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RESUMO

A periodontite apical € uma doenca inflamatdria de etiologia microbiana
causada principalmente pela necrose da polpa dentaria e pela contaminacéo
dos canais radiculares. A patogénese desta doenca esta relacionada com
inflamacdo e repostas imunolégicas promovendo a reabsorcdo Ossea na
regido apical. Resveratrol e quercetina sdo compostos fenaolicos presentes em
muitas variedades de comidas e bebidas. Efeitos biolégicos do resveratrol
foram relatados, incluindo protecdo cardiovascular, anticancerigena, anti-
inflamatdria, antioxidante, e principalmente, a capacidade de modular a
resposta osteo-imune- inflamatoria do hospedeiro. A quercetina é outro
composto bastante pesquisado, devido suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatadrias, antitumorais e regulacao metabdlica. Este flavonoide foi relatado
por diminuir a osteoclastogénese via inibicdo do receptor ativador do fator
nuclear-kB ligante (RANKL), envolvido na diferenciacdo osteoclastica; pode
induzir diretamente a apoptose de osteoclastos maduros. O objetivo do
trabalho foi analisar e comparar a lesédo periapical induzidas em raros sobre
efeito da suplementacdo de Resveratrol e Quercetina. Foram submetidos
dezesseis ratos (Rattus norvegicus, da variedade Wistar, albinus), divididos
em dois grupos experimentais, Controle (C) e Resveratrol + Quercetina (RQ).
Os animais foram pesados no inicio e ao final do experimento (30° dia), ndo
havendo diferenca estatisticamente significante entre os grupos Controle e
RESV+Q. Foi realizado anélise microtomografica da lesdo, para comparar o
volume em milimetros cubicos da lesdo periapical; analise histolégica e
imunohistoquimica através de marcadores OPG, RANKL, TRAP, para
correlacdo a osteoclastogéneses; e marcadores IL-1B3, IL-10 e Tnf-a, como
indicadores de inflamacao local. O presente estudo oferece alguns insights
sobre a influéncia da ingestao de polifenéis no desenvolvimento e progressao

da periodontite apical. A suplementacdo com resveratrol e quercetina atenuou



o processo inflamatdrio, aumentou a expresséo de proteinas anti-inflamatorias
como OPG e IL-10, diminuiu aimunomarcacao de TRAP, resultando em lesbes

de menores volumes quando comparadas ao grupo controle.

Palavras-chave: Periodontite Periapical, Resveratrol, Quercetina.
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ABSTRACT

Apical periodontitis is an inflammatory disease of microbial etiology caused mainly
by necrosis of the dental pulp and contamination of the root canals. The
pathogenesis of this disease is related to inflammation and immunological
responses promoting bone resorption in the apical region. Resveratrol and
guercetin are phenolic compounds present in many varieties of foods and drinks.
Biological effects of resveratrol have been reported, including cardiovascular, anti-
cancer, anti-inflammatory, antioxidant protection, and mainly, the ability to
modulate the host's osteo-immune-inflammatory response. Quercetin is another
widely researched compound, due to its antioxidant, anti-inflammatory, anti-tumor
and metabolic regulation properties. This flavonoid has been reported to decrease
osteoclastogenesis via inhibition of the activating receptor for nuclear factor-kB
ligand (RANKL), involved in osteoclastic differentiation; can directly induce
apoptosis of mature osteoclasts. The aim of the study was to analyze and compare
the periapical lesions induced in rare cases on the effect of supplementation with
Resveratrol and Quercetin. Sixteen rats (Rattus norvegicus, of the Wistar variety,
albinus) were submitted, divided into two experimental groups, Control (C) and
Resveratrol + Quercetin (RQ). The animals were weighed at the beginning and at
the end of the experiment (30th day), with no statistically significant difference
between the Control and RESV + Q groups. A microtomographic analysis of the
lesion was performed to compare the volume in cubic millimeters of the periapical
lesion; histological and immunohistochemistry analysis using OPG, RANKL, TRAP
markers for correlation with osteoclastogenesis; and IL-13, IL-10 and Tnf-[J
markers, as indicators of local inflammation. The present study offers some
insights into the influence of polyphenol intake on the development and
progression of apical periodontitis. Supplementation with resveratrol and quercetin
attenuated the inflammatory process, increased the expression of anti-

inflammatory proteins such as OPG and IL-10, decreased the immunomarking of



TRAP, resulting in lower volume lesions when compared to the control group.

