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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do uso sistémico do Resveratrol
no reparo do tecido 6sseo ao redor de implantes de titanio colocados em tibias de
ratas ovariectomizadas por meio de (a) microtomografia digital computadorizada
(Micro-Ct), (b) analise de torque reverso para a remocdo dos implantes (TR), (c)
avaliacdo do reparo 6sseo pela expressdo génica, determinada por meio de PCR
quantitativo, (d) analise histomorfométrica dos implantes, (e) analise histoquimica
dos implantes. As ratas foram distribuidas nos grupos: (1) OVT+RESV (n:10):
animais ovariectomizados (OVT) receberam tratamento com solucéo de resveratrol,
(2) OVT+PLA (n:10): controle negativo - animais ovariectomizados receberam
tratamento com solucéo placebo (PLAC), (3) OVT+ZLD+PLA (n:10): controle positivo
- animais ovariectomizados receberam tratamento com zoledronato (ZLD),
(4) OVT+RESV+ZLD (n:10): animais ovariectomizados receberam tratamento com
solucdo de resveratrol e zoledronato, (5) SHAM (n:10): animais n&ao-
ovariectomizados receberam tratamento com solucéo placebo. A ovariectomia/sham
foi realizada no dia -112. No dia -111, iniciou-se administracdo de RESV e PLAC por
gavagem diéria. No dia -70, iniciou-se a administracdo do ZLD. No dia 0, foram
instalados os implantes nas tibias direita e esquerda e no dia 28 foi feita a eutanasia.
As andlises de MicroCT mostraram que a inducdo da OVT promoveu impacto
negativo ao redor dos implantes, reduzindo os valores da area de contato 0sso-
implante (BIC) e volume de osso mineralizado (BV) e aumentando a porosidade
0ssea (PO) nos animais do grupo OVT+PLAC, quando comparado ao grupo SHAM
(p<0.05). Ainda de acordo com as analises de MicroCT, o RESV néo foi capaz de
otimizar o reparo 6sseo peri-implantar em animais ovariectomizados, sendo que o
grupo OVT+RESV apresentou menores valores de BIC, BV e de numero de
trabéculas 6sseas (Th.N), enquanto foram observados maiores valores de PO e
separacdo entre as trabéculas oOsseas (Tb.Sp), em comparacdo com o0 grupo
SHAM+PLAC (p<0,05). Maiores valores de Th.N e Densidade de Conectividade
(Conn.Dn) e menores valores de Tbh.Sp foram observados nos animais que
receberam ZLD, independentemente da presenca de RESV, quando comparados ao
grupos OVT+PLAC e OVT+RESV (p<0,05), enquanto que o uso combinado de ZLD
e RESV reduziu percentual de PO em comparagdo com animais OVT+PLAC e

OVT+RESV (p<0.05). Na analise de torque reverso nao houve diferencas



estatisticas entre os grupos (p>0,05). Na andlise histoquimica, a quantidade de
osteoclastos presentes na regido adjacente ao implante foi menor no grupo
OVT+ZLD+RESV quando comparado ao grupo OVT+PLAC (p<0.05). Em relacédo a
expressao génica, observou-se maiores niveis de mMRNA de RANKL no grupo
OVT+PLAC quando comparado do grupo SHAM+PLAC (p<0,05). Desta forma,
concluimos que o resveratrol ndo influenciou na cicatrizacdo éssea dos implantes de

titanio instalados nas tibias das ratas ovariectomizadas.

