groups that did not undergo
experimental periodontitis (Table 6).

Histomorphometric analysis of the abdominal aorta.

The mean thickness of the abdominal artery walls showed a statistically
significant difference in all groups, and the CON and RSV groups had the
lowest thickness, and the LIG OBS group presented the highest thickness of the
tunics (p <0.05) (Graph 3).

DISCUSSION

Monosodium glutamate (MSG) is a neurotoxic substance that causes
lesions in the hypothalamus and arcuate nucleus when applied in the
subcutaneous region and in the neonatal period in rats, generating a lack of

control between absorption and energy expenditure, leading to obesity3334, The
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administration of MSG caused an increase in the Lee index of the obese groups
(Graphic 1), with a significant difference between the treated groups, but there
was no difference between the MSG groups. This variable is evident in this
model of obesity because this treatment may result in numerous endocrine and
behavioral abnormalities, such as growth disturbances, glucocorticoid
production, obesity and hypogonadism3®. There was also a greater
accumulation of retroperitoneal and perigonadal fat (Table 1), which
corroborates with the study by Costa et al.26%" |t is also possible to observe that
the weight of the animals that underwent obesity induction through MSG was
also lower when compared to the other animals (Table 1), and this is due to the
fact that MSG causes endocrine changes among its side effects, secretion of
the growth hormone, causing these animals to present a smaller size383%36 |n
addition to the induction of obesity, resveratrol was also administered to the
animals, which is a natural compound, non-flavonoid polyphenol that is present
in more than 72 plants, has an anti-inflammatory and antimicrobial character in
the treatment of periodontal disease“°.

Thus, the objective of our study was to evaluate whether resveratrol
could modulate and reduce the deleterious effects of periodontal disease and
obesity, as well as the two associated diseases and their systemic effects. The
present study demonstrated that resveratrol was able to lower cholesterol and
triglyceride levels in obese animals (Tables 2 and 3), which can be explained by
its antioxidant and triglyceride activity proposed by Belguendouz in 1998 and
together with its capacity to interrupt the transport of cholesterol by low density
lipoproteins (LDL), causing a reduction of cardiovascular events*L.

The results of the lipid profile, in this study, showed that the animals of
the obese groups had a higher concentration of cholesterol and triglycerides
when compared to both control groups, corroborating with the study of Costa et
al. (2017)%, which demonstrated an increase in cholesterol and triglyceride
levels, associated or not with periodontal disease induced, suggesting that
periodontitis would not influence the increase of these parameters, corroborated
by the study by Shridar et al*2, who also did not demonstrate the influence of

periodontal disease in these analyzed parameters (Table 2 and 3). The present
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study also demonstrated a decrease in the levels of these lipid markers when
administering resveratrol. Li et al. (2018) demonstrated in a study with obese
animals that the use of resveratrol significantly reversed the increase in total
cholesterol and triglycerides that occurred in obese rats. These effects may
indicate that resveratrol can regulate lipid metabolism in hyperlipidemic mice.
The effects of resveratrol on lipid metabolism suggest that it can be used to
treat patients with disorders associated with hyperlipoidemia®3.

However, obesity can directly influence the vascular response of the
host, altering the cytokine network and resulting in an increased release of the
cytokines, influencing the etiopathogenesis of cardiovascular disease, causing
endothelial changes and allowing greater adhesion and fixation of cholesterol
plaques in the endothelium#*. In this study, it was possible to observe that
abdominal aortic tunica thickness was higher in obese animals and that they
presented concomitant periodontal disease, suggesting an endothelial alteration
from the inflammatory alterations (Graphic 3).

