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RESUMO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatdria cronica de alta prevaléncia que afeta os tecidos de
sustentagdo dentdria e pode desencadear repercussoes sistémicas, incluindo efeitos negativos
sobre a satde reprodutiva feminina. A liberacdo de citocinas pré-inflamatorias a partir dos
tecidos periodontais inflamados pode afetar o desenvolvimento e a morfologia dos foliculos
ovarianos, comprometendo potencialmente a fertilidade. O resveratrol (RSV), um polifenol
natural com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, tem demonstrado efeitos
benéficos em diversas condi¢des inflamatorias. Este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos do RSV nanoencapsulado em nanoparticulas poliméricas de poli(e-caprolactona) sobre
a periodontite experimental e a foliculogénese ovariana em camundongos fémeas da linhagem
Swiss. Sessenta animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais
(n=12): grupo Naive (sem manipulacdo), grupo PBS (animais saudaveis tratados com solugado
salina tamponada com fosfato), grupo RSV (animais saudaveis tratados com RSV), grupo
Perio + PBS (animais com periodontite induzida tratados com PBS) e grupo Perio + RSV
(animais com periodontite induzida tratados com RSV). A periodontite foi induzida por
ligadura durante 14 dias, periodo em que os animais receberam inje¢des intraperitoneais
diarias de PBS ou RSV. Apds a eutanasia, as mandibulas foram coletadas para anélise
histologica e morfométrica da perda dssea alveolar e da integridade periodontal. Os ovarios
foram processados para classificagdo e avaliacdo do desenvolvimento folicular e da
integridade morfoldgica. Os dados foram analisados por ANOVA seguida do teste de
Bonferroni (p<0,05). Os achados sugerem que, nas condi¢des deste estudo, foi observada uma
intensificacdo da gravidade da periodontite e do dano tecidual no grupo tratado com RSV,
sugerindo um possivel efeito agravante do RSV. No entanto, o grupo de animais com
periodontite tratado com RSV apresentou maior propor¢do de foliculos normais e em
desenvolvimento, indicando um efeito protetor sist€émico sobre os ovarios. Esses resultados
reforgam o potencial do RSV nanoencapsulado na preservacdo da funcdo ovariana em
contextos inflamatorios cronicos, ressaltando a necessidade de estudos adicionais sobre seus
mecanismos de acao ¢ otimiza¢ao da formulacgao.

Palavras chaves: Periodontite; Foliculogénese; Resveratrol; Camundongas; Perda Ossea

Alveolar.
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INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria cronica e multifatorial de alta
prevaléncia, caracterizada pela destruicdo progressiva dos tecidos de suporte dos dentes,
resultado de uma resposta imune exacerbada frente a disbiose da microbiota oral (PITONES-
RUBIO et al., 2022). Essa resposta envolve ativagdo leucocitéria, liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias como interleucina-13 (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e
aumento sistémico de mediadores do estresse, como o cortisol (CHEN ef al., 2022). Embora
tradicionalmente considerada uma condi¢do local, evidéncias crescentes indicam que a
inflamacao periodontal pode ter efeitos sist€émicos amplos, inclusive sobre a funcao
reprodutiva feminina (XU et al., 2021).

O estresse oxidativo gerado pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) ndo
controladas desempenha um papel central tanto na destrui¢do tecidual periodontal quanto na
disfun¢do ovariana. No ovario, o acimulo de EROs afeta a qualidade dos foliculos e
compromete a maturagao oocitaria, além de alterar o microambiente necessario para o
desenvolvimento folicular saudavel (ZHOU et al, 2021). Adicionalmente, o aumento do
cortisol, tipico de inflamagdes cronicas, pode inibir a liberacdo de gonadotrofinas hipofisarias
e suprimir a producao local de esteroides ovarianos, como o estradiol, agravando os efeitos
deletérios sobre a fertilidade (DENG et al., 2024).

Nesse contexto, cresce o interesse por investigagdes cientificas que busquem
identificar terapias adjuvantes capazes de atuar tanto na modulac¢do da inflamagdo quanto na
preservacao da fungdo ovariana frente ao desafio imunoldgico promovido pela periodontite.
Compostos naturais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias t€ém se destacado,
especialmente os polifendis, como o resveratrol (RSV) (DIKMETAS et al, 2024).
Encontrado em uvas vermelhas e amendoins, o RSV tem demonstrado efeito protetor em
diversas condi¢des inflamatérias cronicas, incluindo a periodontite, por sua capacidade de
inibir vias pro-inflamatorias como NF-kB e MAPK (ZHANG et al., 2022), e grande potencial
na mitigagdo do estresse oxidativo, atuando como um agente neutralizador de radicais livres e
restaurando o equilibrio redox celular (LIN ez al., 2021).

Apesar de suas promissoras propriedades terapéuticas, a aplicagdo clinica do RSV
ainda enfrenta limitag¢des significativas devido a sua baixa solubilidade em agua, instabilidade
frente a fatores ambientais como luz e oxigénio, e rdpida metabolizacdo hepatica, que

resultam em uma biodisponibilidade reduzida apds sua administragio (ANDRADE et al,
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2019). Para superar essas limitagdes, estratégias baseadas em sistemas de liberagdo controlada
tém sido amplamente exploradas, com destaque para o uso de nanoparticulas poliméricas
biodegradaveis. Entre esses sistemas, as nanoparticulas de policaprolactona (PCL) tém se
mostrado particularmente eficazes.

A PCL ¢ um polimero biocompativel, biodegraddvel e aprovado por agéncias
regulatérias, capaz de encapsular compostos hidrofébicos como o RSV, promovendo sua
protecao contra degradacao precoce e permitindo uma liberagdo controlada e sustentada ao
longo do tempo (USTUNDAG et al., 2023). Esse perfil farmacocinético aprimorado favorece
0 acumulo do composto no local-alvo e reduz a necessidade de doses elevadas, minimizando
potenciais efeitos adversos. Além disso, a encapsulagdo do RSV em nanoparticulas de PCL
pode aumentar sua estabilidade no meio bioldgico e potencializar seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios, tornando essa estratégia uma abordagem promissora no contexto de
doengas inflamatérias cronicas, como a periodontite (CORREA et al., 2019).

Considerando os efeitos sistémicos da inflamacgao periodontal e do estresse oxidativo
sobre a fun¢do ovariana, a investigacdo do uso de RSV nanoencapsulado representa uma
abordagem terapéutica inovadora. Modelos murinos tém sido amplamente utilizados para
compreender as interagcdes entre a saude oral e a funcdo reprodutiva (DUAN et al, 2015).
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do resveratrol
nanoencapsulado na progressdo da periodontite e sua possivel acdo protetora sobre a

morfologia e o desenvolvimento de foliculos ovarianos em camundongos fémeas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Periodontite: Particularidades e Consideracoes Clinicas
2.1.1 Definicao e Classificagdo

A periodontite ¢ uma doenca inflamatdria cronica multifatorial que afeta os tecidos de
suporte dos dentes, incluindo gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar (Figura 1). Essa
condi¢do ¢ caracterizada pela destruicdo progressiva desses tecidos, podendo levar a perda

dentaria se nao tratada adequadamente (PAPAPANOU et al., 2018).
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Figura 1 - Esquema de corte longitudinal parcial de um dente evidenciando as estruturas

anatomicas que constituem os tecidos periodontais.

Fonte: Adaptado de MACHADO et al, 2021.