Palavras-chaves: Resveratrol; Zoledronato; Implante Dentario; Osteoporose.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of Resveratrol
systemic use on repair of bone tissue around titanium implants placed in tibiae of
ovariectomized rats by means of (a) computerized microtomography (Micro-Ct), (b)
analysis of (d) histomorphometric analysis of the implants, (e) histochemical analysis
of the implants, (c) evaluation of the bone repair by the gene expression, determined
by means of quantitative PCR. Ovt + RESV (n: 10): ovariectomized animals (OVT)
received treatment with resveratrol solution, (2) OVT + PLA (n: 10): negative control -
ovariectomized animals received treatment (n = 10): positive control - ovariectomized
animals received treatment with zoledronate (ZLD), (4) OVT + RESV + ZLD (n: 10):
ovariectomized animals were treated with resveratrol and zoledronate solution, (5)
SHAM (n: 10): non-ovariectomized animals received treatment with placebo solution.
Ovariectomy / sham was performed on day -112. On day -111, administration of
RESV and PLAC was initiated by daily gavage. On day -70, the administration of
ZLD was started. On day 0, implants were installed on the right and left tibiae and on
day 28 euthanasia was performed. MicroCT analyzes showed that the OVT induction
had a negative impact around the implants, reducing the values of bone-implant
contact area (BIC) and bone mineral volume (BV) and increasing bone porosity (PO)
in the OVT + PLAC group, when compared to the SHAM group (p <0.05). Still
according to the MicroCT analysis, RESV was not able to optimize peri-implant bone
repair in ovariectomized animals, and the OVT + RESV group presented lower
values of BIC, BV and number of bone trabeculae (Tb.N), whereas higher values of
PO and separation between bone trabeculae (Th.Sp) were observed in comparison
with the SHAM + PLAC group (p <0.05). Higher values of Th.N and Connectivity
Density (Conn.Dn) and lower values of Tbh.Sp were observed in animals receiving
ZLD, regardless of the presence of RESV, when compared to OVT + PLAC and OVT
+ RESV (p < 0.05), whereas the combined use of ZLD and RESV reduced the
percentage of PO compared to OVT + PLAC and OVT + RESV (p <0.05). In the
reverse torque analysis there were no statistical differences between the groups (p>
0.05). In the histochemical analysis, the amount of osteoclasts present in the region
adjacent to the implant was lower in the OVT + ZLD + RESV group when compared

to the OVT + PLAC group (p <0.05). In relation to gene expression, we observed



higher levels of RANKL mRNA in the OVT + PLAC group when compared to the
SHAM + PLAC group (p <0.05). Thus, we conclude that resveratrol did not influence
the bone healing of the titanium implants that were installed in the tibia of the

ovariectomized rats.

Key-words: Resveratrol; Zoledronate; Dental implant; Osteoporosis.
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1 INTRODUCAO

Deficiéncia de estrégeno e complicagdes bucais

A osteoporose € caracterizada como uma doenca generalizada do esqueleto,
sendo ocasionada pela diminuicio da massa Ossea e degradacdo da
microarquitetura do tecido 6sseo (Friedlander 2002). Essa condigéo sistémica é um
importante problema de saude publica, que gera um maior risco de fraturas
espontaneas e traumaticas. Embora diversos fatores possam contribuir para o
estabelecimento desta doenca, como deficiéncia de vitamina D e célcio,
sedentarismo e fatores genéticos, a deficiéncia de estrogeno pds-menopausa € o
principal aspecto relacionado a sua etiologia (Friedlander 2002). O declinio dos
niveis de estrégeno ap0s a menopausa pode interferir negativamente na perda
Ossea sistémica, podendo acentuar também a perda dos tecidos Osseos orais e
diminuir a altura da crista 6ssea alveolar (Geisler et al. 2002, lwasaki et al. 2013,
Chang et al. 2014, Singh et al. 2014). Evidéncias mostram que a deficiéncia deste
horménio € associada ndo apenas a rapida perda Ossea relacionada ao inicio da
menopausa, mas também apresenta relacdo com a perda éssea gradativa e mais
lenta, atribuida ao avanco da idade (Khosla et al. 1997). Dentre as complicacdes
bucais, alguns estudos apontam que a deficiéncia de estrégeno pode ter impacto
sobre o0 osso alveolar (Payne et al. 1999, LaMonte et al. 2013), sendo que estudos
epidemioldgicos suportam a associacdo entre baixa densidade O6ssea mineral
sistémica e progressao da doenca periodontal (Ronderos et al. 2000), incluindo
perda de insercao clinica e reducdo da altura da crista 6ssea alveolar em mulheres
pos-menopausa (lwasaki et al. 2013, Chang et al. 2014, Singh et al. 2014).
Adicionalmente, foi demonstrado aumento da porosidade cortical de mandibulas em
animais osteoporoticos (Dvorak et al. 2011).