Regarding gingival tissue, the results of the present study did not show
differences in the analyzes of groups of animals with obesity, use of resveratrol
and without periodontitis. Currently, the mechanism to clarify the relationship
between obesity and gingival growth is scarcely studied. In the study by Al-
Zahani et al. (2013) the expression of human defensins beta (HBD) was
analyzed as a possible mechanism by which the innate immune system affects
the susceptibility to periodontitis in obese individuals, however the study did not
reveal differences in the expression of human defensins beta -1 and -2 (HBD-1
and HBD-2) among obese and normal weight participants. Therefore, the
expression of HBD-2 did not present a statistically significant difference
between patients with periodontitis and healthy adults!®. The induction of these
responses was not mediated by lipopolysaccharides (LPS), which propose that
the regulation of the induction of these mediators of innate immunity in the oral
mucosa is controlled by more complex mechanisms of the innate immune
system'345, Even in the groups with periodontitis induced, in this study, the
height and gingival thickness were significantly higher, characterizing not only

histopathological changes, but also an increase in gingival volume, typical in the
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presence of periodontitis, probably due to the existence of bacterial biofilm
(Table 6)*. Based on these results, we can state that the model of this study
complied with the experimental requirements of periodontitis.

In the analysis of bone tissue, a more pronounced alveolar bone loss
was observed in the animals that had induced periodontitis, and this difference
was more evident in the LIG group. Studies that show the relationship between
obesity and periodontal disease sometimes lead us to believe that loss of
insertion in obese animals is greater, contributing to a greater bone loss, but
may vary according to the diet submitted to the animal and the type of
experimental model*®6, which does not happen in this study. Periodontal
disease and its progression can be modified by several biological,
environmental and behavioral factors, suggesting that the cytokines created by
adipose tissue could act as modulators in the inflammatory process, suggesting
also that the systemic inflammation of the obese could affect the susceptibility
to chronic diseases, such as periodontitis*/+48,

Although obesity is considered a risk factor for public health, there is
evidence in the literature showing a protective effect of adipose tissue on bone
tissue*®. This is due to an increase in the body mass index causing an increase
in the bone mineral density, considering that the excessive load exerted by the
overweight act as a beneficial effect for the bone formation®°051 through the
reduction of apoptosis, increased osteoblast differentiation and stimulation of
the matrix bone®2. The results presented in this study showed a statistically
significant increase in the amount of osteoblasts and osteocytes in the LIG OBS
group when compared to the group with periodontitis only, being corroborated
by the study by Costa et al. (2017)%6. Still other studies have shown that the
hormone produced by adipose tissue known as leptin could induce the
differentiation of stromal cells from the bone marrow into osteoblasts, leading to
increased extracellular matrix mineralization®3°4 Resveratrol also demonstrated
a protective effect on alveolar bone loss, where there was a statistically
significant decrease in the distance from the alveolar bone crest to cement-
enamel junction of the animals in the LIG RSV group (Graphic 2 and Table 4)

when compared to the group with only periodontitis (LIG), in addition to a
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statistically significant increase in the amount of osteoblasts and osteocytes in
the LIG RSV group when compared to the LIG group (Table 5), corroborating
with Bhattarai et al. in 2016 who studied the relationship of resveratrol in the
modulation of inflammation by gingival fibroblasts and concluded through
histological analysis that the administration of resveratrol (5mg / kg body
weight) improved ligation-mediated alveolar bone loss in rats®®.

Casati et al. (2013) evaluated the effect of continuous administration of
resveratrol on the progression of experimentally induced periodontal disease in
24 rats®. After 115 days of experiment, the animals were euthanized and the
hemimandibula collected for morphometric analysis, in which intra-group
comparisons showed significant differences in alveolar bone loss between the
animals with and without ligation in both groups, demonstrating the
effectiveness of the induction of periodontal disease. When intergroup
comparisons were performed analyzing molars with ligature, the control group
had higher values of alveolar bone loss (p <0.05) when compared to the group
receiving resveratrol treatment. Likewise, in the intergroup analyzes for unlaced
molars, corroborating with the results of our study, the groups that received
resveratrol presented significantly lower alveolar bone loss than the group with
only induced periodontitis (Tables 4 and 5 and graphic 2).