O desequilibrio na microbiota oral (Figura 2) desencadeia no hospedeiro uma resposta
imune que libera citocinas inflamatorias, o que acarreta uma progressdo na inflamagao,
culminando na desintegragao dos tecidos de suporte do dente e consequente reabsor¢ao ossea.

(CEKICI et al., 2014).
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Figura 2 - Imagem esquematica dos processos envolvidos na inflamagdo periodontal.

Fonte: Adaptado de KOMINE-AIZAWA et al., 2018.

Sua etiopatogenia envolve a interacdo complexa entre o biofilme bacteriano
subgengival e a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro (PAPAPANOU, 2018). A principal
causa ¢ a disbiose da microbiota oral, caracterizada pelo aumento de microrganismos
patogénicos e reducao das espécies benéficas (HAJISHENGALLIS et al, 2012).

Entre os microrganismos mais associados a periodontite estdo as bactérias gram-
negativas anaerdbias do chamado "complexo vermelho", como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola (CHAPPLE et al., 2015). Essas bactérias
possuem mecanismos de evasdo do sistema imune, além de produzirem fatores de viruléncia,
como proteases, lipopolissacarideos (LPS) e fimbrinas, que estimulam a resposta inflamatoria
exacerbada (HAJISHENGALLIS et al, 2012). Outras espécies relevantes incluem
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, associada principalmente a periodontite agressiva, e
Fusobacterium nucleatum, que atua como organismo ponte na formac¢do do biofilme
(ZHENG, 2021).

A resposta imunolédgica do hospedeiro, ao tentar controlar a infecg¢do, pode levar a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, além de
metaloproteinases e espécies reativas de oxigénio (EROs), contribuindo para a destrui¢do
tecidual (GRAVES et al., 2019). Fatores genéticos, sist€émicos (como diabetes), ambientais
(tabagismo) e comportamentais também influenciam na progressao da doenca (CHAPPLE et

al., 2015).
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A classificag@o mais recente da periodontite, desenvolvida pela Federacdo Europeia de
Periodontologia e pela Academia Americana de Periodontologia, introduz o conceito de
"periodonto reduzido", referindo-se a individuos com historico de periodontite que se
encontram atualmente em estabilidade clinica. Essa classificacdo (Figura 3) também considera
a gravidade, a extensdo e a taxa de progressao da doenca, além de fatores de risco sistémicos e

locais (CATON et al., 2018).
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Figura 3 — Nova classifica¢do da periodontite em fun¢do do estadio/severidade 2018.

Fonte: Adaptado de CATON et al., 2018

2.1.2 Fisiopatologia e Consideragoes Clinicas

A periodontite inicia-se com o acumulo de biofilme bacteriano na superficie dental
(Figura 4), o que desencadeia uma resposta inflamatdria do hospedeiro. Esta resposta envolve
a liberagdo de mediadores inflamatdérios como interleucinas (IL-1B, IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e espécies reativas de oxigénio (EROs), que contribuem para a
degradacdo do ligamento periodontal e reabsorcdo oOssea (KINANE et al., 2017).
Clinicamente, a doeng¢a manifesta-se por sangramento gengival, formagdo de bolsas

periodontais, mobilidade dentdria e perda de insercdo. Histologicamente, observa-se



25

destrui¢do das fibras coldgenas, inflamacao cronica e reabsor¢ao do osso alveolar (CHAPPLE

et. al.,2015).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da formacgao de biofilme.
Fonte: Adaptado de RICKARD et al., 2003.

Legenda: a) colonizagdo primaria; b) produgdo de exopolissacarideos ¢ proliferacdo celular; ¢) coagregagdo e
coadesio celular; d) colonizagdo heterogénea estabelecida.

Na periodontite, a inflamagdo estd relacionada a velocidade da reabsor¢do Ossea
alveolar, o que culmina numa relagdo entre o sistema imune e Osseo. Os mediadores
inflamatorios ativados na doenga periodontal tém sido associados a atividades
osteoclastogénicas (CEKICI et al., 2014). Estes mediadores, uma vez liberados por leucécitos
residentes, como macrofagos, apds reconhecerem bactérias presentes no biofilme, sdo
responsaveis pelas primeiras alteracdes vasculares e subsequente migra¢do leucocitaria
(ABDULKAREEM et al., 2023). Apos 2 a 4 dias de acumulo de biofilme dental, a doenga
gengival se apresenta em sua forma inicial, o que so ¢ visualizado microscopicamente. J& a
fase precoce da lesdo, apresenta sinais clinicos leves, enquanto quando estabelecida,
dependendo das condi¢des do hospedeiro, visando fatores locais e sistémicos, mostram sinais

mais severos (PREETHANATH et al., 2020).
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Dessa forma, a patogenicidade da microbiota local ¢ elevada (Figura 5), os produtos
bacterianos, representados pelo lipopolissacarideo (LPS), ativam exacerbadamente o sistema
imunologico do hospedeiro, liberando as primeiras ondas da secrecdo de citocinas e entdo a
resposta de destruicdo do tecido ¢ iniciada. A importancia dessas moléculas advém do fato de
que elas participam principalmente da amplificagdo da cascata de citocinas pro-inflamatérias
e do recrutamento, ativacdo e diferenciacdo de cé€lulas imunes especificas (GRAVES et al.,

2019).
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Figura 5 - Esquema sequencial de eventos da resposta inflamatoria periodontal.
Fonte: Adaptado de KOMINE-AIZAWA et al., 2018.

A progressdo da periodontite envolve a ativagdo de osteoclastos, células responsaveis
pela reabsor¢ao Ossea, por meio da via de sinalizagdo RANK/RANKL/OPG, como ilustrado
na Figura 6, sob influéncia de citocinas proé-inflamatorias como TNF-a e IL-1P3. Estudos
recentes demonstram que esse processo ¢ intensificado em ambientes de estresse oxidativo,
onde a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) contribui para o aumento
da expressdao de RANKL e a supressao de OPG, favorecendo a osteoclastogénese (DUAN et
al., 2015).
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Figura 6 - Os macrofagos (células de defesa - M) produzem citocinas (tais como IL-1), que
induzem os fibroblastos ¢ os osteoclastos a produzir proteases. Essas, por sua vez, levam ao

processo de destruicdo tecidual e dssea.
Fonte: Adaptado de KIKANE et al, 2020.

A inflamacao estabelecida afeta o equilibrio homeostatico da remodelagao Ossea,
acentuando a atividade de osteoclastogénese e reabsor¢ao 6ssea (EBERSOLE et al., 2017).
De fato, os osteoclastos sdo os tipos celulares que respondem pela sequela clinica mais
comum da periodontite: a perda 6ssea alveolar, ja que sdo observados em niimero excessivo e
com atividade exacerbada em sitios com inflamacao induzida e, contrariamente, mediante
bloqueio de seu desenvolvimento e atividade, a perda dssea ¢ também inibida (TSENG et al,
2011). Os mecanismos pelos quais os osteoclastos se diferenciam e sdo ativados para
exercerem reabsorcao Ossea dependem do estimulo de componentes bacterianos, sobretudo
LPS, que podem induzir a linhagem de linfocitos T Thl, mondécitos, macréfagos e
fibroblastos a aumentarem a expressdo de citocinas pro- inflamatorias, nomeadamente IL-1,
IL-6, TNF-a, osteoprotegerina (OPG), RANKL e prostaglandina E2, desencadeando uma
cascata (Figura 7) que resultard em danos irreversiveis ao suporte alveolar (IVANOVSKI et

al., 2015).
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Figura 7 - RANKL presente na membrana de osteoblastos e células do estroma ¢ responsavel
pela sinalizag¢do da reabsorcdo Ossea e pela diferenciacdo de pré- osteoclastos em osteoclastos.
O mesmo poderia ainda ser encontrado como uma proteina solivel, produzida por
osteoblastos quando estimulados por fatores osteotropicos como TNF-a e prostaglandinas
(PGE).