Aléem disso, embora ndo haja informacgdes suficientes e estudos clinicos
controlados em longo prazo categorizando a osteoporose como importante fator
sistémico, que negativamente afeta o sucesso dos implantes dentais (Holahan et al.
2008, Giro et al. 2015), ha evidéncias clinicas sugerindo que a reducao de estrégeno
pOs-menopausa pode comprometer o reparo 0sseo peri-implantar, especialmente na
maxila (August et al. 2001). Ainda, foi observado que a terapia de reposicéo

hormonal reduziu a taxa de falhas de implantes maxilares em 41% (August et al.
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2001). Adicionalmente, estudos prévios em animais utilizando modelos de
ovariectomia para inducao de osteoporose revelaram que a deficiéncia de estrégeno
diminui a taxa de turn-over 6sseo, interferindo negativamente no reparo 0sseo peri-
implantar por meio da reducdo do contato osso-implante e da densidade déssea ao
redor de implantes (Duarte et al. 2003, Giro et al. 2011, Tateishi et al. 2013, Hua et
al. 2014).

Mecanismos moleculares implicados na resposta imunorregulatoria do tecido

0sseo frente a deficiéncia de estrogeno

A remodelacdo Ossea inicia-se com o0 processo de reabsorcdo pelos
osteoclastos e termina com a formacdo pelos osteoblastos. Portanto, para que
ocorra a remodelacdo dssea, € fundamental a ocorréncia da diferenciacdo dos
osteoclastos a partir das células-tronco hematopoiéticas.

Qualquer fator que interfira no mecanismo de remodelacéo 0ssea alterando o
equilibrio entre a reabsorcdo e a formacdo, resultando em perda Ossea, esta
implicado na etiologia e fisiopatologia da osteoporose. Dentre estes, a deficiéncia de
estrégeno é o fator mais importante nas mulheres p6s-menopausa.

Algumas evidéncias apontam o estrogeno como inibidor da reabsorcéo e
estimulador da formacdo 6ssea. Receptores de estrogeno foram identificados nas
células osteoclasto-progenitoras e osteclasto-multinucleadas. Com a queda dos
niveis de estrogeno, ha aumento de M-CSF, de RANKL e da expressdo em células T
de citocinas, que estimulam a osteoclastogénese, tais como IL-1, IL6 e TNF-alfa.

O horménio paratireoidiano (PTH) e a vitamina D sdo essenciais ha regulacao
e manutencdo do mecanismo de remodelacédo 6ssea. O primeiro € responsavel pela
manutencdo da calcemia, logo, se houver diminuicdo da calcemia, ira desencadear
uma seérie de atividades que resultardo na ativacdo do osteoclasto e liberacdo do
calcio para a corrente sanguinea. A vitamina D é fundamental para a mineralizacao
da matriz 6ssea, sendo responsavel pela disponibilidade do principal substrato para
esta etapa, o calcio, através de sua absorcdao em nivel intestinal. A maior fonte de
vitamina D para o organismo é a exposi¢ao solar, desencadeando sua sintese na
pele. Contudo, sua acdo ainda depende da metabolizacdo de seus precursores a

nivel hepatico e da ativagdo deste em nivel renal.
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Em idosos, baixos valores de vitamina D sdo frequentemente encontrados
devido a alteragcbes que acompanham o envelhecimento, como a redugédo da
capacidade de sintese na pele, da absorcédo intestinal e da atividade da 1-alfa-
hidroxilase renal, sendo uma importante causa de baixa massa 0ssea e fraturas.

