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SANTOS, D. C. Avaliagao local do consumo profilatico de vinho tinto sem
alcool no desenvolvimento da periodontite apical induzida em ratos. 2024.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagédo) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2024.

RESUMO

A administracdo de resveratrol e quercetina reduz a inflamagao e reabsor¢ao 6ssea
na periodontite apical (PA), mas o vinho tinto (VT) possui varios outros polifendis.
Por outro lado, o alcool aumenta o processo inflamatério na periodontite apical. O
vinho tinto sem alcool (VTSA) pode ser uma alternativa promissora para se avaliar o
efeito do conjunto de polifendis sem o envolvimento do componente alcoolico. Ndo
existem estudos que relacionem o efeito do VTSA com a PA. O objetivo deste estudo
foi avaliar o desenvolvimento da PA das lesbes periapicais em ratos com dieta
suplementada com consumo de VTSA e acompanhar o ganho de peso entre os
grupos. Em sequéncia, 24 ratos albinos Wistar, todos recebendo a indugéo da PA,
foram alocados em 3 grupos da seguinte forma: Controle (C), Vinho Tinto (VT) e
Vinho Tinto sem Alcool (VTSA). A administracdo das solucdes para cada grupo foi
iniciada 15 dias antes da indugcdo da PA e se manteve por 30 dias, numa
concentragédo de 4,28 mL/kg via gavagem uma vez ao dia, volume correspondente a
quantidade de 300 mL (duas tagas) de VT. Apds o periodo experimental, os animais
foram eutanasiados para remogao das mandibulas que foram submetidas a analise
histolégica e imunohistoquimica (IL-10, IL-18, TNF-a OPG, RANKL e TRAP) do
tecido 6sseo do local da PA. A analise estatistica foi realizada por meio do programa
SigmaPlot 12.0TM com nivel de significancia de 5%.0 grupo VTSA apresentou
menor infiltrado inflamatdério que o grupo C, maior imunomarcacéo para a proteina
inibidora de osteoclastos OPG (p=0.020) que VT e C e menor imunomarcagao para
a proteina reguladora da formagéao de osteoclastos RANKL (p=0.016) e a proteina
de ligagdo TRAP (p=0.036) contra o grupo C. O ganho de peso do grupo VT foi
menor em comparacdo com os demais. Concluiu-se que a administragao profilatica
de VTSA foi capaz de diminuir a inflamagado e a reabsor¢ao 6ssea em PA em

comparagao aos grupos C e VT.

Palavras-chave: periodontite apical; vinho; inflamacgao; remodelacéo 6ssea.
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ABSTRACT

Administration of resveratrol and quercetin reduces inflammation and bone resorption
in apical periodontitis (AP), but red wine (W) has several other polyphenols. On the
other hand, alcohol increases the inflammatory process in AP. Non-alcoholic red wine
(VTSA) may be a promising alternative to evaluate the effect of the set of
polyphenols without the alcoholic component. There are no studies that relate the
effect of VTSA with PA. This study aimed to evaluate the development of AP in
periapical lesions in rats on a diet supplemented with VTSA consumption and
monitor weight gain between groups. Subsequently, 24 albino Wistar rats, all
receiving AP induction, were allocated into 3 groups as follows: Control (C), Red
Wine (VT) and Non-alcoholic Red Wine (VTSA). The administration of solutions for
each group was started 15 days priory the AP inductiona and was kept for 30 days in
a concentration of 4.28 mL/kg via gavage once a day, a volume corresponding to the
amount of 300 mL of W. After the experimental period, the animals were euthanized
to remove the jaws, which were subjected to histological and immunohistochemical
analysis (IL-10, IL-1B, TNF-a, OPG, RANKL and TRAP) of the bone tissue at the AP
site. Statistical analysis was performed using the SigmaPlot 12.0TM program with a
significance level of 5%. The VTSA group showed less inflammatory infiltrate than
group C, greater immunostaining for the osteoclast inhibitory protein OPG (p=0.020)
than VT and C and lower immunostaining for the osteoclast formation regulatory
protein RANKL (p=0.016) and the protein TRAP binding (p=0.036) against group C.
The weight gain of the VT group was lower compared to the others. It was concluded
that VTSA prophylactic administration was able to diminish inflammation and bone

resorption in AP in comparison to C and VT groups.

Keywords: apical periodontitis; wine; inflammation; bone remodeling.
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1 INTRODUGAO

A periodontite apical (PA) € uma doenga inflamatoria microbiana causada,
principalmente, pela necrose da polpa dentaria decorrente da contaminagao dos
canais radiculares (Siqueira; Régas, 2007). Inflamacéo e respostas imunoldgicas do
hospedeiro frente a essa doenga podem promover reabsorgdo 6ssea na regiao
apical (Subramanian; Mickel, 2009). Quando a lesdo periapical esta instalada,
citocinas inflamatérias ou interleucinas modulam a resposta imune, iniciando e
coordenando eventos celulares, e regulando a resposta do hospedeiro as

endotoxinas (Kajiya et al., 2010).