Keywords: Periapical Periodontitis, Resveratrol, Quercetin.
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1. Introducéo

A periodontite apical € uma doenca inflamatéria de etiologia
microbiana causada principalmente pela necrose da polpa dentaria e
pela contaminacdo dos canais radiculares (Siqueira & Rocas 2007). A
patogénese desta doenca esta relacionada com inflamacao e repostas
imunoldgicas promovendo a reabsorcdo Ossea na regido apical
(Subramanian & Mickel 2009). Quando a lesdo periapical esta
instalada, citocinas inflamatérias ou interleucinas possuem um papel
importante na resposta imune, iniciando e coordenando eventos
celulares e regulando a resposta do hospedeiro as endotoxinas. Além
disso, a reabsorcdo 6ssea que ocorre nestas patologias aparece como
um fator determinante a expanséao destas lesdes, sendo iniciada pela
proliferacdo de células precursoras de osteoclastos imaturos e
diferenciacdo das mesmas em ceélulas osteoclasticas maduras que
promovem a degradacdo dos componentes 0sse0Ss organicos e
inorganicos.

Resveratrol e quercetina sdo compostos fendlicos presentes em
muitas variedades de comidas e bebidas. Recentemente o estudo
isolado de sua suplementacdo tem ganhando ampla atencdo da
comunidade cientifica. Efeitos biolégicos do resveratrol foram
relatados, incluindo protecdo cardiovascular (Cao & Li 2004),
anticancerigena (Su et al. 2007), anti-inflamatoria, antioxidante
(Rahman 2008), e principalmente, a capacidade de modular a resposta
osteoimune- inflamatéria do hospedeiro (Casarin et al. 2014).
Recentemente, Casati et al. relataram que a administracdo de
resveratrol mostrou inibir a perda de 0sso alveolar e reduziu os niveis de
interleucina IL-17 no tecido gengival (Casati et al. 2013). Também foi
relatado que o resveratrol pode inibir o RANKL, COX-2, suprimir a
ativacao do TNF (Moon et al. 2006), bem como induzir a supressao das
citocinas IL-1, IL-6 e IL-8 (Aggarwal et al. 2004) que desempenham

importante fungcéo naosteoclastogénese.
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Em outro estudo, avaliou-se a capacidade do resveratrol em
proteger o periodonto do dano causado pela periodontite (Liu et al.
2010). Andlises histologicas e por micro-CT revelaram que a
suplementacdo com resveratrol reparou a perda de osso alveolar em
ratos com periodontite. Acredita-se que os efeitos benéficos do
resveratrol na formacdo 6ssea sejam devidos a sua atividade anti-
inflamatéria (Nakamura et al. 2013), bem como sua semelhanca
estrutural com varios horménios que influenciam positivamente a
formacao 6ssea (Pervaiz & Holme 2009).

A quercetina é outro composto que vem ganhando espaco nas
pesquisas, devido suas propriedades antioxidantes (Jung et al. 2013),
anti-inflamatorias (Zhang et al. 2012), antitumorais (Wong & Chiu 2011)
e regulacao metabdlica (Niklas et al. 2012). Este flavonoide foi relatado
por diminuir a osteoclastogénese via inibicdo do receptor ativador do
fator nuclear-kB ligante (RANKL), envolvido na diferenciacéo
osteoclastica (Wattel et al. 2004); pode induzir diretamente a apoptose
de osteoclastos maduros (Wattel et al. 2003); e além disso, o0 uso local
de quercetina em uma matriz de colageno provocou maior formacao de
novo osso (Wong & Rabie 2008). A dieta suplementada com quercetina
também pode reverter a osteopenia em ratos diabéticos (Liang et al.
2011), bem como inibir a perda O6ssea em camundongos
ovariectomizados, confirmando seu o efeito benéfico no tecido 0sseo
em disturbios 6sseos (Tsuji et al. 2009).

