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RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar o papel do resveratrol (RESV) e do
zoledronato (ZDL), na progressao da perda Ossea alveolar (POA) na periodontite
experimental (PE), em animais ovariectomizados (OVT). Os animais foram
distribuidos nos grupos: OVT+RESV (n:10): OVT+ resveratrol; OVT+PLA (n:10):
OVT+ placebo; OVT+ZLD+PLA (n:10): OVT+ zoledronato + placebo;
OVT+RESV+ZLD (n:10): OVT + RESV e ZLD; SHAM (n:10): animais ndao-
ovariectomizados + placebo. A inducdo da PE foi realizada pela colocagéo de fios
de algodédo, nos segundos molares maxilares. Apos a eutanasia, as maxilas foram
submetidas a analise de microtCT e a analise morfométrica para quantificacdo da
POA. O tecido gengival coletado para analise imunoenziméatica de marcadores locais
pré e anti-inflamatérios (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-17, INF- y, TNF-a) e/ou relacionados ao
estresse oxidativo [superdxido dismutase -SOD1; e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase] pelo ensaio Luminex/MAGPix e ELISA,
respectivamente e analise da expressdo génica (OPG, RANKL e Runx2). Foi
coletado sangue para andlise sérica de Telopeptideo Carboxiterminal do Colageno
Tipo I (CTX), por meio de Elisa. Os resultados morfométricos mostraram que o grupo
OVT+PLAC apresentou maior perda 6ssea, quando comparado aos demais grupos
(p<0.05). Os grupos que receberam ZLD apresentaram menor perda éssea alveolar
guando comparados aos grupos OVT+RESV e SHAM+PLAC (p<0.05). Na analise
de microCT, foi observada menor densidade 6ssea no grupo OVT+PLAC em
comparacao aos demais grupos (p<0.05) e menor porcentagem de volume 6sseo no
grupo OVT+PLAC em comparagcdo a OVT+ZLD+PLAC, OVT+ZLD+RESV e
SHAM+PLAC (p<0.05). O tratamento com ZLD promoveu maior densidade e
porcentagem de volume ésseo quando comparado com OVT+RESV e SHAM+PLAC
(p<0.05). Em relacdo a analise imunoenzimatica, os niveis de IL-4 foram
significativamente menores no grupo OVT+PLAC versus OVT+ZLD+RESV e
SHAM+PLAC (p<0.05). Observaram-se maiores niveis de IL-1B e IL-17 no grupo
OVT+PLAC em comparacdo a SHAM+PLAC (p<0.05). A concentracéo de IL-6, IFN-
y € TNF-a foi menor no OVT+ZLD+PLAC, quando comparado ao grupo OVT+PLAC
(p<0.05). Quanto aos niveis dos marcadores relacionados ao estresse oxidativo,
observou-se que NADPH oxidase apresentou nivies significativamente menores no
grupo OVT+RESV quando comparado a OVT+PLAC (p<0.05). Ja os niveis de SOD1



foram menores no grupo OVT+PLAC versus OVT+ZLD+PLAC e SHAM+PLAC
(p<0.05). A analise da expressédo génica revelou diferencas significativas apenas nos
niveis de mMRNA de OPG, com menor concentragdo em OVT+PLAC comparado ao
grupo SHAM+PLAC (p<0.05). Em relacdo aos niveis séricos de CTX, o grupo
OVT+PLAC apresentou maiores niveis de CTX comparando-se a OVT+ZLD+PLAC,
OVT+ZLD+RESV e SHAM+PLAC (p<0.05). Foiobservado maior nivelde CTX no
grupo OVT+RESV versus SHAM+PLAC (p<0.05). Pode-se concluir que o ZDL
reduziu a POA por meio da modulac&o dos niveis de IL-6, IFN-y, TNF-a e SOD1, na
presenca da osteoporose. Na condicdo de deficiéncia de estrogénio, o RESV néo
modulou a POA e néo trouxe beneficios adicionais quando associado ao ZDL.