Fonte: Adaptado de COETZEE & KRUGER, 2004.

2.1.3 Periodontite, Espécies Reativas de Oxigénio e o Estresse Oxidativo

A periodontite, por sua natureza inflamatoria e sistémica, ndo se limita aos tecidos
bucais. A progressao dessa condigdo resulta em um aumento significativo de mediadores
inflamatorios e EROs, que ultrapassam a barreira local e interferem em diferentes sistemas
organicos (POULIOU et al., 2024). Dessa forma, o estresse oxidativo tem papel central na
fisiopatologia da periodontite. Trata-se de um desequilibrio entre a produ¢cdo de EROs e a
capacidade antioxidante do organismo. Essas espécies reativas, como anion superoxido (Oz¢),
perdxido de hidrogénio (H:0:) e radical hidroxila (*OH), danificam proteinas, lipidios e
DNA, intensificando a destrui¢do dos tecidos periodontais (POULIOU et al., 2024).

O corpo possui mecanismos antioxidantes endogenos, incluindo enzimas como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que atuam na
neutralizacdo das EROs. Em condigoes de inflamagdo cronica, esses sistemas tornam-se
insuficientes, favorecendo a progressdo da destruicdo tecidual (LIU et al., 2025). Um dos

principais reguladores da resposta antioxidante € o fator de transcricdo Nrf2 (nuclear factor
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erythroid 2—related factor 2), que ao ser ativado transloca-se para o ntcleo e induz a expressao
de genes antioxidantes, como a heme oxigenase-1 (HO-1), NAD(P)H, quinona oxidoredutase
1 (NQOI) e glutationa-S-transferase (GST) (TEZAL et al., 2000). A disfun¢do dessa via esta
relacionada a maior susceptibilidade ao dano tecidual na periodontite.

Nesse contexto, a via de sinalizacdo do Nrf2 (Figura 8) ¢ a responsavel por regular a
codificagdo de enzimas antioxidantes como HO-1 para atuar no mecanismo de protecao
contra o estresse celular no organismo. A ativacao do Nrf2 acontece a partir da exposicao do
Keap1 aos indutores do estresse oxidativo (TOMOFUIJI et. al., 2009). Apos esse processo de
inducdo, ha a modificagdo do Keapl1 e liberacao do Nrf2, que se dirige para o nucleo celular e
liga-se a um elemento que atua como antioxidante. A partir de entdo, ha a codificacdo da
enzima para posterior resposta antioxidante e reducao do estresse oxidativo (LOBODA et. al.,

2016).
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Figura 8 - Via Keap1-Nrf2: Em condi¢des normais, Keapl se liga ao Nrf2, promovendo sua
ubiquitinagdo e degradagdo pelo proteassoma. Sob estresse oxidativo, Keapl sofre
modificagdes em cisteinas sensiveis as EROs, o que permite a estabilizacdo e translocacdo
nuclear do Nrf2. No nucleo, Nrf2 se associa a sMaf e ativa genes antioxidantes ao se ligar ao

ARE.

Fonte: Adaptado de HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J.M.C. (2015)



30

Esse ambiente oxidativo sistémico tem sido associado a desregulacdes no eixo
reprodutivo feminino, especialmente no microambiente ovariano. Evidéncias sugerem que o
excesso de EROs pode comprometer o desenvolvimento folicular, a fungao hormonal e a
qualidade oocitaria, uma vez que estruturas ovarianas sdo altamente sensiveis ao equilibrio
redox (JAMES et. al., 2023). Além disso, citocinas produzidas em resposta a periodontite,
como IL-1B e TNF-a, também atuam em tecidos extra orais, interferindo em mecanismos
fisiologicos ovarianos fundamentais, incluindo a esteroidogénese e a maturagao folicular

(DUAN et. al, 2015).
2.2 Impacto da periodontite na funcio ovariana e na fertilidade feminina

2.2.1 Estrutura ovariana e dindmica da foliculogénese

O sistema reprodutivo feminino dos mamiferos é responsavel pela producdo de
ovulos, regulacdo hormonal e suporte ao desenvolvimento embrionario (RIBAS et al., 2022).
Os ovarios, estruturas essenciais para a reproducao, promovem a gametogénese € a secrecao
hormonal, sendo compostos por epitélio germinativo, tinica albuginea, cortex e medula. No
cortex localizam-se os foliculos ovarianos, que se desenvolvem ou sofrem atresia ao longo
da vida reprodutiva. Esse processo, chamado foliculogénese (Figura 9), ocorre da fase fetal
até a senescéncia e depende de sinais endocrinos, paracrinos e autocrinos (ORISAKA et al.,

2023).
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Fonte: MANUAL MERCK, 2013. Disponivel em: https://www.msdmanuals.com.

A ativagao folicular corresponde a transi¢ao dos foliculos primordiais para estagios de
crescimento, evoluindo por fases pré-antrais e antrais até a selecdo de um foliculo dominante
para ovulacdo. Esse processo ¢ influenciado por fatores como integridade vascular, presenca
de antioxidantes e equilibrio das EROs no microambiente ovariano. Durante os anos
reprodutivos, a liberagao ciclica dos 6vulos torna possivel a fertilizagao e o desenvolvimento

embrionario (OVERLAND et al., 2023).

2.2.2 Processos de Formacdao e Maturacdo dos Foliculos

A foliculogénese ¢ o processo que envolve o crescimento e a maturacio dos foliculos
ovarianos, incluindo a transformacao dos foliculos primordiais em foliculos maduros capazes
de realizar a ovulagdo (HANLEY et al., 2000). O desenvolvimento dos oocitos e a formagao
de estruturas ovarianas funcionais sdo processos altamente regulados por hormdnios como o
FSH e o LH, que induzem as células da granulosa a proliferarem e a secrecdo de estrogénio,
essencial para o desenvolvimento do foliculo (POLJICANIN et al., 2013).

Os foliculos ovarianos (Figura 10) se desenvolvem a partir de estruturas primordiais,
compostas por um oocito primdrio envolto por uma unica camada de células epiteliais
pavimentosas. Esses foliculos permanecem em estado de dorméncia até serem recrutados para
o crescimento, tornando-se foliculos primarios, nos quais as células da granulosa assumem
morfologia cubica e iniciam intensa atividade mitdtica. A progressdo para o estagio
secundario ¢ caracterizada pela proliferagao das células da granulosa em multiplas camadas e
pela diferenciacdo da teca folicular em interna e externa, sendo a teca interna altamente
vascularizada e hormonalmente responsiva (WANG et al., 2019).