A maioria das células e moléculas de sinalizacdo envolvidas na
patogénese das lesdes periodontais também participam nas lesdes
periapicais (de Souza et al. 2006). Assim, uma vez que 0 0SS0 alveolar
se beneficia com o consumo do resveratrol (Casati et al. 2013) e da
guercetina (Napimoga et al. 2013), € provavel que haja alteracdes na
formacédo da lesdo periapical em animais sob sua suplementacdo. Até
0 momento, ndo ha estudos que relacionem a suplementacdo de
resveratrol e quercetina com a endodontia, e mais especificamente, a
possivel acdo sistémica desses compostos fendlicos no
desenvolvimento lesdo periapical. A hipétese nula desse estudo é que

ndo havera diferenca no desenvolvimento da lesdo em ambos os
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grupos.

2. Objetivos
Analisar e comparar histologicamente a leséo periapical;

Analisar e comparar o volume em milimetros cubicos da leséo periapical

através de microtomografia computadorizada;

Analisar e comparar os tecidos da regido periapical de dentes de ratos
utilizando a expressdao das proteinas TRAP, OPG e RANKL,
correlacionadas a osteoclastogénese;

Analisar e comparar os tecidos da regido periapical de dentes de ratos
utilizando a expresséo das citocinas e IL-1B, IL-10 e Tnf-[] como
indicadores de inflamacéao local;

3.Materiais e métodos
Animais

O presente estudo foi submetido ao comité de ética previamente
ao inicio dos experimentos. Dezesseis ratos (Rattus norvegicus, da
variedade Wistar, albinus), com peso entre 250 a 300g foram utilizados,
0s quais foram divididos em 2 grupos experimentais com 8 animais em
cada grupo. Os animais ficaram mantidos em gaiolas coletivas (4
animais por gaiola), ambiente com temperatura (22
+ 2°C) e ciclo de luz controlado (12/12 h), com acesso livre a agua e
racao ad libitum durante todo o periodo experimental. Os animais foram

divididos aleatoriamente de acordo com 0S grupos experimentais:

Controle (C): Inducédo da lesédo periapical e admnistracdo de agua

gavagem;

Resveratrol + Quercetina (RQ): Inducdo da lesdo periapical e
suplementacao via gavagem com uma solucdo aquosa preparada com
0s compostos Resveratrol (R5010 - pureza 299% - Sigma) e Quercetina
(Q4951 — pureza 295% - Sigma).

18
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3.1Administracdo das dietas

Para o grupo Controle (C), 1,3ml de 4gua potavel esterilizada foi
administrada via gavagem para simular o estresse sofrido pelos outros
animais. O grupo RQ recebeu via gavagem 1,3ml de uma solugéo
aquosa contendo o0s compostos resveratrol e quercetina nas
concentragdes de 1 mg/L e 0,86 mg/L respectivamente. Para ambos os
grupos, tanto agua via bebedouro quanto racao sélida (Labina- Purina®,
Paulinia, Brasil) ficaram livremente disponiveis ao longo do

experimento.

3.2 Leséo Periapical

19

A inducédo da lesdo periapical foi realizada sob efeito de anestesia geral

com Ketamina-80mg/kg (Avenco Inc., Fort Dodge, IA) e Xilazina-4mg/kg

(Mobay Corp. Shawnee, KS), através da abertura coronaria dos primeiros

molares superiores e inferiores de ambos os lados (4 dentes) (Cintra et al.

2016) com auxilio de broca em aco carbono (Broca Ln Long Neck -

Maillefer, Dentsply) com 0,1mm de diametro, desta forma, todas as

exposicdes pulpares foram padronizadas com 0,1mm de diametro. A lesao

foi analisada apos 30 dias da inducéo.