Na PA, a reabsorgcao 6ssea ocorre como um fator determinante a expansao
destas lesdes, iniciada pela proliferacdo de células precursoras de osteoclastos
imaturos e diferenciagao delas em células osteoclasticas maduras que promovem a
degradagdo dos componentes 0sseos organicos e inorganicos. O tecido 6sseo
contém trés principais tipos de células responsaveis pela sua composicio:
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. A remodelacdo e manutencdo do tecido
0sseo sao reguladas através da sintese da matriz extracelular &6ssea por
osteoblastos e a reabsor¢do da matriz extracelular por osteoclastos. Sob condi¢des
fisiologicas, existe um equilibrio delicado entre a sintese e reabsor¢cdo Ossea
(Raggatt; Partridge, 2010).

O receptor ativador do fator nuclear-kB ligante (RANKL) € uma molécula
chave na ativagdo de osteoclastos e a osteoprotegerina (OPG) é um receptor para
RANKL. O aumento na taxa de RANKL/OPG favorece a reabsor¢gao 6ssea através

de osteoclastogénese e ativagcao de osteoclastos (Kajiya et al., 2010).

O vinho tinto (VT) € uma bebida consumida mundialmente (Kutlesa; Budimir
Mrsic, 2016) e relacionada a diversos beneficios para a saude como a prevengao e
tratamento de doengas cronicas como doengas cardiovasculares, sindrome
metabdlica, declinio cognitivo, depressédo e cancer (Pavlidou et al., 2018). O VT é
composto de agua, etanol, glicerol, polissacarideos, acidos e apresenta uma
complexa mistura de compostos bioativos que sdo predominantemente de natureza
fendlica (Snopek et al., 2018).

Evidéncias epidemiologicas sugerem que o consumo leve a moderado de

bebidas alcodlicas possui efeitos benéficos sobre o tecido ésseo (llich et al., 2002).
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Em geral, o efeito benéfico do consumo regular e moderado de VT é obtido com
aproximadamente 150 ml/dia para mulheres e 300 ml/dia para homens (Rotondo; Di
Castelnuovo; Gaetano, 2001; Walzem, 2008). Em contrapartida, os efeitos benéficos
do consumo leve- moderado de alcool ndo podem ser generalizados por conta das
diferencas genéticas entre os diferentes grupos étnicos (Hu et al., 2022), bem como
pelo estilo de vida geral do individuo (tabagismo, falta de exercicios, habitos
alimentares etc.), que devem sempre ser avaliados e considerados. Argumenta-se
ainda que o inicio do consumo de alcool em beneficio da saude ndo deve ser
incentivado, pois um numero substancial de doengas estd associado aos efeitos

nocivos do alto consumo de bebidas alcodlicas (Fernandez-Sola, 2015).

Efeitos deletérios do alcool também tém sido observados na area de
periodontia mostrando a redugdo da area éssea cortical, das taxas de formacao
Ossea e das taxas de aposigdo mineral em ratos sob dieta liquida modificada
contendo 8,1% v/v de alcool (Hogan et al.,1997); ratas com periodontite induzida e
consumo crénico de concentragbes de alcool em 14%, 25% e 36% apresentaram
agravamento da periodontite com aumento das respostas inflamatérias locais e
reabsorgao 6ssea (Almeida et al., 2020). O alcool também prejudica a capacidade
de glébulos brancos em transferéncia para locais de lesao e infecgéo, provocando
anormalidades funcionais nos linfécitos T e B, células natural Kkiller e
mondcitos/macrofagos, além de alterar a producéo de citocinas (Bautista e Wang,
2001; Deaciuc, 1997; Szabo, 1999).

Estudos anteriores (Dal Fabbro et al., 2019) correlacionaram o consumo de
alcool com efeitos maléficos na lesdo periapical e observaram que o infiltrado
inflamatdrio foi mais intenso em ratos suplementados com alcool comparado ao
grupo controle, no qual os ratos foram suplementados com agua. O grupo ALC
mostrou os maiores valores para indicadores de osteoclastogénese TRAP, HIF-1a e
RANKL.

Pesquisas anteriores sobre os efeitos da ingestdo de VT em ratos com
periodontite periapical induzida (Dal Fabbro et al., 2021) mostraram que a
administracdo de VT diminuiu o processo inflamatério e reabsor¢cao Ossea,
apresentando melhores resultados em comparagéo ao grupo ALC, o qual fez uso

durante o experimento de solugdo alcodlica na concentragdo de 10%. Entretanto, o
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grupo VT apresentou niveis de inflamagédo e reabsor¢do éssea maiores do que o
grupo suplementado com os polifendis Resveratrol + Quercetina (p>0.05). O grupo
ALC apresentou os piores resultados, com alta reabsor¢gao dssea, menor marcagao
para OPG, maior marcagdo para células TRAP positivas e processo inflamatério
severo. Considerando os resultados conjuntamente, fortalece-se a hipétese de que o
VT tem seus efeitos benéficos em fungao dos polifendis e que o alcool tem um efeito
antagbnico em relacdo a prevencao da reabsorcdo Ossea e inflamagao durante o
desenvolvimento da lesao periapical. Contudo, supde-se que os resultados obtidos
pelo grupo VT poderiam ser otimizados sem a interferéncia deletéria do alcool

presente na bebida.