O foliculo tercidrio ou antral ¢ identificado pela formacao da cavidade antral e pelo
acumulo de fluido folicular, resultando no aumento do volume folicular e no avango da
maturacdo do odcito (TITUS et al., 2021). No estdgio pré-ovulatdrio (ou foliculo de Graaf),
observa-se o deslocamento excéntrico do oodcito, circundado pelas células do cumulus
oophorus, além da preparagdo para a ovulagdo promovida pelo pico do hormoénio luteinizante
(LH), que induz a retomada da meiose e a liberagdo do odcito em direcao a tuba uterina
(ZHANG et al.,, 2023).A ativagdo dos foliculos primordiais ¢ o primeiro passo critico na
foliculogénese. Durante esse processo, o FSH e o IGF-1 desempenham papéis cruciais,

estimulando as células da granulosa a proliferarem e a se diferenciarem. Essa ativagdo ¢
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fundamental para a formacdo do foliculo primario e subsequente desenvolvimento para
estagios mais avangados, como o foliculo secundario e tercidrio (MORAES et al., 2022). As
células da granulosa produzem estrogénio, que promove o crescimento do foliculo e prepara o
odcito para a ovulagdo (SHAYAN et al., 2022).Cada odcito ¢ envolto por células foliculares,

formando o foliculo primordial (ZHANG et al., 2023).
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Figura 10 - Representacdo esquematica da foliculogénese, desde os foliculos primordiais
contendo odcitos imaturos envoltos por células da granulosa pavimentosa até o foliculo pré-
ovulatorio, com liberagdo do oocito durante a ovulagdo. As fases sdo moduladas
principalmente pelos hormonios FSH e LH, com diferenciagdo das células da teca, granulosa

mural e cumulus.

Fonte: Adaptada de GEORGES et al.,, 2014.

A proliferacdo celular e a producdo hormonal durante os estagios iniciais da foliculogénese
sdo fortemente influenciadas por sinais moleculares como os fatores de transcricio Wnt e BMP, que
modulam a express@o de genes essenciais para o crescimento e a diferenciacdo folicular. Esses
fatores promovem a transi¢ao entre os diferentes estagios de desenvolvimento dos foliculos (SHAW
et al., 2023). Esse processo ¢ extremamente controlado, ja que qualquer disfungdo nas vias de
sinalizagdo pode resultar em disturbios reprodutivos, como a anovulagio (HERNANDEZ ef al.,). A

qualidade do odcito € crucial para o sucesso reprodutivo. Fatores como o estresse oxidativo
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podem comprometer essa qualidade, afetando a competéncia oocitaria e a viabilidade
embrionaria. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a produgdo de EROs ¢ a
capacidade antioxidante celular, levando a danos no DNA, lipidios e proteinas (ZHANG et
al., 2021). As mitocondrias desempenham papel central nesse processo, sendo fontes
primarias de EROs durante a fosforilagdo oxidativa. O actimulo excessivo de EROs pode
desencadear a via intrinseca da apoptose, envolvendo a liberagdo de citocromo c, formacao
do apoptossomo e ativagcdo de caspases, como ilustrado na Figura 11, resultando na morte

celular programada (BONNET et al., 2013).
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Figura 11 - Influéncia do FSH, LH estradiol e IGF-I nas células da granulosa na promogao

da proliferac¢do e produgdo de enzimas envolvidas na esteroidogénese
Fonte: Adaptado de MANUAL MERCK, 2013.

2.2.3 Periodontite e alteracdes na fungdo ovariana e na fertilidade feminina

A periodontite tem sido associada a alteracdes na fun¢do ovariana e na fertilidade
feminina. A inflamagdo causada pela periodontite leva a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias que podem interferir na comunicacdo entre as células da granulosa e o odcito,
prejudicando o desenvolvimento folicular e a qualidade do gameta (HART et al., 2012). Essas
citocinas afetam negativamente a producao hormonal, resultando em um desequilibrio que

pode levar a falha na ovulagao.

Tabela 1 - Achados sobre a relacdo entre periodontite, funcdo ovariana e fertilidade

feminina (2012-2025).
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Autor(es) Ano Achados principais
Sa et al. 202 A periodontite induziu degeneragao significativa de
5 foliculos secundarios e terciarios, sem afetar os estagios

primordiais e primarios. O efeito ¢ atribuido a inflamacao

sistémica e possivel aumento de EROs.

Paju et al. 201 Associaram a presenca de Porphyromonas gingivalis em
7 mulheres a maior dificuldade para engravidar, indicando

impacto da infec¢@o periodontal na fertilidade feminina.

Nwhator efal. | 201 | Mulheres com periodontite apresentaram maior tempo até a
4 concepcao, sugerindo que a doenga periodontal ¢ um fator

modificavel que afeta a fertilidade.

Hart et al. 201 Doenga periodontal associada a aumento do tempo para
2 concepgao, apontando a periodontite como fator de risco

modificavel para infertilidade feminina.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Além disso, o estresse oxidativo gerado pela inflamag¢dao cronica na periodontite
também afeta o ambiente ovariano, alterando a qualidade do odcito e comprometendo o
processo de ovulacdo. As EROs sdo altamente prejudiciais as células ovarianas, exacerbando
o dano celular e levando a uma diminuicao na fertilidade (ZHU et al., 2022). A disfungao
ovariana induzida pela periodontite pode, assim, representar um risco significativo para a
fertilidade, especialmente em mulheres com doenga periodontal grave ou cronica (NIKNIAZ

et al., 2023).
2.2.4 Impacto inflamatorio da periodontite na atresia folicular

A atresia folicular € um processo fisiologico caracterizado pela degeneracao
progressiva dos foliculos ovarianos que ndo atingem a maturagdo, ocorrendo ao longo de toda
a vida reprodutiva da fémea. Estima-se que mais de 99% dos foliculos submetem-se a atresia

antes de alcangar a ovulacdo (SPEARS et al, 2019). Esse processo ¢ majoritariamente

mediado pelo processo de apoptose, uma forma programada de morte celular que afeta,
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principalmente, as células da granulosa, embora também possa comprometer o o6cito em
estagios avancados (MCCULLY et al., 2004).

A ativagdo do processo apoptotico nos foliculos esta intrinsecamente associada ao
desequilibrio entre os fatores pro e antiapoptdticos. Proteinas da familia Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) atuam na regulacdo mitocondrial do processo de apoptose, enquanto caspases
executoras, como a caspase-3, sdo responsaveis pela degradacao das proteinas intracelulares e
fragmentacao do DNA (BORGES et al.,, 2022). Além dos sinais enddgenos, agentes externos
como citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (EROs) podem atuar como
desencadeadores desse processo, comprometendo a viabilidade do odcito e a integridade das
células da granulosa (ZHU et al., 2023).

Em condigdes fisiologicas, pequenas quantidades de EROs sdo produzidas durante a
ovulogénese e possuem papel sinalizador benéfico. Contudo, a exposicao excessiva a EROs
pode promover estresse oxidativo, caracterizado por um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, culminando na disfuncdo mitocondrial e ativacdo das vias apoptdticas
(FINDLAY et al, 2019). A inflamagdo sistémica, especialmente aquela proveniente de
doengas cronicas como a periodontite, pode amplificar esse desequilibrio.

Estudos recentes apontam que a infiltracdo sistémica de citocinas inflamatdrias
provenientes de focos da inflamagdo periodontal pode alterar o microambiente ovariano,
prejudicando a angiogénese folicular, a integridade mitocondrial e a producao hormonal local,
especialmente de estradiol, fundamental para a sobrevivéncia folicular (DENG et al., 2024).
Além disso, hd evidéncias de que a presenga continua de inflamacdo contribui para a
modulagdo negativa de fatores de crescimento, como o IGF-1, que atuam na protegdo contra a
apoptose (XU et al., 2021). Em modelos animais, foi demonstrado que camundongos com
periodontite induzida apresentaram maior taxa de foliculos atrésicos e expressdes aumentadas
de marcadores apoptoticos nos ovarios em comparagdo aos grupos controles (ZHU et al.,
2022). Tais achados corroboram a hipdtese de que a inflamagdo periodontal cronica pode
representar um fator sistémico comprometedor da fertilidade feminina, ao promover
alteracdes estruturais e funcionais no eixo hipotdlamo-hipofise-ovario e acelerar a perda
folicular por atresia.