3.3 Avaliacédo da alteracdo de peso dos animais

Os animais foram pesados ao primeiro e Ultimo dia do
experimento (trigésimo dia). A alteracdo de peso foi obtida em
porcentagem considerando o peso inicial e final. Além disso, a
guantidade de alimentos sélidos e liquidos também foram monitorados

e tabulados diariamente.

3.4 Analise microtomografica

O primeiro molar inferior direito foi utilizado para analise
microtomografica. Apos a fixajao dos especimes, a formalina neutra foi
reduzida por meio da sua remogao e coloca@ao dos especimes em agua
destilada por pelo menos 1 hora antes do escaneamento (Martins et al.

2016). As amostras foram escaneadas pelo sistema de imagem



SkyScan 1272 (Kontich, Bélgica). Este sistema permite escaneamento
a 100kV, 250pA e um detector de raio-X: 11 Mp (4032x2688 pixels) 14-
bit., com resolu@ao nominal de 0,45 mm a 27 mm e espapo de
escaneamento de 75 mm de dimetro e 70 mm comprimento. Todo o
sistema esta conectado a computador Dell, modelo Precision T7610
(Dell Inc. Sao Paulo, SP, Brasil) com processadores Intel(R) XEON(R)
CPU E5-2687w v2 3,40 GHz. O volume de interesse incluiu o espago de
reabsorao ossea perirradicular envolvendo a raiz distal do primeiro
molar inferior direito (Austah et al. 2016). Os dados volumeétricos foram
utiilzados para gerar imagens reconstruidas em trés dimensoes (3D).
Para quantificar a perda ossea periapical, o volume da imagem foi
orientado de modo que o longo eixo da raiz distal do primeiro molar
inferior direito fique paralelo aos planos coronal e sagital, e assim, o
volume compreendido entre o apice da raiz e o0 0sso alveolar periapical

foi medido em milimetros cubicos (Kalatzis-Sousa et al. 2017).

3.5 Andlises histolégica e imunohistoquimica

Os primeiros molares inferiores do lado esquerdo foram
utilizados para analise histolégica e imunohistoquimica. Logo apos a
remocdo das mandibulas, elas foram fixadas em formalina neutra
(10%), durante 24 horas, em temperatura ambiente. Em seguida,
lavadas em agua corrente por 24 horas e descalcificadas em solucao
de EDTA (10%), lavadas em agua corrente (24 horas), desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina pelo método de
rotina. Nos blocos obtidos, cortes semi-seriados foram realizados em
microtomo (Leica - RM 2045), com 06 micrometros de espessura. Para
cada espécime, 2 laminas com 3 cortes teciduais, foram preparadas e
coradas com Hematoxilina e Eosina e outras 6 laminas foram
submetidas a técnica de imunoistoquimica, para 0s marcadores
biol6gicos OPG, RANKL, TRAP, IL-183, IL-10 e Tnf-[1.

A analise histoldgica da raiz distal do primeiro molar inferior
esquerdo serviu para caracterizacdo do perfil inflamatério das lesdes

periapicais (Gomes-Filho et al. 2015). As laminas contendo os cortes
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representativos de cada espécime foram avaliadas sob a microscopia
Optica por meio qualitativo através de escores (Gomes-Filho et al.
2015), graduando as magnitudes dos fendmenos histopatolégicos de
forma dissociada. As variaveis estudadas foram: infiltrado inflamatoério
guanto a sua intensidade e extensdo, e perda de estrutura éssea
periapical.

A intensidade do processo inflamatério foi analisada em torno da
area periapical da raiz distal do primeiro molar inferior esquerdo, em
conformidade com o0 numero médio aproximado de células
inflamatorias presentes em diferentes campos de um mesmo espécime,
examinados em aumento de 400x junto ao periapice dentario. Foram
considerados os escores: 0 (ausente ou poucas células inflamatorias),
pontuacao 1 (até 25 células e reacao leve), pontuacéo 2 (25-125 células
inflamatdrias e reacdo moderada) e pontuacao 3 (mais de 125 células
e reacao grave) (Gomes-Filho et al. 2015).