Em nivel celular e molecular, sabe-se que ha receptores de estrogeno tanto
em osteoblastos como em osteoclastos e que o estrégeno pode inibir a formacédo de
osteoclastos, podendo também indiretamente afetar a producdo de mediadores
osteoclastogénicos - tais como fator de necrose tumoral (TNF)-a, ligante do receptor
do ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL) e fator estimulador de colonias de
granulécitos (GM-CSF) (Ralston 1994, Cenci et al. 2000, Bord et al. 2003, Eghbali-
Fatourechi et al. 2003, Grassi et al. 2007). Neste contexto, apds a menopausa, a
deficiéncia de estrégeno ocasiona uma regulacdo positiva de RANKL, importante
determinante do aumento de reabsorcdo 6ssea (Eghbali-Fatourechi et al. 2003),
enquanto o préprio hormonio estimula a producéo de osteoprotegerina (OPG), que é
uma proteina expressa pelos osteoblastos, pelas células estromais da medula 6ssea
e por outros tipos celulares. Esta proteina impede a ligacdo do RANK ao seu ligante
(RANKL) e, consequentemente, inibe a formagéo e a atividade dos osteoclastos, na
tentativa de exercer, em consequéncia, efeitos antirreabsotivos no osso (Bord et al.
2003).

Além disso, a producdo de diversos mediadores inflamatérios, tais como
interleucinas IL-1 e IL-6, TNF-a, e prostaglandina E2, esta envolvida na patogénese
da osteoporose. Estudos recentes sugeriram os efeitos da redugcéo desse hormonio
na funcdo de células T. A deficiéncia de estrégeno resulta em aumento da producao
de IL-17, levando a ativacao de células T, acompanhada por aumento da producéo
de interferon (IFN)-y e TNF-a por estas células (Robbie-Ryan et al. 2006, Pacifici
2007), acentuando a atividade osteoclastogénica. Sabe-se também que o tratamento
com estrogeno aumenta a producdo do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo (IGF-1) e fator de crescimento de transformacédo (TGF)-B pelos osteoblastos
(Ernst et al. 1989, Oursler et al. 1991).

Pesquisas mais recente tém indicado que a via Wnt/B-catenina esta também
relacionada a homeostasia do tecido 6sseo, com sua inibi¢do levando a um aumento
reabsorgcéo d0ssea, e tendo, portanto, papel na patofisiologia da doencga periodontal e
nos processos de reparacdo oOssea (Napimoga et al. 2014). O aumento da

sinalizacao da via Wnt pode reduzir a osteoclastogénese e a reabsorcéo 0ssea pelo
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estimulo a expressao de OPG pelos osteoblastos (Glass & Karsenty 2006, Spencer
et al. 2006). A via Wnt/B-catenina é regulada por antagonistas fisiolégicos, como a
sclerostina (Sost) ou Dickkopf (Dkk), que bloqueiam os receptores da Wnt, que
contribuem para processos de reabsorcdo Ossea (Rossini et al. 2013) e esses
mecanismos parecem ter influéncia importante sobre a perda déssea relacionada a
desordens sistémicas, como a osteoporose. A sinalizagdo da via candnica Wnt
envolve a formacdo de um complexo entre as proteinas Wnt, frizzled, e os
receptores de lipoproteinas de baixa densidade (Lrp)-5 e -6. Esses complexos
promovem a fosforilacdo e inativagcdo das quinases Glicogénio Sintase Quinase-3f3
(GSK-3B), inibindo a degradacédo da B-catenina e induzindo a translocacao desta
para o nucleo. A B-catenina nuclear regula a expressédo de fatores de transcricao
como RUNX2, Osterix (Osx) e homeobox distal-less (DIx)-5, estimulando a
osteoblastogénese (Bennett et al. 2005), enquanto que as proteinas Sost ou Dkk
inibem a formagéo dos complexos entre a Wnt, frizzled e Lrp-5 e -6 (Krishnan et al.
2006).