O estudo de Sa ef al. (2025) demonstrou que a periodontite experimental induzida em
camundongos fémeas teve um impacto negativo significativo sobre a foliculogénese,
especialmente nos estdgios mais avangados de desenvolvimento folicular. Embora o trabalho

ndo tenha medido diretamente os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), os autores
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destacam o papel central das citocinas inflamatérias sistémicas, como TNF-a e IL-1p,
amplamente associadas ao estresse oxidativo, como mediadoras da degeneragdo folicular.
Esses achados indicam que a inflamagdo sist€émica cronica provocada pela periodontite
compromete diretamente a foliculogénese, especialmente nos estidgios secundario e terciario,
por mecanismos possivelmente mediados por EROs e citocinas inflamatorias.

Portanto, ¢ plausivel sugerir que a atuagdo sinérgica entre inflamacdo e estresse
oxidativo sist€émico pode ser um elo fisiopatoldgico entre a satde periodontal e a funcao
ovariana, destacando a importadncia de abordagens interdisciplinares para o diagnéstico
precoce e tratamento de condi¢des inflamatorias que possam repercutir na saide reprodutiva

da mulher.

2.2.5 Funcdo ovariana e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham papéis cruciais na fisiologia ovariana,
participando de processos como crescimento folicular, maturagcdo oocitaria, ovulacido e
regressao do corpo luteo (RIBAS et al., 2022). Durante o crescimento folicular, a producao
aumentada de esteroides leva a expressdo de citocromo P450, resultando na formacao de
EROs. Simultaneamente, a secrecdo aumentada de estradiol em foliculos em crescimento
desencadeia a expressdo de peroxidase catalase, resultando em um equilibrio dinamico entre
EROs e antioxidantes (VAN DE LOO et al,, 2019). A regulagdo precisa da parada meiotica e
da recuperagdo dos odcitos € essencial para o desenvolvimento reprodutivo feminino. A
estimulacdo por EROs regula o progresso da meiose I; em contraste, a progressdo da meiose
II ¢ controlada principalmente por antioxidantes no ovario. Isso demonstra a relacdo complexa
entre radicais livres e antioxidantes dentro do processo de maturagdo meidtica dos oocitos
(MORGAN et al., 2012). Durante a maturacdo dos odcitos, a oxidagdo do piruvato para
geracdo de ATP ¢ acompanhada pela captacdo de O2 e, consequentemente, pela producdo de
EROs. Em concentracdes elevadas, essas EROs desencadeiam a desestabilizacdo do fator
promotor da fase M (MPF) e a reducdo dos fatores promotores de sobrevivéncia, resultando
no apoptose mediado pela mitocondria (VAN DE LOO et al., 2019).

O aumento de hormonio luteinizante (LH) antes da ovulacdo aumenta os niveis de
precursores inflamatorios no ovario, levando a produgdo excessiva de EROs. O aumento das
EROs induz a apoptose nas células da granulosa, o que leva a ruptura da parede folicular e a

ovulacdo; portanto, isso ¢ considerado um importante sinal de ovulacdo (FORD et al., 2020).
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Da mesma forma, a regressdo do corpo luteo também ¢ mediada pela apoptose induzida por
estresse oxidativo das células da granulosa luteinizadas (AGARWAL et al, 2021). O
equilibrio das EROs também ¢ critico no ambiente in vitro € pode influenciar a maturagao do
odcito, fertilizagdo e subsequente implantacdo e desenvolvimento embrionario (URUNO et
al., 2020). A concentragdo apropriada de EROs no fluido folicular ndo é apenas um indicador
de boa atividade metabdlica folicular, mas também pode ser usada como um marcador
potencial para prever o resultado da fertilizagao in vitro (TOSSETA et al., 2022).

Além disso, a inflamac¢do cronica tem sido associada a disfun¢do ovariana. Estudos
recentes indicam que a inflamag¢do ¢ um marcador chave do envelhecimento do estroma
ovariano e ¢ considerada um novo mecanismo da insuficiéncia ovariana primaria (FORD et
al., 2020). A inflamagao cronica, como a observada na obesidade, pode prejudicar a meiose
dos odcitos e a qualidade dos odcitos (AZAM et al., 2017). Estudos em modelos animais
demonstraram que a inflamag¢do também desempenha um papel importante (ZHOU et al.,
2020). Intervencgdes antioxidantes tém sido exploradas como estratégias para mitigar os
efeitos negativos do estresse oxidativo e da inflamagdo cronica na fung¢do ovariana.
Compostos como melatonina, resveratrol e quercetina demonstraram potencial em melhorar a

qualidade oocitaria e os resultados reprodutivos (ZHANG et al., 2023).

2.3 Antioxidantes naturais e fitoterapicos como alternativa terapéutica frente ao desafio

inflamatorio periodontal

Os antioxidantes naturais t€ém ganhado destaque como alternativas terapéuticas no
manejo de diversas condigdes inflamatorias cronicas, incluindo a periodontite e os disturbios
relacionados a fisiologia ovariana. Compostos como vitaminas (C e E), polifenois e
flavonoides atuam na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que estdo
diretamente envolvidas na degrada¢do do coldgeno, na disfuncdo tecidual e na desregulagcao
hormonal (CARNEIRO et al., 2017).

Dentre esses antioxidantes, os polifendis — especialmente os flavonoides e o acido
fertilico — tém sido amplamente estudados. Os flavonoides, presentes em alimentos como
cha verde, uvas e cacau, apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
imunomoduladoras e cicatrizantes (TALIB et al., 2020). J4 o 4cido fertlico atua na protecao

celular contra danos oxidativos e potencializa a agdo de outros antioxidantes fisiologicos.
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Um dos compostos naturais mais promissores dessa classe ¢ o resveratrol (3,4,5-
trthidroxiestilbeno), um polifenol do tipo estilbeno encontrado na casca de uvas vermelhas,
vinho tinto e amendoins. O resveratrol (RSV) ¢ conhecido por suas propriedades anti-
inflamatorias, anticarcinogénicas, cardioprotetoras, neuroprotetoras e antimicrobianas. Em
modelos experimentais, demonstrou capacidade de modular positivamente respostas
inflamatérias locais, como nas doencas periodontais, embora sem diferenca estatistica
significativa quanto a perda Ossea alveolar em alguns estudos (CORREA et al., 2018).

Além disso, hd crescente evidéncia de que compostos antioxidantes, como o RSV,
exercem efeitos relevantes sobre a funcdo ovariana. O excesso de espécies reativas de
oxigénio (EROs) pode interferir na maturagdo folicular, na esteroidogénese e na viabilidade
dos oo6citos, impactando negativamente a fertilidade feminina (SILVA et al., 2024). Nesse
contexto, tem se investigado a capacidade do RSV em preservar a integridade folicular e de
reduzir a degeneragdo de foliculos em estagios iniciais e intermediarios, atuando como um
agente protetor do microambiente ovariano frente a agressdes inflamatorias sistémicas, como
as desencadeadas pela periodontite induzida (CARNEIRO et al., 2017).