Uma possibilidade de se estudar os efeitos do VT sem a interferéncia do
alcool é a utilizagdo do vinho tinto sem alcool (VTSA). Nas duas ultimas décadas
houve um crescente interesse de endlogos e pesquisadores em buscar alternativas
para reduzir o teor de alcool de vinhos e bebidas, a fim de atender a crescente
demanda dos consumidores por bebidas sem alcool, mas com a mesma qualidade e
toque sensorial. Assim, observou-se a crescente no mercado de vinhos néao
alcodlicos. As técnicas utilizadas para esse fim podem ser classificadas conforme o
estagio de producdo do vinho (estagio de pré-fermentacdo, fermentagdao e
pos-fermentacédo) (Longo et al.,, 2017; Sam et al., 2021; Varela; Varela, 2019). Os
compostos fendlicos, anteriormente descritos, presentes na uva, ao passarem pelo
processo de fermentagdo do vinho, aumentam em concentragao, sendo entdo capaz
de se observar seus efeitos benéficos ao ingeri-lo. O mesmo nao ocorre na
producdo de sucos de uva, por passarem por nao passarem por um processo de

fermentacao.

A reducdo do alcool nesses estagios inclui a redugcdo dos agucares
fermentaveis, a reducao da producgao de alcool, e separagao por uma membrana ou
aparelhos sem membrana, respectivamente. Também, técnicas de pds-fermentacao
tém sido usadas, como osmose reversa e destilacdo osmética, para a remocao de
até um teor inferior a 5% v/v sem alterar, significativamente, os principais parametros
de qualidade do vinho (Corona et al., 2019). Por fim, o processo de desalcoolizagao
causa minimas alteragdes nos componentes fendlicos do vinho (Belisario-Sanchez
et al., 2009; Corona et al., 2019; Pham et al., 2019).
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Quando o conteudo alcodlico foi reduzido de 14% para niveis inferiores a
0,3%, houve um aumento de aproximadamente 24% dos teores de compostos
fendlicos, fendlicos totais, flavonol, éster tartarico e antocianina, além de resultar em
um maior teor de resveratrol do que o vinho original (Belisario-Sanchez et al., 2009).
Adicionalmente, danos minimos foram observados aos compostos fendlicos, como
flavondis, ésteres de tartaro, estilbenos (especificamente trans- e cis-resveratrol),
flavondis (ou seja, rutina, quercetina e miricetina), flavan-3-ols (principalmente (+)-
catequina e (-)-epicatequina), antocianinas (em particular malvidina 3-glicosideo) e
nao flavondides (incluindo os acidos galico, cafeico e p-cumarico) na
desalcoolizagdo de vinhos elaborados com uvas merlot (Belisario-Sanchez et al.,
2009).

O aumento de compostos fendlicos no vinho, particularmente antocianinas,
ap6s a desalcoolizagdo pode ser devido a redugdo da precipitacdo de sais de
tartarato do vinho (Gil et al., 2013). Também foi relatado que a desalcoolizagao em
baixa temperatura (20-C) pode levar a uma maior retengdo de polifendis no vinho,
como as antocianinas e o resveratrol (Banvolgyi et al., 2016). Além disso, 0 aumento
desses compostos pode resultar do efeito de concentracdo produzido pela remogao

do alcool presente no vinho (Belisario-Sanchez et al., 2009).

Sendo assim, o VTSA parece ser favorecido ndo s6 pela auséncia do
conteudo alcodlico, mas também pela presenca de um conjunto de diferentes
compostos fenodlicos. Até o0 momento, ndo ha estudos que relacionem o consumo de
VTSA com a endodontia, e mais especificamente, a sua possivel acdo no
desenvolvimento da PA. A hipotese nula deste estudo € que a suplementacéo de
VTSA resulta em niveis de inflamacdo e reabsorcdo o&ssea semelhantes a

suplementagdo com agua durante o desenvolvimento da PA induzida em ratos.



2

18

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar e comparar o desenvolvimento da PA em ratos Wistar com
dieta suplementada com &gua, Vinho Tinto e Vinho Tinto Sem Alcool,

via gavagem.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a intensidade do infiltrado inflamatério da lesdo da PA em
ratos Wistar, por meio da analise histologica, com pegas coradas em
HE;

Analisar o ganho de peso dos ratos entre os grupos durante o

experimento.