Palavras-chave:Resveratrol; Zoledronato; Periodontite; Deficiéncia de Estrogénio.



ABSTRACT

This study aimed to determine the role of resveratrol (RESV) and zoledronate (ZDL)
in the progression of alveolar bone loss (POA) in experimental periodontitis (EP) in
ovariectomized animals (OVT). The animals were divided into the groups: OVT +
RESV (n: 10): OVT + resveratrol; OVT + PLA (n: 10): OVT + placebo; OVT + ZLD +
PLA (n: 10): OVT + zoledronate + placebo; OVT + RESV + ZLD (n: 10): OVT +
RESVV and ZLD; SHAM (n: 10): non-ovariectomized animals + placebo. The
induction of PE was performed by the placement of cotton threads in the maxillary
second molars. After euthanasia, the maxilla were submitted to microtCT analysis
and morphometric analysis to quantify the POA. The gingival tissue collected for the
immunoenzymatic analysis of local pro and anti-inflammatory markers (IL-18, IL-4,
IL-6, IL-17, INFy, TNF-a) and / or oxidative stress related [superoxide dismutase -
SOD1; and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase] by the
Luminex / MAGPix and ELISA assays respectively and gene expression analysis
(OPG, RANKL and Runx2). Blood was collected for serum analysis of
Carboxyterminal Telopeptide of Type 1 Collagen (CTX), through Elisa. The
morphometric results showed that the OVT + PLAC group presented greater bone
loss when compared to the other groups (p <0.05). The groups that received ZLD
had lower alveolar bone loss when compared to OVT + RESV and SHAM + PLAC
groups (p <0.05). In the analysis of microCT, lower bone density was observed in the
OVT + PLAC group compared to the other groups (p <0.05) and lower bone volume
percentage in the OVT + PLAC group compared to OVT + ZLD + PLAC, OVT + ZLD
+ RESV and SHAM + PLAC (p <0.05). Treatment with ZLD promoted higher density
and percentage of bone volume when compared to OVT + RESV and SHAM + PLAC
(p <0.05).In relation to immunoenzymatic analysis, IL-4 levels were significantly lower
in the OVT + PLAC group versus OVT + ZLD + RESV and SHAM + PLAC (p <0.05).
Higher levels of IL-1B and IL-17 in the OVT + PLAC group were observed compared
to SHAM + PLAC (p <0.05). The concentration of IL-6, IFN-y and TNF-a was lower in
OVT + ZLD + PLAC, when compared to OVT + PLAC group (p <0.05). As for the
levels of the markers related to oxidative stress, it was observed that NADPH oxidase
had significantly lower levels in the OVT + RESV group when compared to OVT +
PLAC (p <0.05). Already the levels of SOD1 were lower in the OVT + PLAC group
versus OVT + ZLD + PLAC and SHAM + PLAC (p <0.05). Analysis of gene



expression revealed significant differences only in OPG mRNA levels, with a lower
concentration in OVT + PLAC compared to the SHAM + PLAC group (p <0.05). In
relation to serum CTX levels, the OVT + PLAC group had higher levels of CTX
compared to OVT + ZLD + PLAC, OVT + ZLD + RESV and SHAM + PLAC (p <0.05).
A higher CTX level was observed in the OVT + RESV group versus SHAM + PLAC
(p <0.05). It can be concluded that ZDL reduced POA by modulating levels of IL-6,
IFN-y, TNF-a and SODL1 in the presence of osteoporosis. In the estrogen deficiency
condition, the RESV did not modulate the POA and did not bring additional benefits
when associated to the ZDL.