A associagdo entre a periodontite — uma condi¢do inflamatéria cronica — e
disfungdes reprodutivas refor¢a a necessidade de abordagens terapéuticas integradas. Estudos
demonstram que citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1B, produzidas em resposta a
periodontite, podem induzir apoptose de células da granulosa e interferir na maturacao
oocitéria, além de alterar a expressdo hormonal ovariana (SA et al., 2025).

Os antioxidantes naturais e fitoterapicos, sobretudo quando utilizados com tecnologias
que potencializam sua biodisponibilidade, como a nanoencapsulacdo, podem representar
estratégias adjuvantes na protecao tecidual sistémica, incluindo o eixo reprodutivo (AZAM et
al., 2017). Dessa forma, o uso de compostos como o RSV pode contribuir ndo apenas no
controle da inflamagdo periodontal, mas também na preservacdo da morfologia e func¢do
ovariana, revelando um potencial terapéutico multifocal que merece ser mais explorado em

estudos futuros.
2.4 Resveratrol: caracterizacio e particularidades
O RSV ¢ um polifenol presente em varias substancias, como casca de uva (Figura

12A) e amendoim (Figura 12B), traz a hipotese de sua acdo antienvelhecimento,

cardioprotetora e, principalmente, anti-inflamatoria (XU et al., 2021). Tais caracteristicas
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\ podem culminar no potencial adjuvante do RSV na terapia da periodontite (CEKICI et al.,

2014).

Figura 12 — Imagem das fontes de resveratrol (RSV) em (A) uvas roxas e (B) amendoins.

Fonte: Adaptado de Neves et al., 2012.

2.4.1 Formas de apresentagao e principais vias de administra¢ao

O composto foi isolado pela primeira vez em 1940 a partir de raizes do lirio heléboro-
branco (Veratum grandiflorum) (TAKAOKA, 1940) e diversos estudos foram realizados até
que Jang et al. (1997) concluiram que o RSV possuia propriedades quimiopreventivas,

inibindo a iniciagdo, promogao e progressao da carcinogénese.
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Figura 13 - Estrutura quimica do resveratrol (RSV).
Fonte: PubChem (2025)

As formas mais comuns de comercializagao do RSV incluem cépsulas e comprimidos,
geralmente voltados para uso oral como suplemento dietético ou nutracéutico. Tais
formulacdes, embora amplamente difundidas, apresentam absor¢do limitada, com
biodisponibilidade inferior a 1%, devido a rapida conversdo em metabolitos inativos apds
ingestdo (WANG et al., 2023). Por isso, diversos fabricantes t€ém incorporado tecnologias

inovadoras para melhorar sua eficacia. Um exemplo sdo os comprimidos com revestimento
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entérico, que visam proteger o composto da degradacdo gastrica, promovendo liberagdo no
intestino delgado, onde ha maior absorgdo (CORREA et al., 2018).

A administragdo oral ¢ a forma mais comum de uso do RSV, sendo favorecida pela
praticidade e adesdo do paciente. Contudo, apds ingestdo, o composto sofre intensa
metabolizacdo de primeira passagem, sendo rapidamente convertido em metabdlitos inativos,
o que reduz drasticamente sua concentracdo plasmatica e, portanto, sua eficicia terapéutica
(LIU et al.,, 2025). Para contornar esse problema, estudos recentes t€ém empregado sistemas
nanoestruturados que possibilitam maior prote¢do do composto e liberagdo controlada. Entre
eles, destacam-se as nanoparticulas poliméricas, como as de policaprolactona (PCL), que
demonstraram aumentar significativamente a estabilidade do RSV e sua absorcao sistémica.

Outros sistemas promissores incluem nanoemulsoes, que facilitam a dispersao do RSV
em meio aquoso € aumentam sua solubilidade, além de nanocristais, que ampliam a area de
contato com as mucosas gastrointestinais, promovendo maior permeagdo (YANG et al.,
2024).

Uma das vias de administracdo explorada com sucesso ¢ a transdérmica, a qual evita o
metabolismo hepatico de primeira passagem e permite liberagdo sustentada do farmaco.
Entretanto, a permeagdo cutanea natural do RSV ¢ limitada. Para resolver essa limitacdo,
formulacdes com lipossomas deformaveis, ethosomas e transferossomas tém se mostrado
eficazes. HUANG et al., (2020) relataram que o uso de ethosomas aumentou em até 3 vezes a
penetragdo cutdnea do RSV, evidenciando seu potencial para aplicacdo localizada e também
sistémica. De forma semelhante, MA et al. (2022) conduziram um ensaio clinico randomizado
com formulagdo topica contendo RSV nanoencapsulado, observando melhora significativa na
firmeza e textura da pele de mulheres com sinais de envelhecimento apds 8 semanas de uso
continuo.

A administragdo intravenosa também representa uma estratégia eficiente para
aumentar a biodisponibilidade do RSV, sendo particularmente util em contextos clinicos de
alta gravidade. Nessa via, o farmaco atinge diretamente a circulagdo sistémica, evitando as
perdas por metabolismo intestinal e hepatico. Em modelos animais, a administragdo
intravenosa de nanoparticulas de resveratrol apresentou resposta anti-inflamatoria superior a
do composto livre, com melhor distribui¢cdo tecidual e menor toxicidade hepatica, conforme
relatado por WU et al. (2022).

Vias alternativas, como a inalatéria e a nasal, também tém ganhado destaque,

sobretudo em condigdes respiratdrias e neurologicas. A administragdo pulmonar, utilizando
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nanoparticulas lipidicas sélidas, foi capaz de reduzir citocinas inflamatdérias em modelos
experimentais de asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica, conforme demonstrado por
ZHANG et al., (2023). Além disso, a via nasal tem se mostrado promissora para atingir o
sistema nervoso central, ultrapassando a barreira hematoencefalica e promovendo efeitos
neuroprotetores, como evidenciado por WANG et al. (2023).

Outra via que vem sendo investigada € a bucal, incluindo sublingual e gengival, com o
uso de formulacdes mucoadesivas como géis, biofilmes e pastilhas orodispersiveis. Essas
formulacdes oferecem liberagdo controlada do composto, prolongando seu tempo de acdo e
facilitando a absorcao direta pela mucosa oral. GHOSH et al., (2020) descreveram que o uso
de biofilmes contendo resveratrol resultou em melhora significativa de pardmetros
inflamatérios em modelos de gengivite, com aumento da viabilidade celular e reducdo da
apoptose.

Apesar dos avangos considerdveis, cada sistema apresenta suas limitagdes. As
nanoparticulas, por exemplo, embora aumentem a eficacia terapéutica, demandam processos
complexos de producdo e validagdo de seguranga em longo prazo (RAJASEKAR et al,
2022). As formulagdes lipossomais podem apresentar instabilidade fisica (PATTNI;
CHHATBAR, 2021), enquanto as nanoemulsdes, apesar da boa absor¢do, podem causar
irritacdo gastrointestinal (KHALID et al, 2021). As formas transdérmicas enfrentam
restri¢des relacionadas a permeabilidade cutanea (KHAN et al., 2020), e as vias nasal e
pulmonar requerem dispositivos especificos para administracdo adequada (MAHMOOD et
al., 2022). Portanto, a escolha da forma de apresentagcdo deve considerar a condi¢do clinica, o
alvo terapéutico e as caracteristicas farmacocinéticas desejadas.