Although there is in fact a therapeutic potential of resveratrol in
inflammatory modulation, there are as yet no records in the literature that
explain the exact mechanisms that this substance acts to stimulate such an
effect. However, some findings have shown that resveratrol may reduce the
expression of other markers, including IL-2, IL-6, IL-8, IL -12, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)
and interferon-y (INF-y) in different experimental models, although many other
inflammatory mediators (IL-6, IL-8, IL-10, IL-23, INF-y e TNF-a) and bone
related factors (osteoprotegerin [OPG], RANK and RANK ligand [RANKL]) are
related to the establishment of periodontitis. Thus, these findings may partially
suggest modulation of the immune inflammatory response by resveratrol, but

additional studies should be performed.
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APPENDIX B

Table 1: Effect of neonatal treatment with MSG on body parameters of CON, OBS, RSV,
OBS RSV, LIG, LIG OBS, LIG RSV, LIG OBS RSV. Values represent + standard
deviation.

Peso dos Animais Peso Gordura Peso Gordura

(g) Retroperitonial(g) Perigonadal(g)
CON 36633+ 2274A 514+111A 313+045A
OBS 28833+2731B 644+0668B 425+0578B
RSV 36433+2417A 518+080A 343+056 A
OBS RSV 29900+1378B 676+0488B 495+1218B
LIG 35566+1631A 438+124A 280+059A
LIG OBS 28533+2445B 688+0588B 478+1238B
LIG RSV 35166+2174A 481 +097A 306+063A
LIG OBS RSV 27866+2137B 655+0628B 418+0368B

Values represent mean * standard deviation. Different letters mean that the data are statistically
different, within the same parameter, with p <0.05.

Table 2 — Results of plasma concentrations of Triglycerides in the different experimental groups.

Values represent mean * standard deviation and are expressed in micrometers

Grupos Médias
Con 141.04 £ 24.46 A
Obs 324.77 £ 32.50C
Rsv 175.29 £ 67.75 A
ObsRsv 238.31 £ 10.76B
Lig 149.71 + 40.62 A
LigObs 341.18 + 39.49C
LigRsv 159.48 + 14.56A
LigObsRsv 267.06 +56.51 B

Different letters mean that the data are statistically different, with p <0.05.
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Tabela 3 - Results of plasma Cholesterol concentrations in the different experimental groups.
Values represent mean * standard deviation and are expressed in micrometers.

Grupos Médias
Con 123.84 + 2.99 A
Obs 162.27 +12.02 C
Rsv 127.24 + 432 A
ObsRsv 124.74 + 4 80A
Lig 127.30 £+ 5.79 A
LigObs 164.67 + 11.38C
LigRsv 123.17 + 7.44A
LigObsRsv 142.07 £ 14.22 B

Different letters mean that the data are statistically different, with p <0.05.

Table 4 - Results of the morphometric analysis of the distance (cm) of the cement-enamel
junction to the alveolar bone crest of the animals of the different experimental groups. Values
represent mean * standard deviation.

Grupos Médias
Con 0.030 £ 0.004 A
Obs 0.035+0.005 A
Rsv 0.036 £ 0.010 A

ObsRsv 0.040 £ 0.005 A
Lig 0.087 + 0.009 C

LigObs 0.056 +£0.015 B

LigRsv 0.067 +0.016 B

LigObsRsv 0.068 £0.012 B

Different letters on the same line indicate statistically significant differences (p <0.05) between
the groups, within the same parameter.
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Table 5 - Histological analysis of the right hemimandibula of the rats of the
experimental groups for quantification of osteocytes, osteoblasts and osteoclasts.
The mean values are * standard deviations and units are expressed.