Para a técnica da imunoistoquimica, os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e desidratados em etanol. A recuperacao
antigénica realizada através da imersédo das laminas histologicas em
tampdo Diva Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em camara
pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare Medical, CA, USA), a
95°C, por 10 minutos. Ao término de cada uma das etapas da reacéo
imunoistoquimica, as laminas foram lavadas em tampao fosfato salino
(PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histologicos foram imersos em 3% de
peroxido de hidrogénio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino
por 12 horas, para o blogueio da peroxidase enddgena e bloqueio dos
sitios inespecificos, respectivamente. As laminas histologicas entédo
foram submetidas a incubacdo com seus respectivos anticorpos
primarios diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX),
durante 24 horas, em camara umida (anticorpos primarios (1:100)
contra a OPG (Rabbit anti-OPG — SC11383), RANKL (Goat anti-
RANKL — SC7627), TRAP (Goat anti-TRAP - SC30832), IL-1B (Goat
anti- IL-1B - SC7884), IL-10 (Goat anti- IL-10 - SC7888) e TNF-a (Goat
anti-TNF-a SC1348). Nas etapas subsequentes empregamos o
Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-Biotin Kit® (Dako
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Laboratories, CA, USA). As secc¢des histoldgicas ficaram incubadas no
anticorpo secundario universal biotinilado (Universal LSAB"+ Kit/HRP,
Rb/Mo/Goat), durante 2 horas, e posteriormente tratadas com
estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1
hora. Na revelagdo o cromoégeno o 3,3- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA)
foi utilizado e em seguida a contracoloracéo realizada com hematoxilina
de Harris. Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos
procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacado dos
anticorpos primarios.

A andlise imunoistoquimica foi realizada sob iluminagdo de
campo claro em microscopio oOptico (Optiphot-2, Nikon, Japao)
utilizando-se cinco seccgdes histologicas de cada animal por um
investigador cego e calibrado. RANKL, OPG, IL-1B3, IL-10 e TNF-a
foram analisadas nas adjacéncias da lesao periapical com um aumento
de 400x. A imunomarcacéo ficou definida como aquela de coloracao
acastanhada presente no citoplasma das células e/ou na matriz
extracelular. O padrdo de imunomarcacédo foi atribuido em escore,
onde: 0 (auséncia completa de células imunorreativas (IR); 1 (baixo IR),
poucas células imunorreativas e marcacao fraca da matriz extracelular
(aproximadamente um quarto das células IR); 2 (IR moderado), nimero
moderado de células imunorreativas e marcacdo moderada da matriz
extracelular (aproximadamente metade das células imunorreactivas); e
3 (IR elevado), grande numero de células IR e forte marcacdo da matriz
extracelular (aproximadamente trés quartos das células IR) (Gomes-
Filho et al. 2015).
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Somente osteoclastos maduros ou células multinucleadas
TRAP-positivas foram quantificados. Para esta quantificacao,
inicialmente determinamos o perimetro da lesdo ao nivel ésseo, em
seguida quantificamos as células multinucleadas no perimetro, e por

fim expressamos em células TRAP-positivas multinucleadas por mm.

3.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 8 (La
Jolla, CA, EUA). Apés o teste de normalidade, o teste de Mann-Whitney
foi realizado para dados ndo paramétricos e o teste t de Student foi
realizado para dados parameétricos. O nivel de significancia foi de 5%.

4. Resultados
4.1 Avaliacao da alteracéo de peso dos animais

A quantidade de racdo e agua foram monitorados diariamente
(Tabela 1). Os animais foram pesados no inicio e ao final do
experimento (30° dia). A alteracdo de peso foi obtida em porcentagem
considerando o peso inicial e final, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos Controle e RESV+Q
(Tabela 2).

Tabela 1: Consumo de racéo e agua durante o experimento (g/ml/animal).