Analisar e comparar histometricamente o perimetro da lesdo da PA em

ratos Wistar através da medicao da area;

Analisar o perfil inflamatorio da lesdo da PA em ratos Wistar, por meio
da analise imunohistoquimica para as citocinas IL-1B8, TNF-a (pro-

inflamatdrias) e IL-10 (anti-inflamatoria);

Analisar o processo de remodelacdao 6ssea da lesdo da PA em ratos
Wistar, por meio da analise imunohistoquimica utilizando a expressao
das proteinas TRAP, OPG e RANKL.
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3 MATERIAL E METODOS

Inicialmente, o presente estudo foi cadastrado e aprovado pela Comissao de

Etica em Pesquisa no Uso de Animais — CEUA.

Apobs, 24 ratos machos (Rattus albinus, Wistar) de trés meses de idade, com
300g aproximadamente, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de

Aracgatuba- UNESP foram utilizados no presente estudo.

Os animais foram mantidos em mini-isoladores (Alesco- Monte Mor, Séo
Paulo, Brasil) com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12
horas claro e 12 horas escuro), e alimentados durante todo o periodo experimental
(45 dias) com dieta sdélida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 12 horas pré

intervencao, quando a dieta solida nao sera oferecida.

Divisao em grupos

Cada grupo foi composto por 8 animais de acordo com a intervengao

realizada:
e Grupo Controle (C): administragcao de agua potavel esterilizada;

e Grupo Vinho Tinto Sem Alcool (VTSA): administracdo de vinho tinto sem

alcool (Vinoh, Bento Gongalves, RS, Brasil);

e Grupo Vinho Tinto (VT): administragdo de vinho tinto alcodlico (Vinoh, Bento

Gongalves, RS, Brasil).

As solugdes foram administradas via gavagem diariamente pela manha por 45
dias, num volume igual a 4,28 mL/kg de peso corporal dos animais, conforme
estudos anteriores (Schmatz et al., 2013; Dal Fabbro et al., 2021). Dose equivalente

a uma pessoa de 70kg consumindo 300 mL de vinho tinto diariamente.

Acompanhamento do ganho de peso
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Durante todo o experimento, 2 vezes na semana, ter¢a-feira e sabado, antes
de gavar os animais, pesavamos 0s mesmo para, ao fim do projeto, analisarmos o

ganho de peso de cada grupo.

Foi utilizada balanga digital de laboratorio com prato para adequa-los melhor e
o peso foi marcado, tanto para acompanhamento do aumento de peso, quanto para

adequacgao do volume das solugdes aplicadas.

Indugao da periodontite apical

Para a cirurgia, os animais foram anestesiados via intramuscular, com um
sedativo a base de Quetamina - 80 mg/kg (Avenco Inc., Fort Dodge, IA) e Xilazina -
4 mg/kg (Mobay Corp. Shawnee, KS). A abertura coronaria dos primeiros e
segundos molares inferiores do lado direito (2 dentes) foi realizada com auxilio de
broca em ago carbono (Broca Ln Long Neck - Maillefer, Dentsply) com 0,5mm de
diametro. Os dentes permaneceram abertos e a leséo foi analisada 30 dias apés a
indugao da PA (Cintra et al., 2016).

Avaliacao da alteracao de peso dos animais

Os animais foram pesados no inicio e ao final do experimento. A alteragao de
peso foi obtida em porcentagem considerando o peso inicial e final. Além disso, a

quantidade de ragéo e agua foram monitorados diariamente.

Periodos de observagao

Decorridos 30 dias da indugdo da PA, os animais foram anestesiados,
conforme protocolo descrito anteriormente, e eutanasiados com sobredose de

anestésico (Cintra et al., 2016) para a coleta das mandibulas.
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Figura 1 - Cronologia do experimento quanto a suplementacdo, indug¢ao de
periodontite apical (PA), eutanasia e coleta das amostras

Dia 0 Dia 15 Diad
I | !
I 1 *
Suplementagio Indugiio da PA + Eutanasia
profilatica por 15 Suplementaciio
dias terapéutica por 30 dias

t J
|

Tempo para o
desenvolvimento da PA

Fonte: Autor, 2024

Coleta das amostras e processamento laboratorial

Apos a eutanasia, as hemimandibulas direitas de cada animal foram
removidas e fixadas em solugado formalina a 10%, tamponadas com pH neutro,
durante 24 horas e depois lavadas em agua corrente por 12 horas. Apos a fixacao,
as hemi mandibulas foram desmineralizadas em solugao de EDTA 10%, lavadas em

agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

Apos a inclusao, foram obtidos cortes semi-seriados com 5 um de espessura,
realizados em microtomo (Leica - RM2045). Para a técnica de coloragéo, os cortes
foram desparafinizados em xilol, reidratados em série crescente de etanol e lavados
em agua corrente. Para a coloragao de Hematoxilina e eosina (HE), foram corados
em solucdo de Hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente, imersos em
solugdo de Eosina e novamente lavados em agua corrente. Posteriormente, os
cortes foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e as

[Aminas montadas em Permount.

