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RESUMO

Este estudo investigou o efeito de resveratrol (resv) na cicatrizagdo O0ssea e sua
influéncia na  expressdo génica de  marcadores relacionados @ a
osteoblasto/clastogénese em ratos expostos a inalagdo da fumaga de cigarro. Foram
criados dois defeitos criticos na calota craniana de cada rato, atribuidos como: FUM
+ RESV - administragédo diaria de resv (10 mg / Kg) e exposi¢cédo a fumaca (n: 20);
FUM + PLA - administragao diaria de placebo e exposigcédo a fumacga (n: 20) e salina -
administragao diaria de placebo, sem exposi¢do a fumacga (n: 20). A administragcéo
do resv associado a inalagdo da fumaga do cigarro ocorreu durante 30 dias. Depois,
os animais foram submetidos a eutanasia. Um dos defeitos de calvaria foi
processado para analise histomorfométrica, o outro defeito foi recolhido para
quantificacdo na expressdo de mRNA em Bone morphogenetic protein (BMP) 2,
Osteopontina (OPN), Runted-related transcription factor-2 (Runx2), Low-density
lipoprotein receptor-related protein 5 (Lrp-5), Osteoprotegerina (OPG), Osterix (Osx),
Beta Catenina -1 (B-catenina), Dickkopf Wnt signaling pathway inhibitor 1 (Dkk1) e
receptor ativador de NF-KB ligand (RANKL) analisados por PCR Real Time. Os
resultados histomorfométricos apresentaram menor remanescente de defeito na
calota craniana no grupo FUM + RESV quando comparado ao grupo FUM + PLA (p
<0,05). A analise da expressdo génica indicou que O uso sistémico de resv
promoveu maior expressao de Runx2, ao mesmo tempo que foi detectado menor
expressao génica de Dkk1 no grupo FUM + RESV, em comparagdo com os outros
grupos (p <0,05). Além disso, foi observado o aumento da expressao de Lrp-5 no
grupo FUM + RESV quando comparado ao grupo placebo (p <0,05) e a redugéo nos
niveis de mMRNA em RANKL / OPG foi observada no mesmo grupo em relagdo ao
grupo FUM + PLA (p <0,05 ). Em conclusdo, o resv melhorou a reparacédo de
defeitos 6sseos criticos de calvaria, modulando a expressdo génica de importantes
marcadores da remodelagédo 6ssea em ratos expostos a fumaca do cigarro.

Palavras-chave: Resveratrol. Plantas. Medicinal. Cicatrizagdo Ossea. Ratos.

Express&o génica. Fumantes.



ABSTRACT

This study investigated the effect of resveratrol (resv) on the bone healing and its
influence on gene expression of bone related markers of smoking rats. It were
created two calvarial defects of each rat, which were assigned to: SMK+RESV - daily
administration of resveratrol (10 mg/Kg) and smoke exposure (n: 20); SMK+PLA -
daily administration of placebo and smoke exposure (n: 20); Saline - daily
administration of placebo and no smoke exposure (n: 20). Administration of
substances occurred for 30 days following surgery. Exposition to cigarette smoke
inhalation was performed for 7 days before surgery and 30 days after calvarial
defects creation. After, the animals were submitted to euthanasia. One of the
calvarial defects was processed for histomorphometric analysis, and the tissue
relative to the other defect was collected for mRNA quantification of Bone
morphogenetic protein (BMP) 2, Osteopontin (OPN), Runted-related transcription
factor-2 (Runx2), Low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (Lrp-5),
Osteoprotegrin (OPG), Osterix (Osx), B-catenin, Dickkopf Wnt signaling pathway
inhibitor 1 (Dkk1) and receptor activator of NF-KB ligand (RANKL) by Real-time PCR.
Histomorphometric results showed lower remained defect in SMK+RESV group when
compared to SMK+PLA group (p<0.05). The gene-expression analysis showed lower
values of mRNA of RANKL/OPG in SMK+RESV group when compared to
SMK+PLAC (p<0.05) and reduced gene expression of Dkk1 when compared to the
other groups (p<0.05), Additionally, higher levels of Lrp-5 was observed in non-
smoking animals when compared to rats exposed to smoke inhalation, independently
of resveratrol treatment (p<0.05). In conclusion, resveratrol optimizes the repair of
critical-sized bone defects, up-regulating the gene expression of important bone
remodeling markers in rats exposed to cigarette smoke inhalation, thereby
highlighting its therapeutic potential for treating smoking-related bone impairment.

Keywords: Resveratrol. Plants. Medicinal. Bone healing. Rats. Gene expression.
Smoking.
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1 INTRODUGAO

O tabagismo é especificado por apresentar efeito negativo frente a
cicatrizacdo Ossea, sendo esta teoria apoiada por inumeros estudos clinicos e
experimentais que mostram o impacto nocivo do fumo sobre a reparagao de defeitos
0sseos, na consolidagédo 6ssea, regeneragcdo 0ssea e no processo de regeneragao
pos-extracao dentaria (GIORGETTI et al., 2010, PATEL et al., 2013, OZKAN et al.,
2014). Além disso, o tabagismo tem sido relacionado ao aumento e prevaléncia na
gravidade de lesdes peri-implantares, sendo considerado fator de risco para a perda
ossea ao redor de implantes (ATIEH et al., 2013, NEGRI et al., 2016).