Controle

RESV+Q
Dia  Racdo (g)/ Racao (g)/
agua (ml) agua (ml)
1° 10,5/ 40 11,7/ 40
20 11,6/ 41 12,5/ 42
3° 11,3/45 11,9/43
40 12,5747 12,7143
5o 13,6/48 13,9/45
6° 11,7/ 49 14,0/ 46
7° 15,7 /50 14,2 | 46
8° 14,6 / 58 13,8/50
Qo 15,2 /59 15,6 /51

10°
11°
12°
13°
14°
15°
16°
17°
18°
19°
200

15,0/59
14,2/ 60
16,7 /61
16,3/ 63
15,1/ 66
14,7/ 67
18,9/ 67
18,2/ 69
17,6172
21,2/73
20,5/73

15,7/53
14,6 / 54
16,2/ 57
15,3/58
16,5/ 64
17,1/ 64
18,5/ 67
18,1/68
19,2/69
17,6172
21,2/74

21°
22°
23°
24°
25°
26°
27°
28°
290

22,4174
22,7175
23,4180
22,1/81
24,6/ 85
21,7185
23,1/85
22,9187
26,7/ 88

22,7175
24,6176
22,8177
23,2180
24,1/ 80
25,5/82
25,8/83
24,7187
27,0/87

Tabela 2: Peso dos animais de cada grupo (média e desvio padrao) ao inicio, ao final
do experimento e variagdo em porcentagem

Letras diferentes indicam diferencas significativas nas linhas (P <0,05).

Peso (9)
Controle Resv+Q
Incial 254,0+11,0 251,5 +
111
Final 434,4 +9,5 438,1 +
10,4
Variacao 71,00%?2 74,10%?2
%

4.2 Andlises histolégica / imunohistoquimica / microtomografica

Tabela 3:Escores atribuidos e mediana para H&E, RANKL, OPG, TNF-q, IL-1B e IL-10.
Média e desvio padréo para o numero de células TRAP positivas por mm e volume da
leséo periapical (Micro CT).

Anélise

Escore

Grupos

R+Q

0/8

0/8

24



1 0/8 6/8

H&E 2 5/8 2/8
3 3/8 0/8

Median  ,a 1b

0 0/8 0/8

1 3/8 5/8

RANKL 2 5/8 3/8
3 0/8 0/8

Median 22 1@

0 0/8 0/8

1 6/8 0/8

OPG 2 2/8 6/8
3 0/8 2/8

Median 12 ob
0 0/8 0/8
1 3/8 6/8
TNF-a 2 5/8 2/8
3 0/8 0/8

Median 22 1a
0 0/8 0/8
1 3/8 5/8
IL-18 2 5/8 2/8
3 0/8 1/8

Median %2 1@
0 0/8 0/8
1 6/8 1/8
IL-10 2 2/8 718
3 0/8 0/8
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Median 12 ob
TRAP Mean  3.07 £ 0.35% 1.87 +0.36°
(cells/mm?)
Micro CT Mean 0.887 + 0.505 +
(mm?3) 0.1082 0.219°

Letras diferentes indicam diferencas significativas nas linhas (P <0,05).

Em ambos os grupos a formacdo da periodontite apical foi
observada, comprovando a efetividade do modelo escolhido para
inducdo. Os animais do grupo R+Q apresentaram em sua maioria um
padrao inflamatério menos acentuado, com menor presenca de células
inflamatdrias e areas de reabsorcdo menores quando comparado com
os animais do grupo C (P < 0.05). Para os marcadores RANKL, TNF-a
e IL-1B, uma expressao superior foi notada no grupo C quando
comparado ao grupo tratado (R+Q), entretanto, essa diferenca néo foi
estatisticamente significante (P > 0.05). Ja para os marcadores anti-
inflamatdrios OPG e IL-10, tivemos uma marcacao superior no grupo
R+Q frente ao C, de maneira significante (P < 0.05). A marcacéo de
TRAP foi altamente especifica para identificarmos osteoclastos. O
grupo R+Q apresentou uma reducdo do numero de células TRAP
positivas (1.87 £ 0.36) quando comparada ao grupo C (3.07 £0.35), (P
< 0.05). O mesmo resultado foi confirmado através da andlise
volumétrica microtomografica realizada nas mandibulas direitas. O
grupo R+Q apresentou volume médio de 0.505 * 0.219, inferior ao

grupo controle que mostrou um volume de 0.887 +0.108, (P <0.05).

