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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca sistémica que ocasiona, entre outros fatores
negativos ao seu portador, efeitos deletérios sobre o metabolismo e reparo 6sseo.
Resveratrol (RESV) é um composto natural com efeitos biolégicos, atuando, entre
outras formas, na modulacdo de mediadores da inflamacédo e em eventos associa-
dos ao metabolismo 6sseo. Todavia, h& poucos estudos a respeito do impacto do
RESV no reparo 0sseo na presenca do DM. O presente estudo buscou determinar a
influéncia do RESV no reparo ésseo de defeitos criticos em calvaria de animais in-
duzidos ao DM. Para tanto, cem ratos foram distribuidos em cinco grupos: DM +
RESV (n=20) - induzidos ao DM, tratados com resveratrol; DM + PLAC (n=20) — in-
duzidos ao DM, tratados com solucéo placebo; DM + INS (n=20) — induzidos ao DM,
tratados com insulina; DM + RESV + INS (n=20) - induzidos ao DM, tratados com
resveratrol e insulina e NDM (n = 20) — ndo induzidos ao DM. O diabetes foi induzido
por meio de injecdo intraperitoneal, em dose Unica, de 50mg/Kg de estreptozitocina
(STZ) (Dia 3). Dois defeitos de calvaria de tamanho critico foram criados em cada
animal no inicio do estudo (Dia zero). Os diferentes tratamentos foram aplicados do
Dia zero ao Dia 30 do experimento, no qual foi realizada a eutanasia dos animais.
Um dos defeitos foi processado para andlise histomorfométrica para mensuracdo do
defeito remanescente. O tecido do outro defeito foi submetido a quantificacdo de
MRNA de BMP-2, OPN, OPG, RANKL, Runx2, Osx, 3-catenina, Lrp-5 e DkkI-1, por
meio de PCR quantitativo. Os resultados histomorfométricos mostraram que 0s gru-
pos DM + RESV, DM + RESV + INS e NDM apresentaram maior fechamento dos
defeitos 6sseos quando comparados aos grupos tratados com placebo ou insulina
de forma isolada (p < 0,05). Ainda, foi observado que animais diabéticos tratados
pela associagdo RESV+INS revelaram maior expressdo génica de BMP-2 e Osx,
tendo este também sido positivamente aumentado nos animais tratados com INS de
forma isolada (p < 0,05). Concluindo, o uso do RESV, independentemente da pre-
senca de INS, foi capaz de influenciar de maneira positiva o reparo 6sseo em ani-
mais induzidos ao DM, sendo a associacdo necessaria para a modulacdo da ex-
pressdo génica de BMP-2 e Osx quando associado a INS.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; Resveratrol; Reparo 6sseo; Ratos; Expressao
génica.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a systemic disease that causes, among other negative conse-
guences, deleterious effects on bone metabolism and regeneration. Resveratrol (RESV) is a
natural occurring compound with biological activity, known to modulate inflammatory
mediators and events associated with bone metabolism. However, there are few studies
about the impact of RESV on bone repair in the presence of DM. The present study has
sought to determine the influence of RESV on bone repair in critical size defects of the cal-
varia of rats with induced DM. For this purpose, 100 rats were distributed into five groups:
DM + RESV (n = 20) — induced DM, treated with resveratrol; DM + PLAC (n = 20) — induced
DM, treated with a placebo solution; DM + INS (n = 20) - induced DM, treated with insulin
(INS); DM + RESV + INS (n = 20) - induced DM, treated with resveratrol and insulin and
NDM (n = 20) — not induction of DM. Diabetes was induced by intraperitoneal injection of
streptozotocin (STZ) as a single dose of 50 mg/kg (body weight). Two critical size calvarial
defects were created in each animal at the start of the study (Day 0). The different treatments
were applied from Day 0 to Day 30 of the experiment; on Day 30, the animals were eu-
thanized. One of the defects was processed for subsequent histomorphometric analysis,
including measurement of the remaining defect. The tissue of the other defect was submitted
to the mRNA quantification of BMP-2, OPN, OPG, RANKL, Runx2, Osx, B-catenin, Lrp-5 and
Dkkl-1, using quantitative PCR. The results showed increased gene expression of BMP-2
and Osx with a smaller remaining bone defect in the groups DM + RESV, DM + INS and DM
+ RESV + INS. In conclusion, RESV , regardless of the presence of INS was able to
positively influence bone repair in animals induced DM , and its association with INS
Is required for modulation of gene expression of BMP-2 and Osx.