Key words: Resveratrol; Zoledronate; Periodontal; Estrogen deficiency.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca generalizada do esqueleto, caracterizada pela
diminuicdo da massa 0Ossea e degradacdo da microarquitetura do tecido 0sseo
(Friedlander, 2002). O principal fator etiolégico dessa doenca é a deficiéncia de
estrogénio que ocorre no periodo pés-menopausa (Friendlander, 2002). A
periodontite € uma doenca inflamatoria crénica, que tem como fator etiolégico o
biofilme bacteriano e é mediada pela resposta imunoinflamatéria do hospedeiro,
resultando em destruicdo tecidual e perda dentéria (Kinane et a., 2011). A resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro pode sofrer exacerbacdo diante de fatores
sittmicos, como a deficiéncia de estrogénio e, diante dessa modificacdo, a

severidade e a progressao da periodontite podem ser alteradas.

Alguns estudos tém demonstrado que a deficiéncia de estrogénio pode
desempenhar um importante papel na exacerbacdo da resposta imunoinflamatoria
do hospedeiro frente ao desafio bacteriano. Evidéncias recentes apontam que
mulheres portadoras de osteoporose no periodo p6s-menopausa apresentam maior
perda de insercao clinica periodontal, maiores profundidades de sondagem e
reducao significativa da crista 6ssea alveolar quando comparadas a mulheres com
osteopenia ou saudaveis (Singh et al.,, 2014). Chang et al. (2014) também
demonstraram em um estudo populacional, com cinco anos de acompanhamento,
gue pacientes com osteoporose apresentaram maior risco de periodontite.
Recentemente, baseados em resultados de um estudo experimental em ratos, Dai et
al. (2015) concluiram que o fendtipo osteoporotico possui um potencial importante
para acelerar a progressao da doenca periodontal, contribuindo para a degradacao
do periodonto.

Os bisfosfonatos sdo agentes antirreabsortivos amplamente utilizados no
tratamento para o controle da osteoporose. Os bisfofontatos e dentre eles, o
zoledronato, podem controlar a reabsorcdo O0ssea e aumentar a aposicdo deste
tecido (O'Ryan&L02012). Estudos em animais (Furlaneto et al., 2018, Dutra et al.,
2017, Storrer et al., 2016, De Almeida et al. 2015, Furlaneto et al., 2014, Shinoda et
al., 2008; Cetinkaya et al., 2008, Menezes et al., 2005, Duarte et al., 2004, Yaffe et
al., 2003, Tani-ishiiet al. 2003, Alencar et al., 2002, Mitsuta et al., 2002, O’Uchi et
al., 1998, Shoiji et al. 1995, Weinreb, 1994, Brunsvold et al., 1992) e clinicos(Pradeep
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et al. 2017, Pradeep et al., 2012, Sharma&Pradeep, 2012a, b, Goya et al.,
2006,Lane et al., 2005) tém mostrado que essas substancias antirreabsortivas,
aplicadas de forma topica ou sistémica, reduzem a perda 6ssea alveolar decorrente
da periodontite. O zoledronato ou acido zoledrénico é um potente bisfosfonato usado
em doses anuais para o tratamento da osteoporose. Estudos mostram o efeito
positivo do zoledronatona densidade éssea de pacientes com osteoporose (Grey et
al., 2017, Tan et al.,, 2016, Dempster et al., 2016). Por outro lado, estudos em
animais, que empregaram doses semelhantes ou maiores do que aquelas usadas
em tratamentos oncoldgicos (com o objetivo de mimetizar o efeito do uso prolongado
da substancia), para verificar o efeito da periodontite no desenvolvimento da
osteonecrose e de sua patogénese, mostraram a ocorréncia de osteonecrose dos
maxilares, um importante efeito adverso do uso da droga, que é potencializado na
presenca da periodontite (Soundia et al. 2018, 2017, Otto et al., 2017, Li et al, 2016,
Li et al., 2015, Aghaloo et al., 2011).