Tabela 3, Figura 1.
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Figura 1: Imagens mostrando aspectos histo
©) e Resveratrol+Quercetina (R+Q). Coloracéo de hematoxilina-eosina.
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4. Discussao

Polifendis (resveratrol e quercetina) tem recebido atencéo
mundial devido as suas propriedades terapéuticas e aos seus
beneficios para a saude, com alguns estudos ja publicados na area da
periodontia (Casati et al. 2013, Casarin et al. 2014, Correa et al. 2018,
Ribeiro et al. 2019). Este é o primeiro estudo investigando o efeito da
suplementacdo com resveratrol e quercetina sobre o desenvolvimento
da periodontite apical através da analise histolégica do infiltrado
inflamat6rio, da imunomarcacéao para RANKL, OPG, TRAP, IL-10, IL-18
e TNF-a, além da analise microtomografica. A hipotese nula foi rejeitada
uma vez que a suplementacdo com resveratrol e quercetina atenuou o
processo inflamatorio, aumentou a expressdo de proteinas anti-
inflamatorias como OPG e IL-10, diminuiu aimunomarcacao de TRAP,
resultando em lesbes de menores volumes quando comparadas ao
grupo controle.

A metodologia da inducéo dalesao periapical em ratos escolhida
para este estudo foi utilizada devido a similaridade da resposta
periapical a exposicdo pulpar com aquelas observadas em humanos
(Tani-Ishii et al. 1994), e o tempo de desenvolvimento (30 dias),
considerado suficiente para desenvolvimento pleno e estavel da leséo
apical (Hirai et al. 2018). A administracdo da suplementacdo via
gavagem permite um controle preciso da quantidade dos compostos
gue seriamingeridos pelo animal, diferentemente do que ocorreria caso
essa solucdo ficasse disponivel livremente para o consumo. Em nosso
estudo, os animais apresentaram ganho de peso semelhante ao
decorrer do tempo, sem influéncia da suplementacao dos polifendis.

Véarios ensaios clinicos demonstraram diminuicdo nos
mediadores inflamatdrios séricos, incluindo proteina C reativa de alta
sensibilidade e citocinas pro-inflamatoérias por resveratrol e quercetina
(Timmers et al. 2011, Militaru et al. 2013). Em nosso modelo
experimental, um processo inflamatorio de menores proporc¢des, aliados

a uma menor reabsorcdo 0ssea, puderam ser observados na andlise
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histologica. Resultado corroborado pela reducdo da expressédo das
citocinas TNF-a e IL-1B, mesmo que sem diferenca estatistica.

Um quadro de processo inflamatorio associado a periodontite
apical de menor extensao e intensidade no grupo R+Q, foi verificado
pela analise histoldégica, quando comparado ao outro grupo. Este
achado concorda com achados publicados na literatura evidenciando
atividade anti-inflamatéria dos dois polifenois. O Resveratrol atua em
diferentes fases do processo inflamatorio, protegendo o organismo da
inflamacéo (Das & Das, 2007). A atividade anti-inflamatoria pode
ocorrer por meio da inibicdo de ambas ciclooxigenase 1 (COX-1) e
ciclooxigenase 2 (COX- 2) sinalizagcdo pro-inflamatoria mediada,
supresséao da producdo de mediador pré-inflamatoério, atuando no fator
de transcricao nuclear - k B (NFkB) em macroéfagos inibigéo, suprimindo
a liberacdo de interleucina-6 e interleucina-8, que desempenha um
papel importante na inflamacéo, como recrutar leucécitos para a area
da lesdo (Das & Das, 2007). A quercetina diminui a expressédo da
sintase do oOxido nitrico, inibe as metaloproteinases da matriz, inibe a
producéo de enzimas promotoras de inflamacéo (COX) e lipoxigenase
(LOX), bloqueia o TNF- a e impede que ele de ativar diretamente a
guinase relacionada ao sinal extracelular (ERK) e (NF- k B), que séo
potentes indutores de processos inflamatorios expressdo génica e
secrecdo de proteinas (Li et al., 2016)