Adicionalmente, a disfun¢cdes nos niveis de estrégeno podem causar estresse
oxidativo, reduzindo os mecanismos de defesa antioxidantes e elevando a formacéo
de espécies de oxigénio reativas (ROS) (Lean et al. 2003, Lean et al. 2005, Grassi et
al. 2015). A formacéo das ROS pode ocorrer como subproduto de reacdes celulares
bioldgicas, bem como por sistemas enzimaticos que geram essas moléculas, como a
familia das NADPH oxidases (Bedard & Krause 2007). JA a remocédo das ROS
ocorre por um sistema complexo e organizado de defesa enzimatica antioxidante
composto, dentre outras, pela enzima superéxido dismutase (SOD) (Bernard &
Krause 2007). Deste modo, a associacao entre o aumento do estresse oxidativo e
diminuicAio da defesa antioxidante tem importante papel na resposta
imunorregulatéria do tecido 6sseo em condicdes de osteopenia/osteoporose (Grassi
et al. 2015). Estudos indicam ainda que a formacdo de ROS estimula a formacao e
atividade de osteoclastos, contribuindo para o aumento de TNF (Lean et al. 2005,
Grassi et al. 2015).

Ainda, tem sido demonstrado que a molécula SIRT1 (Sirtuina 1), que exerce
importante papel na regulacédo de diversos fatores de transcricdo, pode controlar o
estresse oxidativo por elevar a atividade transcricional das proteinas Forkehead Box
(FOXO03), as quais regulam a expressdao de genes antioxidantes, como os da
catalase e SOD (Yao & Rahman 2012, Zhang et al. 2013). Adicionalmente, outro
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mecanismo relacionado aos efeitos benéficos da SIRT1, ja reconhecida previamente
por seu papel na homeostasia de alguns tecidos e observada em niveis reduzidos
em doencas relacionadas ao envelhecimento, deve-se ao seu papel na regulacéo da
sinalizacdo da Wnt. De acordo com estudos prévios, a SIRT1 apresenta potencial
importante para a regulacdo da massa Ossea e repressdo da Sost (capaz de
bloquear os receptores da via Wnt, contribuindo para processos de reabsorcéo
O0ssea, como descrito acima), indicando o efeito positivo da SIRT1 para o
metabolismo 6sseo, especialmente para abordagens anabdlicas como no tratamento
da osteoporose (Cohen-Kfir et al. 2011, Gurt et al. 2015).

Protocolos terapéuticos para controle da osteoporose e efeitos adversos

A terapia clinica para o tratamento da osteoporose € baseada em uma
intervencdo de longo prazo. As principais substancias atuais aprovadas para o
tratamento da osteoporose incluem célcio, vitamina D, paratorménio PTH (1-34),
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (SERMS), ranelato de estréncio,
denosumabe, calcitonina, reposicdo hormonal e bisfosfonatos. Apesar da
diversidade de substancias terapéuticas para o tratamento da osteoporose, muitas
delas apresentam problemas relacionados (1) a efeitos adversos, (2) a eficacia
adequada e previsibilidade na resposta do tratamento e (3) a prejuizos relacionados
a seguranca da medicacao em longo prazo.