Osteoblasto Ostedcito Osteoclasto

CON 12.57+2.14 A 32.23+9.98A 0.37+0.08A
OBS 11.13+0.85 A 32.90+8.35A 0.73+0.60A
RSV 12.05+0.63 A 34.25+12.10A 0.46+0.08A
OBSRSV 10.96+1.36A 32.66+8.88A 0.60+0.50A
LIG 6.95+0.69 B 10.67+4.62B 3.46+0.16B
LIGOBS 8.84+1.36C 19.32+8.05C 1.60+0.70C
LIGRSV 8.64+1.03 C 18.45+4.23C 1.71+0.14C

LIGOBSRSV 8.76x0.71C 21.70+5.10C 1.70+0.29C

Different letters on the same line indicate statistically significant differences (p <0.05) between
the groups, within the same parameter.

Table 6 - Results of gingival morphometric analysis. Letters correspond to comparisons within
the same parameter. (parameter C, parameter E, parameter H and parameter L - the letters are
always to be seen within the same column). Values represent mean + standard deviation and
are expressed in micrometers.

Grupos

C

E

H

L

CTL

476.09 £ 107.57A

337.76 = 82.62A

504.04 + 103.94A

325.77 = 70.95A

OBS

526.23 + 78.96A

418.01 + 46.73A

531.70 £ 92.98A

335.16 + 94.71A

RSV

481.37 £ 43.97A

373.77 £ 51.15A

495.60 *+ 121.27A

331.91 + 31.84A

OBS RSV

510.32+ 129.37A

417.56 + 48.03A

538.77+ 65.33A

345.87+ 31.64A

LIG

839.61 + 216.65B

525.06 + 103.51B

812.85 +194.38B

482.95 + 89.96B

LIG OBS

706.42 +140.87B

539.65 + 137.48B

769.43 + 134.44B

479.72 + 81.33B

LIG RSV

850.32 + 145.39B

530.77 £ 65.45B

713.69 + 144.02B

550.54 + 94.69B

LIG OBS
RSV

749.32 + 136.65B

548.98 + 46.40B

720.23 +108.02B

468.18 + 32.82B

Different letters mean that the data are statistically different, with p <0.05, within the same

parameter.
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APPENDIX C

400

350

300

Indice de Lee

250 "TT T T T T T
R RCNCIRPRY

AN NN
O A
o o VR
\%

Graphic 4: Effect of neonatal treatment with MSG on the Lee Index of animals from different
experimental groups. Values represent mean + standard deviation. Different letters mean that
the data are statistically different, with p <0.05.
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Graphic 5: Radiographic analysis of the JCE distance to the alveolar bone crest of the mesial
aspect of the first lower left molar of the rats of the different experimental groups. Values
represent mean +* standard deviation and are expressed in centimeters (cm). Different letters
mean that the data are statistically different, with p <0.05.
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Graphic 6: Morphometric analysis of the abdominal aorta to measure the width of the artery
walls of the rats of the experimental groups. Values represent mean * standard deviation and
are expressed in micrometers. Different meanings mean that the data are statistically different,
with p <0.05.
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APPENDIX D

Figure 1: (A) Representative photomicrograph of an animal of the CTL group. (B)
Representative photomicrograph of an animal of the LIG group. (C) Representative
photomicrograph of an animal of the RSV group. (D) Representative photomicrograph of an
animal from the LIG RSV group. COA: Alveolar bone crest; EJ: Junctional epithelium; ES:
Sulcular epithelium; EO: Oral epithelium (D). Hematoxylin and Eosin (HE). Increase 400x.
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Figure 2: (A) Representative photomicrograph of an animal of the OBS group. (B)
Representative photomicrograph of an animal from the OBS RSV group. (C) Representative
photomicrograph of an animal in the LIG group OBS. (D) Representative photomicrograph of an
animal of the group LIG OBS RSV. COA: Alveolar bone crest; EJ: Junctional epithelium; ES:
Sulcular epithelium; EO: Oral epithelium (D). Hematoxylin and Eosin (HE). Increase 400x.
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For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected, the corresponding author will be presented with
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Abbreviations and symbols: Abbreviations should be in accordance with Guidelines laid
down by the American Society of Microbiology. Unless they are in common usage (e.g.
DNA), all terms must be displayed in full in the key words, and the first time that they
appear in the abstract, the main text, tables and figures, followed by the abbreviation in
parentheses. If an abbreviation is used in the body of figure or table only it must be defined
in the figure legend or table footnotes. The symbol % is to be used for percent, h for hour,
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Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined in the typescript. The full proper name (e. g. Streptococcus sanguis ) must be
given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first
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streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalized and the name
is not underlined. Use of two letters of the genus (e. g. Ps .for Peptostreptococcus ) is
incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names
should be used instead of proprietary names.

