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Sales-Junior RO. Efeito tardio do consumo de vinho tinto sem alcool no
desenvolvimento da periodontite apical induzida em ratos. [Dissertacao] (Mestrado
em Endodontia). Aragatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2024.

Objetivo: Analisar e comparar o efeito da suplementagdo com vinho tinto sem alcool
na periodontite apical instalada e no perfil hematolégico sistémico. Metodologia:
Foram utilizados trinta e dois ratos Wistar. A periodontite apical (PA) foi induzida
nos primeiros e segundos molares direitos superiores e inferiores de todos os
animais, totalizando 4 focos. Os animais foram organizados em quatro grupos:
controle (C) — ratos sob suplementacao placebo; vinho tinto sem alcool (VTSA) -
ratos sob suplementacdao de VTSA; vinho tinto (VT) - ratos sob suplementacdo de
VT; e alcool (AL) - ratos sob suplementacdao com solugdo alcodlica. Os animais foram
pesados diariamente para analise de ganho de peso e estabelecer a quantidade de
suplemento. A suplementacao foi feita pelo método de gavagem trinta dias apos a
inducdo e instalacdo da PA que continuou por mais 30 dias. No dia 60, os animais
foram anestesiados para coleta de 5 ml de sangue por puncao cardiaca e em
seguida eutanasiados para retirada das maxilas para analise de microtomografia e
as mandibulas para analise histolégica e imunohistoquimica. Testes estatisticos
foram aplicados com 5% de significancia. Resultados: Os grupos VT e AL tiveram
menor ganho percentual de peso (p<0,05). Houve aumento significativo da
quantidade de hemoglobina, eritrocitos, hematocrito, volume corpuscular médio e
plaquetas no grupo AL em comparagao aos demais grupos (p<0,05). A quantidade
de linfocitos aumentou no grupo AL em comparagdao aos demais grupos (p<0,05)
e aumentou no grupo C em comparacao aos grupos VTSA e VT (p<0,05); os
neutréfilos apresentaram-se em menor nimero no grupo AL em comparagdao aos
demais grupos (p<0,05) e os monécitos ndo apresentaram alteracdes significativas
em sua quantidade entre os grupos. O grupo VTSA apresentou menor volume médio
de reabsorcao 6ssea, seguido pelos grupos VT, C e AL (p<0,05). Os grupos VTSA
e VT apresentaram inflamacao leve, seguidos do grupo C com inflamag¢do moderada
e do grupo AL com inflamacdo grave (p<0,05). A imunorreacao foi menor no grupo
VTSA do que nos grupos C e AL para as citocinas inflamatoérias TNF-a e IL-1B e para
células TRAP (p<0,05). Além disso, OPG teve maior presenca no grupo VTSA do
que nos grupos C e AL (p<0,05). Conclusdes: O vinho tinto sem alcool influencia na
inflamacdo e reabsorcao o6ssea da periodontite apical instalada, e no perfil
hematoldgico sistémico.

Palavras-chave: Periodontite Periapical; Vinho; Polifenois; Remodelacao Ossea.



Abstract



Sales-Junior RO. Late effect of non-alcoholic red wine consumption on the
development of induced apical periodontitis in rats [Dissertacdo] (Mestrado em
Endodontia). Aracatuba: UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2023.

Objective: To analyse and compare the effect of dealcoholized red wine
supplementation on settled apical periodontitis and systemic haematological profile.
Methodology: Thirty-two Wistar rats were used. Apical periodontitis (AP) was
induced in the upper and lower right first and second molars of all animals, a total
of 4 foci. The animals were divided into four groups: control (C) - rats receiving
placebo supplementation; dealcoholized red wine (DRW) - rats receiving DRW
supplementation; red wine (RW) - rats receiving RW supplementation; and alcohol
(AL) - rats receiving alcoholic solution supplementation. Animals were weighed daily
to analyse weight gain and to determine the amount of supplementation.
Supplementation was performed by gavage thirty days after induction and
establishment of AP, which continued for a further 30 days. On day 60, the animals
were anaesthetised to obtain 5 ml of blood by cardiac puncture and then euthanised
to remove the maxillas for microtomography analysis and the jaws for histological
and immunohistochemical analysis. Statistical tests were performed at 5%
significance. Results: The RW and AL groups had lower percentage weight gain
(p<0.05). There was a significant increase in the amount of haemoglobin,
erythrocytes, hematocrit, mean corpuscular volume and platelets in the AL group
compared to the other groups (p<0.05). The number of lymphocytes increased in
the AL group compared to the other groups (p<0.05) and increased in group C
compared to groups DRW and VT (p<0.05); neutrophils were fewer in the AL group
compared to the other groups (p<0.05) and monocytes did not show significant
changes in their number between groups. The DRW group had a lower mean volume
of bone resorption, followed by the RW, C and AL groups (p<0.05).
Immunoreactivity for the inflammatory cytokines TNF-a and IL-1B and for TRAP cells
was lower in the DRW group than in the C and AL groups (p<0.05). Furthermore,
OPG was more present in the DRW group than in the C and AL groups (p<0.05).
Conclusions: Dealcoholized red wine influences inflammation and bone resorption
in settled apical periodontitis and the systemic haematological profile.