Nesse contexto, embora o papel do estrogénio na manutencéo da integridade
O0ssea seja reconhecido, a terapia estrogénica apresenta efeitos adversos nao
esqueléticos, incluindo eventos vasculares e carcinoma de mama (Cauley et al.
2003). A terapia com PTH (1-34), embora reduza a reabsorcao e estimule o reparo
0sseo em condi¢des osteopoticas (Vescini et al. 2012), apresenta limitacdes devido
ao seu custo, a necessidade de injecbes diarias e ao emprego prolongado
frequentemente associado a dores de cabeca, nduseas e hipercalcemia (Neer et al.
2001, Canalis et al. 2007). Os SERMs tém muitos usos potenciais, mas foram
associados ao aumento de eventos tromboembolicos venosos (Muchmore 2000).
Assim, fica clara a limitacdo dos tratamentos disponiveis atualmente, considerando
seus efeitos adversos ou contraindicagdes, que limitam o seu uso em longo prazo.
Assim, had a necessidade de se desenvolver novos agentes que sejam uteis no

tratamento da osteoporose.
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Contudo, outro protocolo de tratamento para o controle da osteoporose e
desordens 6sseas tem chamado grande atencdo clinica e cientifica nos ultimos
anos. Os agentes antirreabsortivos, como os bisfosfonatos, e dentre eles, o
zoledronato, podem controlar a reabsorcdo 0ssea e aumentar a aposicdo deste
tecido, embora seu uso seja associado a diversos efeitos adversos, sendo o
principal a osteonecrose dos maxilares (ONM) (O'Ryan & Lo 2012). Desde 2003, ano
de sua primeira descricdo (Marx et al, 2003), o numero de estudos sobre
osteonecrose dos maxilares relacionada ao uso de bisfosfonato (BRONJ do termo
em inglés Bisphosphonate related osteonecrosis of jaws), tem aumentado
significativamente. A frequéncia de BRONJ é estimada em 0,07/10,000 pacientes
gue receberam bifosfonatos por via oral e 1-12% dos pacientes que receberam a
administracdo intravenosa (AAOMS, 2007; Mavrokokki et al, 2007). Recentemente,
uma revisdo sistematica mostrou que a incidéncia dessa condigcdo pode variar entre
0% e 27,5% (sendo taxas mais altas associados ao uso de bisfosfonatos para o
tratamento de mieloma multiplo e metastases) (Campisi et al. 2014).

Depois de ser depositado sobre a superficie do 0sso, os bisfosfonatos sdo
internalizados pelos osteoclastos, induzindo sua apoptose. Isso resulta na
interrupcdo da reabsorcdo/remodelacdo 6ssea (efeito positivo quando relacionado
aos processos patolégicos de reabsorcdo, como a osteoporose). Entretanto, ela
também promove a alteracdo no processo de cicatrizacdo das feridas, uma vez que
osteoclastos sdo células participantes deste processo (Fleisch 1998, Magopoulos et
al. 2007). Interessantemente, os bisfosfonatos ficam retidos no esqueleto durante
mais de 10 anos, e a sua administracdo durante um longo periodo de tempo pode
provocar o acumulo de doses elevadas nos maxilares, uma vez que estes sdo 0Ss0S

de alto turn-over celular — areas de predilecdo para deposic¢éao dos bifosfonatos,

Resveratrol: possibilidade terapéutica para modulacdo da resposta do
hospedeiro frente a osteoporose e osteonecrose dos maxilares e reparo peri-

implantar

O composto resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) (resv), um antioxidante
natural, € um polifenol presente em diversas espécies de plantas utilizadas para
consumo humano e que pode ser encontrado principalmente em uvas e no vinho

tinto. Tem sido evidenciado pela comunidade cientifica que o RESV apresenta um
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potente efeito antioxidante, antitumoral e anti-inflamatorio, tendo mostrado beneficio
na prevencdo e tratamento de algumas doencas como céancer, disturbios
cardiovasculares, doencas degenerativas, autoimunes e metabdlicas, incluindo o
diabetes mellitus (Baur & Sinclair 2006, Schmatz et al. 2009, EI-Mowafy et al. 2011,
Lanzilli et al. 2012). Recentes estudos também tém demonstrado o efeito do RESV
na prevencao e tratamento da osteoporose (Feng et al. 2014, Zhao et al. 2014, Guo
et al. 2015, Hao et al. 2015, Tou 2015).