O tecido 6sseo estd em constante renovacao (remodelacdo). As
células responsaveis por esse processo sao o0s osteoblastos (deposicéo
0ssea) e os osteoclastos (reabsorcéo 6ssea). Em uma situacdo normal,
as atividades dessas células costumam ser equilibradas, de modo que
ndo had aumento ou perda de massa Ossea. O controle desse
metabolismo € um fator chave na obtencdo de uma reducdo na
reabsorcdo 6ssea em doencas inflamatorias (Eriksen 2010), como na
periodontite apical. Portanto, o uso de substancias capazes de interferir
positivamente nos processos inflamatorios que levam a reabsorcdo
0ssea devem ser consideradas.

A descoberta da via RANKL/OPG contribuiu para o

entendimento de como a formagdo e reabsorcdo Ossea eram
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processadas e reguladas (Silva & Branco 2011). Embora em nosso
estudo a suplementacdo com resveratrol e quercetina reduziu a
imunomarcacdo de RANKL, porém sem diferenca estatistica, ela foi
capaz de aumentar de maneira significante a expressao de OPG, uma
proteina osteoprotetora que impede a ligacdo do RANKL ao RANK, e
dessa maneira bloqueia a cadeia de eventos necessarios para a
formacéo osteoclastica (Silva & Branco 2011). Essa eventual reducéo
da formacdo dos osteoclastos vai de encontro aos resultados
observados para imunomarcdo de TRAP (marcador histoquimico de
osteoclastos), onde observamos uma menor quantidade de células
multinucleadas TRAP positivas depositadas no perimetro e
proximidades da periodontite apical por milimetro no grupo tratado.
Resultado este que corrobora com os achados microtomograficos,
onde uma menor perda éssea volumeétrica foi observada nos animais
gue receberam a solucao contendo os polifenadis.

O efeito benéfico do consumo de resveratrol na reducédo da
perda 6ssea alveolar observado neste estudo parece estar associado a
modulacdo da reacdo imunoinflamatoria, conforme apontado
anteriormente por outras pesquisas utilizando diferentes modelos
experimentais, como os previamente publicados por Casati et al. (2013)
gue relataram que a administracdo de resveratrol inibiu a perda 0ssea
alveolar e reduziu os niveis de interleucinas pré-inflamatorias no tecido
gengival;, além disso, Shakibaei et al. (2011) demonstraram que 0
resveratrol pode inibir RANKL, bem como COX-2, IL-1 e IL-6, que
desempenham um papel importante na osteoclastogénese. Outros
componentes, como a quercetina, tém a capacidade de diminuir a
liberacdo de mediadores inflamatérios e induzir a diferenciacdo de
células-tronco mesenqguimais na linhagem osteoblastica (Gomez-Florit
et al. 2015). De maneira complementar, a quercetina também mostrou
um efeito inibidor potente na diferenciacdo de osteoclastos e na area
Ossea reabsorvida por essas células de maneira dose-dependente,
mesmo em concentragcdes muito baixas (Wattel et al. 2004).

O presente estudo oferece alguns insights sobre a influéncia da

ingestao de polifendis no desenvolvimento e progressao da periodontite
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apical. No entanto, devido a algumas limitagdes, os resultados n&o
podem ser extrapolados para a clinica diretamente. Portanto, mais
estudos séo encorajados considerando alguns parametros relevantes,
como as dosagens dos polifendis, a via de administracdo, e o tempo de
consumo pré e pos inducao da leséo.

5. Concluséo

O presente estudo mostrou que a suplementacdo com
resveratrol e quercetina foi capaz de atenuar o processo inflamatério,
aumentando a expressao de proteinas anti-inflamatorias como OPG e
IL-10, diminuindo a imunomarcacgéao de TRAP, resultando em lesfes de

menores volumes quando comparadas ao grupo controle.
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