Keywords: Diabetes mellitus; Resveratrol; Bone repair; Rats; gene expression.
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1 INTRODUCAO

Um metabolismo 6sseo competente é fator fundamental para a reducédo da
reabsorcdo Ossea ocasionada por diversas doencas inflamatdrias ou metabolicas
(RIBEIRO et al., 2006; CASATI et al., 2013), além de tornar mais previsivel o reparo
0sseo diante de diversos procedimentos odontolégicos, cirlirgicos ou ndo, que o
possam requerer, como 0 processo de Osseo-integracdo de implantes, nas altera-
cOes Osseas alveolares mediante fatores desencadeantes de eventos inflamatorios,
como na doencga periodontal, e quando do uso de enxertos dsseos. Algumas condi-
cOes sistémicas podem reduzir a efetividade do reparo 6sseo em diferentes situa-
cbes (ANTANOPOULOU et al., 2013), e,ntre elas, o diabetes melittus (DM) tem sido
relatado como uma patologia capaz de proporcionar varios efeitos deletérios, au-
mentando o indice de fraturas (ANTANOPOULOQOU et al., 2013) ou atrasando o repa-
ro destas (LU et al., 2003), bem como interferindo negativamente nas complicacdes
relacionadas aos implantes dentais (TAWIL et al., 2008; CONTI et al., 2015; GHI-
RALDINI et al., 2015).

Entre os mecanismos moleculares associados ao impacto do DM sobre a
resposta imunorregulatdria no reparo 6sseo na presenca do DM, estudos experimen-
tais apontam que animais diabéticos apresentam reduzidos niveis de diversos mar-
cadores 6sseos, como fator de crescimento transformador (TGF)-B, osteocalcina
(OCN), Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx2) e colageno tipo | (COL-I) (LU et
al., 2003; FOWLKES et al., 2008). De acordo com outros estudos, em uma investi-
gacao clinica desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa, observou-se que o DM,
especialmente associado a niveis glicémicos inadequados, teve impacto negativo na
imunorregulacdo de mediadores relacionados ao metabolismo 6sseo, como OCN,
TGF-B e Osteocalcina durante o processo de reparo peri-implantar (GHIRALDINI et
al., 2015). Adicionalmente, no DM, a hiperglicemia persistente pode causar estresse
oxidativo, elevando a formagéo de espécies de oxigénio reativas (ROS) (OYAMA et
al,. 2006).

Tendo em vista a osteopenia e a dificuldade de reparo 0sseo diante da pre-
senca do DM, alternativas terapéuticas tém sido investigadas a fim de modular a
resposta imunoinflamatéria do tecido 6sseo nesse perfil sistémico. Recentemente,
YEE et al. (2016) observaram, em camundongos induzidos ao DM, que a terapia

com anticorpo para Sclerostina (Sost), que regula negativamente a formacéo 0ssea,
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preveniu os danos a osteogénese causados pelo DM em um modelo de fratura, faci-
litando a diferenciacdo osteoblastica e a mineralizagdo 0ssea. Em estudos experi-
mentais com animais diabéticos que requeriam reparacdo 6ssea por meio de dife-
rentes modelos experimentais, embora o uso local de fatores de crescimento como
fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (ZOU et al., 2012, BIZENJIMA et al., 2015
), de insulina (IGF) (FANG et al., 2013) e da proteina morfogenética 6ssea recombi-
nante humana (rhBMP-2) (AZAD et al., 2009, de Santana & Trackman 2015), tenha
mostrado resultados favoraveis, a aplicacdo de proteinas derivadas da matriz do
esmalte (EMD), por sua vez, nao promoveu efeito benéfico previsivel na formacao
6ssea (SHIRAKATA et al., 2014) ou de novo cemento (CORREA et al., 2013), duran-
te o tratamento de defeitos 6sseos periodontais em animais com essa condi¢ao sis-
témica. Com relacdo aos tratamentos orais, a administracdo de anti-inflamatorios,
como pentosan-polisulfato, e agentes inibidores de AGE, como piridoxamina, mos-
traram-se eficientes para reducédo de processos degenerativos da espinha em ca-
mundongos diabéticos (LIIEN-JUNGER et al. 2013). O uso sistémico de doxiciclina
em animais diabéticos, por sua vez, nao favoreceu o reparo 6sseo em defeitos de
tibia (ALKAN et al. 2002) e na osseointegracdo de implantes (KORMANO et al.,
2005). Embora haja algumas evidéncias de alternativas de tratamento para otimizar
a resposta imunoinflamatéria do tecido 6sseo diante do DM, ainda nao foi estabele-
cida uma estratégia terapéutica previsivel e isenta de efeitos adversos para ser utili-
zada por portadores de DM. Desse modo, agentes antioxidantes e com capacidade
de osteo-imunomodulacdo tém emergido como substéancias eficientes na prevencao
dessas complicacdes ocasionadas pelo DM ( KUMAR et al, 2013; SOTNIKOVA et al,
2013). Entre esses compostos, 0 Resveratrol (trans-3,5,4’ triidroxiestilbeno) (RESV),
substancia encontrada principalmente em sementes e cascas de uvas escuras
(SINGH et al., 2000) tem demonstrado resultados promissores por seu efeito antio-
xidante, antitumoral e anti-inflamatoério, atuando na prevencéo e no tratamento de
algumas doencas, incluindo o DM (SCHMATZ et al.,, 2009, EL-MOWAFY et al.,
2011). Relata-se que RESV tem importante atividade no controle glicémico (SHAR-
MA et al., 2011) e seu papel terapéutico diante das complica¢des decorrentes do DM
€ abrangente (SCHMARTZ et al., 2012). Nesse contexto, um estudo clinico mostrou
que suplementacdo com RESV, além dos agentes hipoglicemiantes orais, foi eficaz
na melhora do controle dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc), da pressao arte-