Ja na imunohistoquimica, foi feita a recuperagdo antigénica através da
imersédo das laminas histolégicas em tampao, em camara pressurizada a 95°C, por
10 minutos. Ao término de cada uma das etapas da reagao imunohistoquimica foram
efetuadas lavagens em tampéao fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes

histologicos foram imersos em 3% de perdxido de hidrogénio por 1 hora e em 1% de
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soro albumina bovino por 12 horas, para bloqueio da peroxidase endogena e
bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As Iaminas histolégicas foram
submetidas a incubacdo com seus respectivos anticorpos primarios. Os anticorpos
primarios foram diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante
24 horas, em camara umida. Nas etapas subsequentes foi empregado a
estreptavidina. As secgdes histolégicas foram incubadas no anticorpo secundario
biotinilado, durante 2 horas, e posteriormente tratadas com estreptavidina conjugada
com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora. Na revelagéo foi empregado como
cromoégeno o 3,3'- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB) e em seguida a contra
coloracgao foi realizada com hematoxilina de Harris. Posteriormente, os cortes foram
desidratados em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e as laminas
montadas em Permount. Os cortes foram submetidos a técnica de
imunohistoquimica, para os marcadores biologicos IL-10, IL-1B, TNF-a, OPG,
RANKL e TRAP.

Analise Histologica

A raiz distal do primeiro molar inferior direito foi escolhida para esta analise. A
analise histolégica das mandibulas serviu para caracterizagdo do perfil inflamatério
das lesbes periapicais (Gomes-Filho et al., 2015). Foram realizadas analises
descritiva e qualitativa. As laminas preparadas foram submetidas a microscopia de
luz e as fotografias foram capturadas em objetivas 50x, 100x e 400x com a camera
digital acoplada. A analise descritiva consistiu na descricdo dos fenédmenos
histopatoldgicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcdo das variaveis

experimentais (Gomes-Filho et al., 2015).

A analise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando as magnitudes dos fendmenos histopatoldgicos de forma dissociada
(Gomes-Filho et al., 2015). A intensidade do processo inflamatdrio foi analisada na
area periapical da raiz distal do primeiro molar inferior direito, em conformidade com
0 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 escores: 0 (ausente ou poucas células
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inflamatodrias), escore 1 (até 25 células e reagao leve), escore 2 (25-125 células
inflamatdrias e reagdo moderada) e escore 3 (mais de 125 células e reagao grave)
(Gomes-Filho et al., 2015).

A analise histométrica foi realizada a fim de verificar se ha diferenca na perda
Ossea periapical de ratos entre os grupos. A area periapical associada a raiz distal
do primeiro molar inferior direito, arredondando a fronteira da lesao, foi medida e
expressa em milimetros quadrados usando Leica Microsystems Software (Leica,
Wetzlar, Alemanha) (Gomes-Filho et al., 2015).

Analise Imunohistoquimica

A raiz distal do primeiro molar inferior direito foi escolhida para esta analise. A
analise imunohistoquimica foi realizada sob iluminacdo de campo claro em

microscopio optico (Optiphot-2, Nikon, Jap&o) por um investigador cego e calibrado.

IL-10, IL-1B, TNF-a, RANKL e OPG foram analisadas nas adjacéncias da
lesdo periapical com um aumento de 400x. A imunomarcacgao foi definida como
aquela de coloracdo acastanhada presente no citoplasma das células e/ou na matriz
extracelular. A analise qualitativa foi efetuada utilizando-se cinco seccgdes
histolégicas de cada animal e ao padrao de imunomarcacao foi atribuido um escore.
O critério para o estabelecimento dos escores foi adotado de acordo com
(Gomes-Filho et al., 2015) - 0 (auséncia completa de células imunorreativas (IR)); 1
(IR baixo), poucas células imunorreativas e marcagao fraca da matriz extracelular
(aproximadamente um quarto das células IR); 2 (IR moderado), numero moderado
de células imunorreativas e marcagdo moderada da matriz extracelular
(aproximadamente metade das células imunorreativas); e 3 (IR elevado), grande
nuamero de células IR e forte marcagdo da matriz extracelular (aproximadamente trés

quartos das células IR).

Somente osteoclastos maduros ou células multinucleadas TRAP-positivas
foram quantificados. A reacdo de imuno-histoquimica foi realizada logo apés a
selecao da secdo histologica para a medicdo da area da lesdo. Esta medicao

determinou inicialmente o perimetro da lesdo ao nivel 6sseo, e foi delimitada a
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superficie externa do osso alveolar na area da lesdao. As células multinucleadas
foram quantificadas no perimetro e expressas em células TRAP-positivas
multinucleadas por mm. A analise de TRAP foi realizada da seguinte forma: primeiro,
cercando todo o perimetro da reabsorgao Ossea resultante da periodontite apical,
seguido pela contagem das células multinucleadas TRAP positivas. Finalmente, a
razdo entre as células TRAP e a mensuracao do perimetro foi obtida (Gomes-Filho et
al., 2015)

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, IL, USA). A verificacdo da distribuigdo normal das variaveis continuas

quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.