Nos modelos experimentais in vivo, especialmente em estudos com roedores, a
aplicacdo do resveratrol ocorre predominantemente pelas vias oral e intraperitoneal, sendo
essas escolhidas por aspectos farmacocinéticos e pela praticidade na administracdo repetida.
A forma livre (RSV puro diluido em solventes como etanol, DMSO ou PBS) ainda ¢ bastante
utilizada, sobretudo em protocolos de curta duracdo e baixa complexidade. No entanto,
estudos recentes vém priorizando o uso de formulagdes avancadas para contornar as
limitacdes biofarmacéuticas do composto, como sua baixa solubilidade aquosa e rapida
metabolizacao hepatica (KASSAEE et al., 2022).

A forma mais comum nos estudos in vivo ¢ o RSV nanoencapsulado, principalmente
em nanoparticulas poliméricas, lipidicas ou lipossomais. As nanoparticulas de PCL sao

amplamente utilizadas por oferecerem alta biocompatibilidade, liberacdo controlada e
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protecdo do composto contra a degradagdo oxidativa. Outra estratégia amplamente empregada
sdo os lipossomas, vesiculas fosfolipidicas que encapsulam o RSV e favorecem sua absor¢ao
por células-alvo (SINGH et al., 2017). Esses sistemas foram utilizados, por exemplo, em um
estudo com modelo de isquemia cerebral em ratos, no qual se observou maior prote¢ao
neuronal e menor estresse oxidativo nos animais que receberam RSV lipossomal (ALKILANI
et al., 2022). Ainda nesse contexto, nanoemulsdes e nanocristais também tém sido utilizadas
com sucesso, principalmente pela via oral, em estudos sobre sindrome metabdlica e doencgas
ovarianas, promovendo absorc¢do intestinal superior e resposta antioxidante mais duradoura
(KHAN et al., 2015).

A via intraperitoneal € recorrente em protocolos in vivo com camundongos, sendo
utilizada tanto para RSV livre quanto nanoencapsulado. Essa via garante rapida absorcao
sistémica e reduz interferéncias do metabolismo hepatico de primeira passagem. Em
experimentos com inflamagdo cronica e modelos de periodontite, a administracdo diaria de
RSV intraperitoneal resultou em reducdo significativa de citocinas inflamatorias e
preservacao da morfologia tecidual, conforme relatado por LI et al., (2013).

Além dessas, formas mucoadesivas, como biofilmes orais ou géis gengivais contendo
resveratrol, t€m sido aplicadas localmente em modelos de periodontite e lesdes orais, com
resultados promissores na reducdo do infiltrado inflamatério e na regeneracdo epitelial
(ZHOU et al., 2021). Embora menos comuns, também ha registro de utilizagdo de géis
intravaginais contendo RSV em modelos murinos para o estudo da funcdo reprodutiva,
demonstrando boa retencdo local e efeitos antioxidantes relevantes sobre o epitélio vaginal e o

ttero (ZHANG et al., 2023).

2.4.2 Potencial anti-inflamatoriodo RSV

A eficécia terapéutica e anti-inflamatoria do RSV esta intrinsecamente ligada a sua
forma de apresentagdo e via de administragdo. As abordagens nanotecnoldgicas tém se
mostrado promissoras para superar as limitacdes biofarmacéuticas desse composto,
promovendo liberacdo controlada, maior absor¢do e direcionamento especifico aos tecidos-
alvo (LIU et al., 2025). Contudo, a tradug¢ao desses avangos para o uso clinico ainda depende
de ensaios clinicos robustos e de longo prazo que validem sua seguranca e eficacia em
humanos.

Considerando o cenario complexo conduzido por numerosos mediadores pr6 e anti-

inflamatérios com propriedades diferentes, tem-se investigado estratégias para modular a
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resposta imune-inflamatéria do hospedeiro a doenga periodontal. O estudo de Casati et al.
(2013) relatou que tanto os anti-inflamatorios ndo esteroidais convencionais (AINEs) como os
inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2) podem modular a reagao inflamatoria de um
hospedeiro. Entretanto, o uso sistémico desses farmacos estd frequentemente relacionado a
efeitos colaterais graves (PATRONO et al., 2001).

O RSV possui atividade inibidora em vias importantes na inflamacao como a do NF-
kB, através da modulacdo negativa da atividade das IKK, da JAK/STAT, das vias de
sinalizagdo PI3K/Akt e da via das MAPKs. Além destes, sdo descritos efeitos na sinalizagao
de alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR), modulacdo de miRNA, proteina cinase ativada
por AMP (AMPK), inibigdo do citocromo P450 e de moléculas de adesao (VCAM-I1 e
ICAM-1) (BRITTON et al., 2015).
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Figura 14 — Vias de sinalizacdo do NF-kB. Em A via classica (via canOnica) € em B via

alternativa (ndo-canodnica). A via classica ¢ dependente de NEMO, enquanto que, na via

alternativa a subunidade p100 ¢ degradada pelo proteassoma para dar origem a p52.
Fonte: Adaptado de Xiao et al., 2004.

Paralelamente a esse fato, a busca por biotécnicas alternativas que possibilitem a

mulher manter sua fertilidade diante de adversidades, como os efeitos da doenca periodontal,
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sdo crescentes diante da necessidade de entendimento dos processos terapéuticos ao se langar
mao de recursos e produtos de origem natural (SOORY, 2000).

Tseng et al., (2011), comprovaram em estudo que o RSV demonstrou retardar
efetivamente a osteoblastogénese e subsidiar nova formagdo Ossea; tais propriedades sdo
essenciais para o tratamento da periodontite. Um estudo conduzido por Casati et al., (2013)
usando 10 mg/kg de RSV por dia durante 19 dias de pré-tratamento indicou maiores valores
de perda 6ssea em molares ligados e dentes nao ligados na grupo-controle do que no grupo
alimentado com resveratrol (P <0,05). Nesse mesmo estudo-clinico, o RSV adicionado a dgua
potavel “demonstrou levar a liberacdo de alvéolos associados a colocagdo de ligaduras
reabsor¢ao Ossea alveolar”.

A administracdo de RSV demonstrou inibir a perda de osso alveolar e reduzir os niveis
de interleucina (IL)-17 no tecido gengival. O composto também ativou a via do fator 2 (Nrf2)
relacionada ao fator nuclear 2 e diminuicdo do estresse e producdo de citocinas pro-
inflamatérias em um modelo de periodontite em ratos. Além disso, o RSV suprimiu a resposta
inflamatéria da gengiva humana células epiteliais através da inibicdo da sinalizagdo do fator
nuclear (NF)-jB (ROBINSON et al, 1991). Demonstrou-se também que o resveratrol pode
interferir positivamente na osteogénese, contribuindo para a neoformagdo dssea (TSENG et
al, 2011).

No entanto, investiga-se se o RSV pode promover efeitos imunomoduladores na
resposta do hospedeiro na presenca de doenca periodontal. Evidéncias tém apoiado cada vez
mais teorias de que a resposta imuno-inflamatoria influencia a composi¢ao do biofilme e que
o controle da inflamacdo pode inibir o surgimento de um biofilme patogénico, além de
melhorar a cicatrizagdo periodontal. Assim, novos dados sobre a agdo imuno-inflamatoria do
RSV podem sugeri-lo como uma nova terap€utica para pacientes com periodontite
(CHAPPLE et al., 2015; CASATI et al., 2013).