Keywords: Periapical Periodontitis; Wine; Polyphenols; Bone Remodeling.
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Introducao Geral



A periodontite apical (PA) é uma doenca inflamatéria desenvolvida nos
tecidos periapicais em resposta a uma infecgao microbiana persistente que acomete
a polpa dentaria. A partir dessa condicdo, as bactérias e seus subprodutos causam
uma resposta inflamatéria local que, se ndao for tratada, podem evoluir para os
tecidos periapicais, induzindo o organismo a conter o avango desta infec¢do através
da reabsorcao 6ssea (Goldman et al.,, 2019; Kakehashi & Stanley,1965; Yamasaki
et al., 1994). Essa resposta imunologica do organismo ocorre de forma adaptativa
por meio da sinalizacdo de células de defesa e mediadores inflamatérios pela
corrente sanguinea (Nair, 2004). A teoria da infeccdo focal conclui que a PA pode
levar compostos microbianos soluveis, mediadores inflamatérios ativos e fatores
hemostaticos do canal radicular para o ambiente sistémico que podem se instalar
em o6rgaos e tecidos causando uma metastase infeciosa que compromete a saude
do individuo (Li et al., 2000; Scannapieco, 1998).

Essa disseminacdo pode ocorrer devido a conexdao com o sistema
circulatério, uma vez que ndo existe uma barreira epitelial entre o canal radicular
infectado e o tecido granulomatoso altamente vascular nas infecgdes periapicais.
Esse tecido € um local propenso a concentracdao dos principais biomarcadores
inflamatoérios, fator de necrose tumoral e interleucinas (Stashenko, Teles & D'Souza,
1998). Por outro lado, também existem indicios que sustentam a hip6tese que a PA
pode ter influéncia na alteracdo das células de defesas da corrente sanguinea e
como também ativar mediadores inflamatérios sistémicos (Bian et al., 2012; Samuel
et al, 2018). Destaca-se a proteina C reativa, interleucinas, TNF-a, e
metaloproteinases como esses principais marcadores inflamatorios sistémicos que
sofrem alteracdo (Georgiou et al., 2019).

O tecido 6sseo contém trés principais tipos de células responsaveis pela sua
composicao, sendo elas: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Sob condi¢des
fisioldgicas, existe um equilibrio entre sintese e reabsorcdao 6ssea, que define a
remodelacdo 6ssea. Esse processo inclui como funcdo dos osteoclastos a liberagao
de enzimas proteoliticas que atuam removendo a superficie éssea enquanto os
osteoblastos precipitam nova matriz extracelular (Petean et al.,2022). Na PA com a
ativacdo de citocinas pro-inflamatoéria acontece um desequilibrio entre a sintese e
reabsorcao pelo processo de osteoclastogénese que leva a uma perda 6ssea mais
acentuada por meio de osteoclastos maduros promovendo a degradacdo dos

componentes organicos e inorganicos (Yu et al, 2016). Esse processo de



reabsorcao conta com a presenca de mediadores da osteoclastogénese, sendo eles:
o receptor de ativacdo do fator nuclear NF-kB (RANK), o ligante de RANK (RANKL)
e a osteoprotegerina (OPQG) (Petean et al.,2022).

RANK é uma proteina receptora encontrada na superficie de células clasticas
que, quando ligada ao RANKL induz a expressdao de genes que especificam a
linhagem osteoclastica com uma enzima de fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP) causando a ativacao de osteoclastos para estimular a reabsorcao de tecidos
mineralizados. A OPG, por sua vez, atua ligando-se ao RANKL impedindo-o de se
ligar ao RANK e sequenciar a formacao osteoclastica. O desequilibrio na expressao
de RANKL e OPG em condigdes inflamatoérias, nas quais ha um aumento de RANKL
e diminuicdo da atividade de OPG, resulta na exacerbacao da osteoclastogénese e
reabsorcao 6ssea (Kajiya et al., 2010; Luo et al., 2022; Petean et al.,2022).

A remodelacdo 6ssea e inflamacdo local da PA pode ser regulada com
substancias moduladoras como o vinho tinto (Dal-Fabbro et al., 2021). O vinho tinto
(VT) é uma bebida consumida mundialmente e que vem ganhando destaque na
sociedade moderna pelas suas acdes benéficas: influéncia na agdo protetora dos
vasos sanguineos, capacidade anti-inflamatoria, antialérgica e anticancerigena,
inclusive nas infec¢des orais (Castanaldo et al., 2019; Mihlbauer et al., 2003;
Mufioz-Gonzalez et al., 2014; Singh et al., 2018). As principais substancias que
constituem o VT sdo: acgucares, etanol, acidos organicos, sais de acidos
minerais/organicos, vitaminas, anidrido sulfuroso e, principalmente, compostos
bioativos de natureza fendlica (Ali et al., 2010; Kutlesa & Mrsi¢, 2016). Esses
beneficios foram descobertos a partir da busca por alimentos bioativos que
comecou na Francga e ltalia quando se percebeu que o consumo leve a moderado
de vinho poderia levar a uma menor incidéncia de doencas coronarias (Pignatelli et
al., 2006; Vinson, Teufel & Wu, 2001).