Tendo em vista que a deficiéncia de estrogénio pode alterar a resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro e que o emprego de drogas como os bisfosfonatos
pode causar osteonecrose dos maxilares, o emprego de substancias naturais, com
potencial de modulacdo da resposta do hospedeiro e auséncia de efeitos adversos
ou efeitos adversos minimos, se torna uma alternativa interessante. Neste contexto,
o resveratrol(3,5,4’-triidroxiestilbeno), um polifenol derivado de plantas, com efeito
antioxidante, antitumoral e anti-inflamatério, tem mostrado beneficio na prevencéo e
tratamento de algumas doencas como cancer, distlrbios cardiovasculares, doencas
degenerativas, autoimunes e metabdlicas, incluindo o diabetes mellitus (Baur&
Sinclair 2006, Schmatz et al. 2009, El-Mowafy et al. 2011, Lanzilli et al. 2012).
Recentes estudos tém também demonstrado o efeito do resveratrol na prevencao e
tratamento da osteoporose (Feng et al. 2014, Zhao et al. 2014, Guo et al. 2015, Hao
et al. 2015, Tou 2015) com melhora na massa e densidade O0sseas e restauracao
dos niveis de fosfatase alcalina (Tou 2015, Feng et al., 2014), sugerindo que o
resveratrol possa ser utilizado como terapia adjuvante no tratamento e prevencéao da
osteoporose. Adicionalmente, o efeito positivo na reducédo da perda 6ssea alveolar
na periodontite experimental com o uso sistémico do resveratrol também tem sido

mostrado, mesmo em condi¢cdes de comprometimento sistémico (Corréa et al., 2018,
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Ribeiro et al., 2017, Bhattarai et al., 2016, Corréa et al., 2017, Casati et al., 2013,
Zhen et al., 2015, Tamaki et al., 2014).

Tendo em vista o potencial do resveratrol na reducdo da perda Ossea e
controle e prevencdo da osteoporose, seria interessante investigar os possiveis
beneficios dessa substancia na progressdo da periodontite experimental na
presenca da deficiéncia de estrogénio. Embora existam alguns dados moleculares
sobre os efeitos positivos do resveratrol na cascata imunoinflamatéria e nos
processos relacionados ao metabolismo 0sseo, a influéncia deste composto na
perda éssea alveolar na presenca da osteoporose ainda ndo é conhecida. Além
disso, ndo ha informacdes quanto ao efeito da associacdo de resveratrol e
zoledronato na progressdo de PE, bem como quanto ao mecanismos molecurares
dessa associacdo. Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar o efeito
do resveratrolsobre a progressdo da periodontite experimental em ratas com

deficiéncia de estrogénio.



14

2 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, torna-se evidente que mais estudos sao
necessarios afim de investigar doses mais altas do resveratrol na condicdo de
deficiéncia de estrogénio. Considerando-se os limites do presente estudo, pode-se
concluir que o resveratrol ndo modulou a perda déssea alveolar na presenca da

deficiéncia de estrogénio.
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ANEXOS

LTI,
LNIWVERS/DADE PALL/STA

Vice-Reitoria de Pds-Graduacéo e Pesquisa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada ” PAPEL DO RESVERATROL
NO CONTROLE DAS ALTERACOES OSSEAS ASSOCIADA A OSTEOPOROSE:
ESTUDO EM RATAS OVARIECTOMIZADAS *“, registrada com o n° 094/16, sob
responsabilidade de " SUZANA PERES PIMENTAL , ANDREIA MANETTA
MOLEZ, MARCELO VITALE e RODRIGO SOLER ZAMAI " que envolve a
producédo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subiflo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
encontra-se de acordo com o0s preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal ( CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animais ( CEUA) da UNIP, em reunido
de 17 /11 /2016.

Finalidade Ensino () Pesquisa Cientifica (x)
Vigéncia de autorizacao 01/09/2016 A 31/08/2018
Espécie / linhagem/ raca RATO ISOGENICO
N° de animais 50
Peso / idade
Sexo
Origem BIOTERIO -ANILAB
futiorne Qg
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