Para os valores quantitativos das analises que seguiram uma distribuigdo
normal foi aplicado o teste ANOVA, enquanto para comparagées multiplas dos

resultados entre os grupos estudados, foi utilizado o teste de Tukey.

Para as analises, foram atribuidos escores e para os valores que nao
seguiram uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn (1958). O nivel de significancia foi de
5% (p<0,05).



25

4 RESULTADOS

4.1 Analise Histolégica

Os cortes representativos corados com HE s&o mostrados na Figura 2. Todos
0s animais submetidos a exposicdo pulpar apresentaram necrose pulpar com
infiltrado inflamatério em regido periapical, com destruicdo 6ssea associada, o que
afirma a eficacia do método de exposigdo pulpar durante 30 dias utilizado no
experimento. A tabela 1 mostra as medianas e escores atribuidos aos grupos. O
grupo C apresentou nivel de inflamagado correspondente a mediana de escore 3,
significativamente maior do que o processo inflamatério encontrado nos grupos VT e
VTSA. Nao houve diferenga significativa quando o grupo VT (mediana dos escores

1,5) foi comparado com o grupo VTSA (mediana de escore 1).

No que concerne a média de ganho de peso entre os grupos, aquele
suplementado com VT obteve o menor volume de ganho de peso durante o
experimento, com diferenga estatistica contra os demais grupos. C e VTSA

obtiveram ganho de peso semelhante entre si.
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Figura 2 - Fotomicrografias mostrando os aspectos histolégicos e intensidade do
processo inflamatério ao redor da abertura foraminal do primeiro molar inferior dos

grupos C, VTSA e VT

Controle (C)

Alcool (VTSA)

Vinho Tinto Sem

Vinho Tinto (VT)

O processo inflamatério grave pode ser observado no grupo C (a, b e ¢c nos aumentos de 50%, 100x e
400x, respectivamente). Processo inflamatério leve pode ser observado no grupo VTSA (d, e e f com
aumento de 50x%, 100x e 400x, respectivamente). O processo inflamatério leve a moderado pode ser
observado no grupo VT (g, h e i com aumento de 50x, 100x e 400x, respectivamente).

Fonte: Autor, 2024
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Tabela 1 - A média de ganho de peso dos animais e a area referente a lesao periapical
estao expressas em média e desvio padrao (). A intensidade do infiltrado inflamatério

esta expressa em mediana.

Grupos Média do Area da lesdo Intensidade do infiltrado inflamatoério
ganho de (mm?) (escores)
peso (%)
0 1 2 3 Mediana
C 38.411 1759.010 £ 0/8 0/8 3/8 5/8 3.0¢2
4.654° 487.452°
VTSA 33.172 1772.460 + 0/8 5/8 3/8 0/8 1.0°
5.638° 521.356°
VT 29.078 = 1744158 + 0/8 4/8 4/8 0/8 1.5°
3.670° 635.034°

Fonte: Autor, 2024

4.2 Analise Imunohistoquimica

O padrdao de imunorreatividade para IL-10, IL-1B8, TNF-a, RANKL, OPG e

TRAP sao descritos abaixo e nas Figuras 3 e 4. Nao foram observadas diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos ao avaliar a marcacéao de IL-10, IL-13

e TNF-a (p>0.05). Os grupos VTSA e VT apresentaram menor imunomarcagao para

a expressao de RANKL (mediana de escore 1,5), comparada ao grupo C (mediana

de escore 2) (p=0.016). O grupo VTSA apresentou maior imunomarcagao para a

expressdo de OPG (mediana de escore 3), significativamente maior do que a

encontrada para o grupo VT (mediana de escore 2) (p=0.020). Além disso, o grupo

VTSA apresentou uma menor imunomarcagao para a expressao de células TRAP,

significativamente menor do que a encontrada no grupo C (p=0.036).
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Figura 3 — Graficos mostrando as pontua¢cées medianas de imunomarcagao para (a)
IL-10, (b) IL-1B, (c) TNF-a, (d) RANKL, (e) OPG e (f) TRAP na regiado da lesao periapical

IL-10

IL-1B

TNF-a

(a)

3.0 1

2.5 1
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1.5 1

1.0 1

(b)

3.0 1
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N
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1.0 4 .
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(d)
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* *
2 r
1 a
0 -
c VTSA VT
e
(e) #.
301 .
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204 —_—
1.5 1
10
c VTSA VT
(f)
15
101 *
051
001
c VTSA VT

Fonte: Autor, 2024
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Figura 4 — Fotomicrografias mostrando a imunomarcacgao para IL-10 (a, b, ¢), IL-10] (d,
e, f), TNF-a (g, h, i), RANKL (j, k, 1),OPG (m, n, o) e TRAP (p, g, r) na periodontite
periapical ao redor da abertura foraminal da raiz do primeiro molar inferior nos grupos
C (a, d, g, j, m, p), Grupo VTSA(b, e, h, k, n, q) e Grupo VT (c, f, i, |, o, r). Contra
coloragcao: Hematoxilina de Harris. Ampliagao original para IL-10, IL-17], TNF-a RANKL,
OPG: 400X com barras de escala: 100 pm, e 100X para TRAP com barras de escala:
400 pm