De forma geral, os efeitos do VT dependem da composicao, quantidade e
frequéncia de consumo, sendo esta em torno de 150ml/dia para mulheres e
300ml/dia para homens (Dal-Fabbro et al., 2021; U.S. Department of Agriculture &
U.S. Department of Health & Human Services, 2020). Apesar das bebidas alcodlicas
estarem sendo relacionadas com beneficios gerais para a saude humana pela sua
ingestao leve ou moderada, este consumo nao pode ser generalizado por conta das

diferencas genéticas, estilo de vida dos individuos e sua associacdo com diversas



doencas cronicas (Ferriéres, 2004; Fernandez-Sola et al., 2015; Santos, Gonzalez-
Manzano & Gonzalez-Paramas, 2021).

Nosso grupo de pesquisa observou em um estudo prévio, que embora a
administracdo profilatica do VT em ratos com PA induzida possa diminuir a
intensidade inflamatoéria e a marcacdo de TRAP, somente o grupo que recebeu a
administracio de Resveratrol + Quercetina proporcionou resultados
estatisticamente melhores que o ao grupo controle (com suplementacao placebo),
sendo eles: menor intensidade do processo inflamatério, menor tamanho da lesao
observado pela microtomografia e maior expressao de OPG. Entretanto, quando o
alcool foi administrado na mesma dose e concentracao observadas no VT, observou-
se um aumento da reabsorcao 6ssea e aumento da severidade do perfil inflamatério
(Dal-Fabbro et al., 2021).

O alcool apresenta efeitos nocivos para saude sistémica, uma vez que altera
a fisiologia dos neutréfilos, facilitando a proliferacdo e penetracao bacteriana; e
reduz a producdo de citocinas inflamatérias pelos monoécitos, o que pode ser
possivelmente benéficas para a proliferacdo microbiana (Malherbe & Messaoudi,
2022) podendo, assim, afetar diretamente a PA. Em outros estudos com ratos
Wistar sobre acédo local, o consumo de alcool nas concentracdes acima de 10%
provocou uma maior perda o6ssea alveolar e processo inflamatério local pela
alteracao da proporcdao de RANKL/OPG, explicado através da capacidade do alcool
em potencializar a liberacdo de RANKL e nao alterar a liberacdao de OPG, o que
contribui para um desequilibrio e estimulacdo da osteoclastogénese (Dal-Fabbro et
al., 2019; Wagner et al., 2019).

Com esses resultados fortalece-se, portanto, a hipétese de que o VT possui
efeitos benéficos em funcao dos polifendis e que o alcool repercute de forma
antagbnica em relacdo a prevencao da reabsorcao éssea e da inflamagao na PA.
Uma alternativa para estudar apenas as propriedades favoraveis dos compostos
fenolicos sem a interferéncia do alcool, que viriam a otimizar os resultados do grupo
VT, é a utilizacdo do vinho tinto sem alcool (VTSA).

Nos ultimos anos, endlogos e pesquisadores desenvolveram varias técnicas
para a reducdo do teor alcodlico dos vinhos e bebidas, mantendo as boas
qualidades sensoriais, a fim de satisfazer a procura dos consumidores mediante a
grande demanda do mercado (Sam et al., 2021). Essas técnicas podem ser

classificadas de acordo com a fase de producdo do vinho em: fase de pré-



fermentacdo, fermentacao e pdés-fermentacdo. A reducdo alcodlica nesses estagios
inclui a reducdo do alcool e aglcares fermentaveis através da separagao por uma
membrana ou aparelhos sem membrana que causam minimas alteracdes nos
componentes fenélicos do vinho e podem inclusive aumentar suas concentracdes
no produto (Belisario-Sanchez et al., 2009).

O VTSA pode possuir em sua composicao até 24% dos teores de compostos
fendlicos, fendlicos totais, flavonol, éster tartarico e antocianinas (Belisario-Sanchez
et al.,, 2009). Os principais parametros de qualidade do VTSA em diferentes niveis
de concentragdo alcodlica variam de 9,8% a 0,3% no processo de destilacdo
osmética. A partir do tratamento de osmose reversa evaporativa, houve um aumento
de fenodlicos (particularmente as antocianinas), intensidade de cor e acidos
organicos, devido a reducado da precipitacdo de sais de tartarato de vinho, uma vez
que esses podem absorver polifenéis (Liguori et al., 2019).

Até o momento, ndo ha estudos que relacionem a suplementacao alimentar
com VTSA, como uma terapia sistémica coadjuvante ao tratamento endodoéntico
convencional, cujo potencial com a presenca dos polifenéis e auséncia do
componente alcoolico podera auxiliar na modulagdo da atividade inflamatéria
sistémica e local frente a ocorréncia de PA, tornando possivel o seu uso para

controle de progressao dessa lesdao no organismo.
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