It is strongly recommended that all abbreviations be introduced in the first paragraph in
Materials and Methods. Alternatively, define each abbreviation and introduce it in
parentheses the first time it is used; e.g., "Cultures were grown in Eagle minimal essential
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medium (MEM)." Generally, eliminate abbreviations that are not used at least three times in
the text (including tables and figure legends).

5.3. Structure

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research should include: Title
page, abstract, main text, references and tables, figures and figure legends were
appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, name(s) of the author(s), initials, and
institutional affiliation(s), and the name and complete mailing address, including email
address, of the author responsible for correspondence. We accept only one corresponding
author per manuscript and in case of co-correspondence a foot note will be added
indicating ‘Both the authors have contributed equally to the work’. The author must list 4
keywords for indexing purposes.

Abstract: The abstract should consist of 1) the objective 2) the background data discussing
the present status of the field 3) methods 4) results 5) conclusion.

Main Text of Original Research Articles

Introduction: Summarize the rationale and purpose of the study, giving only strictly pertinent
references. Do not review existing literature extensively.

Material and methods: Materials and methods should be presented in sufficient detail to
allow confirmation of the observations. Published methods should be referenced and
discussed only briefly, unless modifications have been made.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do
not repeat in the text all of the data in the tables and illustrations. Important observations
should be emphasized.

Discussion: Summarize the findings without repeating in detail the data given in the Results
section. Relate your observations to other relevant studies and point out the implications of
the findings and their limitations. Cite other relevant studies.

Main Text of Reviews, Short Communications and Meeting Reports
These need not follow the usual divisions.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data
and conclusions. Sources of financial support must be acknowledged.

5.4. References

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the text,
and should be kept to a pertinent minimum. References should include the beginning and
ending page numbers. Identify references in the text, tables, and figure legends by arabic
numerals in superscript format. References cited only in the tables or figure legends should
be numbered in accordance with a sequence established by the first notation of that figure
or table in the text. Use the style of the examples below, which is based on Index Medicus.
Manuscripts accepted but not published may be cited in the reference list by placing "in
press" after the abbreviated title of the journal. Abstracts and manuscripts not yet accepted
may be cited in full in the text but not in the reference list. References must be verified by
the author(s) against the original documents.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management
and formatting. Reference Manager reference styles can be searched for
here: http://refman.com/downloads/styles

Examples:

(1) Standard journal article
(List all authors up to 6; for 7 or more list the first 3 and add "et al.") Dockrell H, Greenspan
JS. Histochemical identification of T- cells in oral lichen planus. Oral Surg 1979; 48: 42-49.
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Thomas Y, Sosman J, Yrigoyen O, et al. Functional analysis of human T- cell subsets
defined by monoclonal antibodies. I. Collaborative T-T interactions in the immunoregulation
of B-cell differentiation. J Immunol1980; 125: 2402-2405.

(2) Corporate author

The Royal Marsden Hospital Bone- Marrow Transplantation Team. Failure of syngeneic
bone- marrow graft without preconditioning in post- hepatitis marrow aplasia. Lancet 1977,
2:628-630.

(3) No author given
Anonymous. Coffee drinking and cancer of the pancreas [Editorial]. Br Med J 1981; 283:
628-635.

(4) Journal supplement

Mastri AR. Neuropathology of diabetic neurogenic bladder. Ann Intern Med 1980; 92 (2 pt
2): 316- 324.

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity
by bone marrow scan. Blood 1979; 54 (suppl 1): 26- 28.