Nesse contexto, Tou (2015) mostrou em ratas ovariectomizados que 0 USO
cronico do RESV melhorou a massa 0ssea e a perda éssea trabecular, evitando a
perda mineral ao longo do tempo. Corroborando com esses achados, Feng et al.
(2014) observaram em ratas submetidas a OVT tratadas com RESV previniu
significativamente a perda de densidade 6ssea mineral induzida pela osteoporose,
restaurando também o0s niveis séricos de fosfatase alcalina (ALP) e osteocalcina.
Ainda de acordo com esse estudo, foi evidenciado, por meio de micro tomografia
computadorizada e analise histolégica, que o RESV melhorou a estrutura 6ssea em
animais ovariectomizados (Feng et al. 2014). Esse efeito pro-osteogénico e
antirreabsortivo pode ser confirmado em estudos in vitro. Resultados em culturas de
células mesenquimais derivadas da medula 6ssea revelaram que o RESV promoveu
diferenciagdo de osteoblastos, tendo sido observado aumento significativo da
expressao génica de ALP e colageno tipo | e ativacdo da via SIRT1 (Feng et al.
2014). Previamente, Tseng et al. (2011), em um estudo in vitro com cultura de
células mesenquimais humanas, ja haviam relatado que o papel do RESV no
processo osteogénico poderia se dar por meio de mecanismos relacionados a
ativacdo da via SIRT1, estimulando a expressédo génica de RUNX2, de acordo com
os resultados observados por Shakibaei et al. (2012). Todas essas evidéncias
sugerem que o resveratrol possa ser utilizado como terapéutico adjuvante no
tratamento e prevencao da osteoporose.

Os mecanismos relacionados ao impacto benéfico do uso do RESV séo
decorrentes, principalmente, da sua capacidade anti-inflamatéria e antioxidante.
Alguns estudos prévios realizados em diferentes modelos de processos
imunoinflamatérios mostraram que o resveratrol pode também modular a producao
de interferon (IFN)-y, oOxido nitrico sintase (NOS)-2, TNF-a, IL-18 e IL-10,
importantes marcadores biolégicos pré e anti-inflamatérios (Andreou et al. 2004,

Zern et al. 2005, Rachon et al. 2006, Wendeburg et al. 2009). Recentemente, n0sso
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grupo, por meio de um modelo de periodontite experimental em ratos, mostrou que a
administracdo continua do resveratrol reduziu a perda 6ssea alveolar, apontando
gue a modulacdo dos niveis locais de IL-17 nos tecidos submetidos a periodontite
poderia explicar, no minimo em parte, um possivel mecanismo biolégico do
resveratrol na doencaperiodontal (Casati et al. 2013), o que corrobora com o estudo
de Lanzili et al, 2012, que mostrou uma reducéo dose-dependente de IL-17 quando
da ingestéo de resv.

Além de controlar a inflamacdo, o RESV mostrou-se capaz de induzir a
producdo de enzimas antioxidantes, como a catalase e a superoxido desmutase
(Candelario-Jalil et al. 2007), processo importante tanto para o controle da
osteoporose como também para a osteonecrose. Chen et al, (2015) mostrou que o
RESV aumentou acentuadamente as atividades das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH) — essa ultima diminuida
na ONM. Kumar et al, (2015), confirmou o efeito do RESV no controle do estresse
oxidativo pela acdo deste na expressdao de TIGAR (uma proteina associada a
inducado da apoptose pelo incremento da atividade oxidativa, baseada na reducao de
GSH). Células tratadas com RESV mostraram menor liberacdo de TIGAR e,
consequentemente, controlaram a apopstose ROS-dependente. Assim, 0sS
resultados sugeriram que o aumento da Sirt 1 pela ingestdo de resv (também
observado por Milne et al, 2007, Zangh et al, 2013) parece ser uma estratégia
importante para inibir a apoptose induzida por estresse oxidativo. Vale lembrar que a
diminuicdo da atividade de SIRT1 (um regulador intracelular com implicacéo positiva
para regeneracao 6ssea (Yuan et al, 2012)) pode contribuir para o desenvolvimento
de condi¢des relacionadas a osteoporose.