rial e dos niveis de colesterol total de diabéticos (BHATT et al., 2012), sugerindo que
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0 RESVpossa ser adotado como terapéutico adjuvante no tratamento do diabetes e
no controle das complicagdes sistémicas oriundas do mesmo. Com relacéo ao papel
do RESV no metabolismo 6sseo, tem-se demonstrado, em diferentes modelos expe-
rimentais, que este € capaz de induzir a formacéao e inibir processos de perda 0ssea
(UYSAL et al., 2011, CASATI et al., 2013, CASARIN et al., 2014). Tem sido de-
monstrado que esse agente natural é capaz de induzir a formacéo e inibir processos
de perda éssea (UYSAL et al., 2011, CASATI et al., 2013, CASARIN et al., 2014).
Nosso grupo, por meio de um modelo de periodontite experimental em ratos, mos-
trou que o RESV reduziu a perda 6ssea alveolar, apontando que a modulacdo dos
niveis locais de IL-17 nos tecidos submetidos a periodontite poderiam explicar, no
minimo em parte, um possivel mecanismo biolégico do resveratrol na doenca perio-
dontal (CASATI et al., 2013). BREEN et al. (2012) demonstraram que o RESV au-
menta a expressao de Runx2 e OCN, marcadores com propriedades osteogénicas.
Outro estudo do nosso grupo demonstrou que o uso do RESV promoveu beneficios
no reparo 0sseo de defeitos criticos de calvaria em ratos, além de ter mostrado im-
pacto positivo na retencdo biomecanica de implantes inseridos nas tibias dos ani-
mais (CASARIN et al., 2014). Observou-se ainda maior expresséo génica de BMP-2,
BMP-7 e OPN no tecido 6sseo de animais submetidos ao tratamento com resveratrol
guando comparado com o grupo placebo (CASARIN et al., 2014).

Considerando-se o0s prejuizos promovidos pelo DM no metabolismo 6sseo e tendo
em vista os beneficios que o uso de RESV pode promover em procedimentos de reparo
0sseo, seria interessante investigar 0s possiveis beneficios deste composto natural no esti-
mulo ao reparo 0sseo na presenca desta condigc&o sistémica. Deste modo, este estudo obje-
tivou esclarecer o efeito da administragéo diaria de RESV em ratos diabéticos no reparo
6sseo em defeitos de tamanho critico e sua possivel modulagéo sobre a expressao géni-
ca de importantes marcadores 6sseos. Embora haja alguns dados moleculares so-
bre os efeitos positivos do resveratrol na cascata imunoinflamatéria e nos processos
relacionados ao metabolismo 6sseo, a influéncia deste composto na perda 6ssea
alveolar no reparo de defeitos 6sseos na presenca do DM ainda ndo é conhecida.
Espera-se que com este estudo possa ser verificada a influéncia do resveratrol em
processos de neoformacdo Ossea, em portadores de DM, além de estabelecer os

mecanismos bioldgicos pelos quais isso ocorre.
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2 CONCLUSAO

O uso do RESV, associado ou nao a insulina, demonstrou potencial para otimizar o
reparo 6sseo em defeitos criticos de calvaria em animais diabéticos, sendo que a presenca

da insulina foi importante que que o RESV interferisse positivamente na modulacdo de
BMP-2.
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