(5) Journal paginated by issue
Seaman WB. The case of the pancreatic pseudocyst. Hosp Pract 1981; 16 (Sep): 24-29.

(6) Personal author(s)
Eisen HN. Immunology: an introduction to molecular and cellular principles of the immune
response , 5th edn. New York: Harper Row, 1984:406-420.

(7) Editor, compiler, chairman as author
Dausset J, Colombani J, eds. Histocompatibility testing 1972. Copenhagen: Munksgaard,
1973: 12-18.

(8) Chapter in a book

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman
WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic physiology: mechanisms of disease . Philadelphia:
WB Saunders, 1974: 457-480.

(9) Published proceedings paper

DePont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an
unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of 3rd Annual
Meeting of the International Society for Experimental Hematology. Houston: International
Society for Experimental Hematology, 1974: 44-50.

(10) Agency publication

Ranofsky AL. Surgical operations in short-stay hospitals: United States - 1975. Hyattsville,
Maryland: National Center for Health Statistics, 1978; DHEW publication no. (PHS) 78-
1785. (Vital and health statistics; series 13; no. 34.)

(11) Dissertation or thesis
Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxygen. Berkeley, CA: University of
California, 1965. 156pp. Dissertation.

5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with arabic numerals. Use titles which
are self explanatory. Due regard should be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a minimum.
Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size. lllustrations
should preferably fill a single column width (54 mm) after reduction, although in some cases
113 mm (double column) and 171 mm (full page) widths will be accepted. Micrographs
should be designed to be reproduced without reduction, and they should be dressed
directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, and other designators as
needed.
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Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the
final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs)
files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not
use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below).
EPS files should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300
dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for
figures: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting
it: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must
be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain
these in writing and provide copies to the Publishers.

5.6. Supporting Material

Supporting Material, such as data sets or additional figures or tables, that will not be
published in the print edition of the journal, but which will be viewable via the online edition,
can be submitted.

It should be clearly stated at the time of submission that the Supporting Material is intended
to be made available through the online edition. If the size or format of the Supporting
Material is such that it cannot be accommodated on the journal's Web site, the author
agrees to make the Supporting Material available free of charge on a permanent Web site,
to which links will be set up from the journal's website. The author must advise Wiley
Blackwell if the URL of the website where the Supporting Material is located changes. The
content of the Supporting Material must not be altered after the paper has been accepted
for publication.

The availability of Supporting Material should be indicated in the main manuscript by a
paragraph, to appear after the References, headed 'Supporting Material' and providing
titles of figures, tables, etc. In order to protect reviewer anonymity, material posted on the
authors Web site cannot be reviewed. The Supporting Material is an integral part of the
article and will be reviewed accordingly.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the
Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The proof
can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be downloaded
(free of charge) from the following Web

site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file to be
opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further
instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address
is available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to
retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three days of
receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be
charged separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained
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by the publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in his
work, including changes made by the copy editor.

6.2. Early Online Publication Prior to Print

The Journal of Periodontal Research is covered by Wiley Blackwell's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have been
fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have
been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online
publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have volume,
issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They
are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and
tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and
can continue to be used to cite and access the article.

6.3. Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Wiley Blackwell's Author
Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted
- through the production process to publication online and in print. Authors can check the
status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of
production. The author will receive an e-mail with a

6.4. Video Abstracts

A video abstract can be a quick way to make the message of your research accessible to a
much larger audience. Wiley and its partner Research Square offer a service of
professionally produced video abstracts, available to authors of articles accepted in this
journal. You can learn more about it at www.wileyauthors.com/videoabstracts. If you
have any questions, please direct them to videoabstracts@wiley.com.

7. Data Protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email address,
and affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the
regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher
(Wiley) and partners for production and publication. The publication and the publisher
recognize the importance of protecting the personal information collected from users in the
operation of these services, and have practices in place to ensure that steps are taken to
maintain the security, integrity, and privacy of the personal data collected and processed.
You can learn more at https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-

policy.html.
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