Com relacdo ao papel do resveratrol no metabolismo ésseo, tem sido
demonstrado, em diferentes modelos experimentais, que esse agente natural é
capaz de induzir a formacao e inibir processos de perda 6ssea (Uysal et al. 2011,
Tseng et al. 2012, Casarin et al. 2014). Breen et al. (2012) demonstraram que 0 resv
aumenta a expressao de Runx2 e OCN, marcadores com importantes propriedades
osteogénicas. Outra via que parece estar relacionada ao impacto positivo do resv no
metabolismo 0sseo é relacionada ao complexo SIRT-1/core binding factor (cbfa)-1
(Shakibaei et al. 2011), um marcador essencial de osteogénese (Yuan et al. 2012).
Shakibaei et al. (2011) demonstraram que o uso do resv pode aumentar a formagéo

de complexos SIRT-1/cbfa-1, regulando o balanco entre as atividades



19

osteoclasticas/blasticas e influenciando positivamente o reparo 6sseo. Outro estudo
do nosso grupo demonstrou que 0 uso do resv promoveu maior reparo 0sseo de
defeitos criticos de calvaria em ratos, além de ter mostrado impacto positivo na
retencdo biomecanica de implantes inseridos nas tibias de animais saudaveis
(Casarin et al. 2014). Ainda de acordo com este estudo, foi observada maior
expressao génica de BMP-2, BMP-7 e OPN no tecido 6sseo de animais submetidos
ao tratamento com RESV (Casarin et al. 2014). Corroborando com esses resultados,
investigacdes prévias apontaram que o resveratrol pode induzir a producéo de BMP-
2 (Su et al. 2007), aumentar a expressao de OCN e OPN (Boissy et al. 2005) e
suprimir a producdo de RANKL (Boissy et al. 2005, Shakibaei et al. 2011). Estudos
mais recentes tém demonstrado também que os beneficios advindos do resveratrol
no metabolismo 6sseo podem ocorrer por meio de aumento na sinalizacdo da via
candnica Wnt (Abed et al. 2014). O tratamento com resveratrol em células
mesenquimais estimula a estabilizagdo nuclear da [(-catenina de forma dose e
tempo dependente, ativando a diferenciacdo osteoblastica, além de reduzir a GSK-
3B, que antagoniza a via Wnt (Zhou et al. 2009).

Tendo em vista o potencial do resv na inibicdo da perda e estimulo do reparo
0sseo, e considerando os prejuizos causados pela osteoporose no tecido 0sseo, 0
nosso objetivo € investigar os possiveis beneficios do resveratrol como
preventivo/adjuvante nos processos de reabsorcdo e reparo 0SSeo ha presenca
desta condicdo sistémica. Embora existam alguns dados moleculares sobre os
efeitos positivos do resveratrol na cascata imunoinflamatéria e nos processos
relacionados ao metabolismo ésseo, a influéncia deste composto na perda éssea
alveolar no reparo de defeitos 6sseos na presenca da osteoporose ainda néo é
conhecida. O nosso objetivo com a realizacdo deste estudo é analisar a real
influéncia do resveratrol em processos de reabsorcdo/neoformacdo 6Ossea, em
portadores de osteoporose, além de estabelecer os mecanismos bioldgicos pelos
guais isso ocorre, eliminando os efeitos colaterais de agentes antirreabsortivos,

especialmente a longo prazo.
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3 - CONCLUSOES GERAIS

Nesse presente estudo, concluimos que o uso do resveratrol, tanto de forma
isolado como associado ao antirreabsortivo zoledronato, n&o influenciou na
cicatrizacdo 6ssea dos implantes de titanio que foram instalados nas tibias das

ratas ovariectomizadas
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