O impacto negativo do tabagismo sobre a cicatrizagdo dssea esta relacionado
a alguns mecanismos fisiopatoldgicos que predispdem os fumantes a perda Ossea,
incluindo alteragées no ativador do receptor do fator nuclear kappa-B (RANK),
ativador do receptor ligando fator nuclear kappa-B (RANKL) e osteoprotegerina
(OPG) [sistema RANK-RANKL-OPG, fatores-chave relacionados ao osso] (TANG et
al., 2009) e angiogénese ossea (MA et al., 2010).

Outros estudos demonstraram que a exposi¢cao a nicotina - principalmente
com doses elevadas - inibiu as expressdes de genes relacionados a atividade
osteogénica, como proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs), colageno tipo | alpha 1
(COL-Il), cadeia de colageno tipo | Alpha 2 (COL Il), fator de crescimento
transformante-B (TGF-B), fosfatase alcalina (ALP), RANKL e OPG (GIORGETTI et
al., 2010, MA et al., 2011). Em consonancia, Yamano et al. (2010) mostrou que o
ARNmM de niveis de osteoprotegerina (OPN), COL-II, a proteina morfogenética 6ssea
2 (BMP-2) e do nucleo de ligagao do factor alfa-1 (Cbfa-1) aumentaram apds quatro
semanas de exposi¢cdo dos ratos a fumaga do cigarro, se comparados ao grupo

controle.

Diferentes terapias tém sido investigadas a fim de minimizar os efeitos
deletérios na condigdo de tabagismo em relagédo a cicatrizagdo Ossea, estimulagéo
de osteogénese e microcirculacdo e/ou modular a resposta imuno-inflamatoria

hospedeira. Neste contexto, Franco et al. (2013) avaliaram a regeneracdo de
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defeitos 6sseos implantados com biomaterial e estimulados pela terapia a laser de
baixa intensidade em ratos submetidos ao tabagismo. De acordo com os autores, o
efeito osteogénico do protocolo de laser-terapia ndo € suficiente para melhorar a
regeneracgao 0ssea na presenca do tabagismo. Assim como terapias alternativas, o
impacto na utilizagdo de compostos naturais em relacédo aos efeitos do fumo no

reparo 0sseo tem sido investigados em outros estudos.

Nos ultimos anos, um dos compostos medicinais mais estudados foi o
resveratrol (resv) (3,5,4'-trihidroxiestilbeno), um polifenol encontrado principalmente
na casca da uva e no vinho. Tem sido evidenciado pela comunidade cientifica que o
resv apresenta um potente efeito antioxidante, antitumoral e anti-inflamatério (YAR
et al., 2014), trazendo beneficios na prevengao e tratamento de algumas doencgas
(SCHMATZ et al., 2009, EL-MOWAFY et al., 2011). Além disso, promove efeitos
benéficos sobre os marcadores inflamatorios e de stress oxidativo em fumantes,
reduzindo as concentragdes de proteina C-reativa, de triglicerideos e aumento dos
niveis de antioxidantes em fumantes, sugerindo seu papel terapéutico anti-
inflamatorio e antioxidante nestes pacientes alvo (BO et al, 2013).
Complementando, resv tem a capacidade de inibir os efeitos deletérios do cigarro
em diferentes tecidos (KURUS et al., 2009, ARCAND et al., 2013), incluindo o tecido
o0sseo (ANDREOU et al., 2004).

Em relagdo ao metabolismo 6sseo, resv é capaz de estimular a formagao e
inibicdo dos processos de perda 0ssea e aumento na expressao génica de Runx2 e
OPN, ambos marcadores com propriedades osteogénicas (BOISSY et al., 2005). Em
estudo desenvolvido por nosso grupo, houve maior expressao génica de BMP-2,
BMP-7 e OPN no tecido 6sseo reparado em animais submetidos a tratamento com
resv, quando comparado ao grupo placebo (CASARIN et al., 2014). Estudos
recentes mostraram também que os beneficios decorrentes do resv no metabolismo
0sseo podem ocorrer por meio de um aumento na sinalizagdo da via candnica Wnt,
estimulando e estabilizando células nucleares mesenquimais de [(-catenina, além
disso, promovem a ativagéo na diferenciagdo de células osteoblasticas (ZHOU et al.,
2009, ABED et al., 2014).

Dado o potencial do resv na reparacdo, estimulo e inibicdo da perda dssea,
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associado aos danos causados pelo tabagismo no tecido ésseo, € relevante
investigar os possiveis beneficios deste composto natural no estimulo da reparagao
O0ssea e na presenca desta condicdo sistémica. Embora existam alguns dados
moleculares sobre os efeitos positivos do resv em cascata imunoinflamatéria e
processos relacionados ao metabolismo ésseo, a influéncia deste composto na
reparacao de defeitos dsseos criticos na presenca do fumo ainda ndo € conhecida.
Espera-se que no presente estudo, possamos esclarecer a influéncia deste
composto natural em processos de neo-formacao éssea, na presenca da fumacga do
cigarro.
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2 CONCLUSAO

Em conclusao, a administragcdo do resv demonstrou melhoras relacionadas a
reparacdo em defeitos criticos de calvaria e modulacdo nos niveis de expressao
génica ligadas ao mecanismo ésseo. Além disso, o resv apresentou significativa
reducdo na expressao génica de Dkk1 e RANKL / OPG. Estes resultados sugerem
que a utilizagédo crénica desta substéncia representa uma estratégia terapéutica util
durante o0s processos de reparacdo Ossea na presenga o tabagismo,

desempenhando um bom progndstico na reparacéo de defeitos 6sseos.
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