]

Fonte: Autor, 2024
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avalia o efeito do consumo profilatico de vinho tinto sem
alcool, por meio de gavagem, no desenvolvimento de periodontite apical em ratos.
Seu uso tem como um dos objetivos, diminuir a preocupagao de saude publica sobre
os efeitos deletérios do alcool e sua influéncia frente ao processo inflamatoério da
periodontite apical. Os resultados, em conformidade com estudos anteriores que
correlacionam os polifendis presente no VT com a PA (Dal Fabbro, 2021), revelaram
um efeito benéfico de seu consumo na intensidade do processo inflamatério e na

reabsorcao 0ssea associada a periodontite apical.

No que diz respeito a analise do ganho de peso entre os grupos, em todos foi
observado aumento de peso dos ratos durante o experimento. O grupo VTSAeo C
obtiveram ganhos similares (33.17% e 29,07%, respectivamente). O grupo com
menor ganho de peso foi o VT (29.07%). Um dos possiveis motivos para tais
resultados € a presenca do alcool na dieta, enquanto altamente caldrico, os ratos

sob ingestao dele sentem maior saciedade (Dal Fabbro et al., 2019).

A analise histolégica mostrou um processo inflamatério associado a PA de
menor extensao e intensidade nos grupos VT e VTSA (escores 1,5 e 1), em
comparagao com o grupo C (escore 3). Esse achado esta de acordo com estudos
publicados que comprovam a atividade anti-inflamatéria dos polifendis resultantes do
processo de fabricagdo de vinho tinto (Dal Fabbro et al., 2021). Enquanto a analise
histométrica, através da delimitacdo do perimetro da lesado, indicou que os grupos

nao tiveram diferencas estatisticamente significativas entre eles.

Embora o VT administrado no presente estudo tenha a concentracdo de
alcool de 12,5%, o infiltrado inflamatério foi significativamente menor (escore 1,5)
quando comparado ao grupo C (escore 3). Uma possivel explicagcdo € que a
presenca de compostos ndo alcodlicos presentes no VT, como os polifendis,
compensaram em parte o efeito prejudicial evocado pela concentragcdo de alcool

presente no VT (Esteban-Fernandez et al., 2017).

Observando os resultados encontrados no presente estudo, a citocina
anti-inflamatéria IL-10 ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa entre
os grupos. A IL-10 é uma citocina que induz a supressao da resposta inflamatoria

nos mais variados tipos celulares, ou seja, anti-inflamatéria, de importante fator
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supressor para a doenga periodontal e o desenvolvimento da periodontite apical,
além de ser reguladora da homeostase 6ssea (Sasaki et al., 2000, 2004). O
mecanismo molecular de prevengao da perda ¢ssea evocado pela IL-10 baseia-se
na regulacao positiva na expressdo de OPG e na regulagcédo negativa da expressao
de RANKL (Cheng et al.,, 2020). Ademais, é tida como a principal molécula
responsavel pela coordenagao de reacdes inflamatérias, especialmente a inibicdo
das alteracbes mediadas pelo TNF-a, citocina pré-inflamatéria (Bleijs et al., 1999;
Moore et al., 2001).

Os fatores TNF-a e IL-1 agem sinergicamente na resposta inflamatoria e,
junto da citocina anti-inflamatéria IL-10, sdo capazes de modular a resposta
inflamatdria frente a PA. Os niveis de TNF-a nos grupos VTSA e VT nao obtiveram
diferencga significativa em comparacdo com o grupo C, apesar dos polifendis da uva
sdo supressores da liberagao desse fator (Chen et al., 2020; Lee; Moon, 2005; Lee
et al., 2019; Takada et al., 2004; Wang et al., 2020; Yuan et al., 2018). Com relagao a
citocina pro-inflamatérias IL-1B3, os grupos VTSA e VT n&o apresentaram diferencga

estatistica em comparagado com o grupo C.

A citocina pré-inflamatéria IL-13, secretada principalmente por mondcitos e
macrofagos, € um regulador-chave das respostas do hospedeiro a infecgao
microbiana, sendo frequentemente encontrada em niveis elevados na periodontite
periapical persistente (Yang et al., 2018). A IL-1B produz inflamagédo sistémica
através da ativagdo da ciclooxigenase-2 (Oliveira et al., 2011), é um potente
estimulador da degradacao do tecido periodontal e suas propriedades incluem a
promogao da reabsorgido 0ssea e a produgao de proteinases na degradacéo tecidual
(Cheng et al., 2020). Junto do TNF-a sdo as primeiras citocinas formadas apods leséo
tecidual ou infecg¢ado, levando a sintese em cascata de outros fatores importantes no

processo infeccioso e inflamatdrio (Oliveira et al., 2011).

TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria vital na perda éssea instigada pela
periodontite, pois induz a expressao de importantes mediadores inflamatoérios, como
prostaglandinas e metaloproteinases da matriz (Graves; Cochran, 2003). Ele atua no
aumento da reabsorcdo O0ssea e desempenha papel essencial na resposta imune
inata na defesa contra bactérias. Contudo, sua superestimulacédo pode levar a danos

colaterais lesivos (Graves; Cochran, 2003). E um dos mediadores mais precoces e
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potentes da resposta inflamatoria (Oliveira et al., 2011). Pela analise estatistica das
citocinas IL-10, IL-1B e TNF-a, n&o foi possivel observar diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos C, VTSA e VT.

Contudo, os resultados das estatisticas que dizem respeito as citocinas
Osseas, podemos observar diferengas estatisticamente significativas do grupo VTSA
em comparagao com os demais. A descoberta do sistema conjunto das citocinas
RANKL e OPG é importante na biologia 6ssea no que diz respeito ao controle
metabdlico do o0sso, sendo eles, os mediadores dominantes da osteoclastogénese e
a avaliacao desse sistema € importante para avaliar o estado celular do tecido 6sseo
(Khosla, 2001). O controle do metabolismo 6sseo é primordial para que se tenha a
reducdo na reabsorcdo O0ssea em doencas inflamatérias (Hadjidakis; Androulakis,
2006).

O RANKL é um importante peptideo que estimula a diferenciagdo. Quando
ligado ao receptor RANK, age como ativador e estimulador de células da linhagem
osteoclastica, como mondcitos e macréfagos; aumentando assim, a reabsorgéo
ossea (Boyce; Xing, 2008). OPG, por sua vez, € um receptor antagonista ao RANK,
inibindo a formagao de osteoclastos. Isso pois, ele bloqueia a ligagdo RANKL/RANK.
Assim, modula o controle hormonal da osteoclastogénese e reabsor¢cdo Ossea
(Rodan; Martin, 1981).

A imunomarcagao para o ligante RANKL foi estatisticamente maior para o
grupo C (escore 2), enquanto os grupos VTSA e VT (escore 1,5 e 1) tiveram menor
marcagado, com diferenga estatisticamente significativa. Tendo em vista que esse
peptideo € o ativador do responsavel pela diferenciagdo osteoclastica, podemos
concluir que os grupos VTSA e VT tiveram menos produgdo e consequente agao

dos osteoclastos durante a resposta a periodontite apical (Khosla, 2001).

Em conformidade com os resultados do RANKL, o receptor OPG
apresentou-se com maior imunomarcagao no grupo VTSA (escore 3) que nos
demais (C e VT = escore 2), com diferenga estatisticamente significativa. O aumento
da expressao do antagonista de RANK, OPG, unido a menor expressao do ligante
de RANK, RANKL, torna o grupo VTSA aquele de maior modulagdo do controle

hormonal da osteoclastogénese e reabsorgao ossea.
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Por fim, os dados confirmam que houve uma redugao da reabsorgao 6ssea
periapical nos grupos com compostos fendlicos, ao se analisar os dados de células
multinucleadas TRAP positivas por perimetro de periodontite apical. A area com
menos células TRAP positivas marcadas foi a do grupo VTSA (0,783 TRAP
cells/mm?), com diferenga estatisticamente significativa. Os grupos VT e C obtiveram

resultados semelhantes entre si.

Na analise estatistica das citocinas RANKL, OPG e TRAP, foi possivel
observar diferengas estatisticamente significativas entre os grupos C, VTSA e VT.
Assim como, na analise do infiltrado inflamatério, os grupos VTSA e VT obtiveram

melhores resultados que o grupo C.

A suplementacdo com substancias contendo polifendis mostrou-se eficaz na
diminuicdo da inflamacédo decorrente da PA e da consequente reabsor¢cao 6ssea
envolta da lesdao. Mesmo o VT contendo alcool, foi possivel observar resultados
melhores que em comparagdo com o grupo C, pela presengca de compostos
fendlicos. O uso de VTSA foi capaz de modular a resposta inflamatéria e reabsorsiva
frente a PA.
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6 CONCLUSAO

A PA induzida nos animais que receberam a administracdo de VTSA
apresentou menor infiltrado inflamatoério e reabsorcao dssea apical que nos outros
dois grupos, 0 que nega a hipotese nula deste estudo. O grupo VTSA evidenciou
padrao inflamatorio mais leve, com menor marcagao de IL-10 e menor de IL-13 e
TNF-a do que os grupos C e VT. O ganho de peso dos animais do grupo VT foi
menor que nos demais. O padrao de reabsorgao foi mais alterado com a indugao de
VTSA mostrando mais imunorreacdo as marcacoes de OPG e menos de RANKL e
TRAP, do que nos demais. Concluiu-se que a administracao profilatica de VTSA foi
capaz de diminuir a inflamagao e a reabsor¢ao 6ssea em PA em comparagao aos

grupos C e VT.
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