De acordo com as propriedades estudadas, o RSV atua nao s6 como antioxidante, mas
também como sequestrador de radicais livres, impedindo que seja gerado um estado de stress
oxidativo. A sua capacidade antioxidante depende da propriedade redox dos grupos fendlicos
e do potencial de deslocamento de elétrons ao longo da estrutura quimica (CASATI et al.,
2013). Para avaliar os efeitos do RSV in vivo, Simsek et al., (2012) administraram diferentes
doses (10 e 100 mg/Kg) de RSV em ratas e, ap6s 24 h, submeteram os animais a radiacao. Os
autores observaram que as ratas tratadas com resveratrol apresentavam significativamente

mais foliculos ovarianos, além de maior expressdo da enzima glutationa peroxidase do que os
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animais do grupo controle (sem RSV). Dessa forma, eles sugeriram que o resveratrol ¢
eficiente em reduzir a perda folicular induzida pela radiagao.

Outro experimento in vivo demonstrou que a administracdo de RSV inibe a ativacdo
folicular (transi¢ao de foliculos primordiais para primarios) em ratas, o que evitaria a falha
ovariana prematura, além de reduzir as taxas de apoptose (KONG et al., 2011). Resultados
similares foram observados por Chen ef al., (2010), em que o resveratrol aumentou a reserva
de foliculos ovarianos de ratas e promoveu uma redugdo na atresia. Liu et al., (2013)
demonstraram que o RSV possui um efeito protetor sobre a fertilidade de camundongos
fémeas com idade avangada, aumentando o numero de foliculos viaveis, bem como a
quantidade e qualidade dos odcitos.

Um estudo recente demonstrou que, ap6s cultivo de células da granulosa de ratas,
baixas concentragdes de RSV estimularam a incorporagdo de timidina triciada, o que ¢é
indicativo de proliferagdo celular, e altas concentragdes inibiram esta incorporacdo (ORTEGA
et al., 2012). Este mesmo estudo mostrou ainda que o resveratrol reduziu a apoptose, através
da reducao da expressao da caspase-3 e possibilitou a manutengdo da morfologia celular.
Contudo, efeitos contrarios foram encontrados quando células da teca de ratas foram
cultivadas in vitro (WONG et al, 2010). Neste estudo, o RSV exerceu um efeito
antiproliferativo e pro apoptodtico através da ativacdo das caspases-3 e 7, além de provocar
mudangas na morfologia dessas células.

Estudos com odcitos suinos demonstraram que a presenca de diferentes concentracdes
de resveratrol (0,5; 2,0 e 10,0 pM) na maturagdo in vitro (MIV) promoveram uma redugio
significativa nos niveis de EROs utilizando-se 2,0 uM de resveratrol, comparado aos demais
tratamentos (KWAK et al, 2012). Estes autores também relataram maior formagdo de
blastocistos e menor expressdao de genes relacionados com apoptose (caspase-3 e bax),
comparados ao controle.

Um estudo realizado com amostras de ovarios de roedores demonstrou que, apos
cultivo de células da granulosa de ratas, baixas concentragdes de RSV estimularam a
incorpora¢do de timidina triciada, o que ¢ indicativo de proliferacdo celular, e altas
concentragdes inibiram esta incorporagdo (ORTEGA et al, 2012). Este mesmo estudo
mostrou ainda que o RSV reduziu a apoptose, através da redugdo da expressao da caspase-3 e
possibilitou a manuten¢ao da morfologia celular. O RSV, nas concentragdes de 0,1 mM e 1,0

mM, aumentou a produ¢do de progesterona pelas células do cumulus, bem como a taxa de
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formagdo do primeiro corpusculo polar e reduziu as EROs apdés MIV de odcitos bovinos

(WANG et al, 2014).

2.4.3 Resveratrol e estresse oxidativo

O RSV tem demonstrado grande potencial na mitigagdo do estresse oxidativo, atuando
como um agente antioxidante que neutraliza os radicais livres e promove a recuperacao do
equilibrio redox celular (DIKMETAS et al., 2024). Uma das formas que esse composto
exerce seu efeito benéfico ¢ por meio da ativacdo da SIRTI1, uma proteina desacetilase
dependente de NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotideo), que desempenha um papel
fundamental na regulacao de processos celulares como a resposta ao estresse e a inflamagao

(WANG et al., 2018).
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Figura 15 - Mecanismo de modulacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) pela via das
sirtuinas ¢ sua relagdo com o envelhecimento e a restricao calorica. A ativagdo das sirtuinas
(SIRT1 e SIRT3), em resposta a restricdo caldrica e ao acimulo de EROs, promove uma
resposta antioxidante protetora por meio da regulacdo de diversos fatores celulares e
mitocondriais. A SIRT1, de localizacdo citoplasmatica e nuclear, atua sobre PGC-1a, NF-xB

e FOXO3, enquanto a SIRT3, de localizagao mitocondrial, regula HIF1-0, SOD2 e IDH2.
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Fonte: Adaptado de WANG et al., 2023.

A SIRT1 ¢ uma proteina crucial na adaptacao celular ao estresse, uma vez que sua
ativagcdo pode promover a desacetilagdo de varias proteinas envolvidas na resposta a danos
celulares, no metabolismo e na inflamagdo. A ativagdo da SIRT1 (Figura 15) tem sido
associada a uma série de efeitos benéficos, incluindo a protecdo contra o estresse oxidativo, a
modulagdo da inflamacao e a melhoria da fun¢do mitocondrial. Além disso, a SIRT1 regula
proteinas como p53, NF-kB e FOXOI1, que estdo envolvidas na resposta ao estresse € na
regulacdo da inflamagao (CHENG et al., 2022).

Estudos recentes t€ém demonstrado que o RSV pode aumentar os niveis de NAD+,
promovendo a ativacdo da SIRTI. Isso ocorre porque o resveratrol pode atuar como um
modulador da via de sintese de NAD+, aumentando a disponibilidade deste cofator essencial
para a atividade da SIRT1 (ZHANG et al., 2021). A ativagdo da SIRT1 pelo resveratrol tem
implicagdes importantes na reducdo da resposta inflamatoriaparticularmente em modelos de

inflamacao cronica, como os observados na periodontite.
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Figura 16 - Modelo esquematico para a fosforilagdo e ativagdo de Sirtl mediada por LKB1
estimulada por resveratrol na biogénese e respiragdo mitocondrial. O RSV promove a ligacao
entre LKBI1 e Sirtl, o que leva LKB1 a fosforilar diretamente Sirtl em trés residuos diferentes
no dominio C-terminal. A fosforilagio dependente de LKB1 promove a interacdo
intramolecular de Sirtl e ativa sua atividade desacetilasica. Funcionalmente, a ativagdo de
Sirt]l aumenta a biogénese e a respiragao mitocondrial por meio da desacetilagao e ativagao de

PGC-1a, um regulador mestre da fungao mitocondrial.
Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2021.

O mecanismo pelo qual o RSV ativa a SIRT1 (Figura 16) envolve a inibi¢ao de
fosfatases que desativariam a proteina, bem como o aumento da concentracdo de NAD+ nas
células, que € um cofator essencial para a atividade da SIRT1. Ao aumentar a disponibilidade
de NAD+, o resveratrol facilita a ativacdo de SIRTI1, promovendo a desacetilacdo de
proteinas chave, como o NF-kB, um fator de transcri¢ao envolvi do na resposta inflamatoria.
Essa ativagdo reduz a expressao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p e TNF-a, que sdo

comumente elevadas em estados inflamatoérios, como a periodontite (LIU ef al., 2021).

2.4.4 Nanotecnologia como alternativa de melhoramento do RSV

O RSV ¢ um polifenol natural que vem sendo amplamente estudado por seu potencial
terapéutico, especialmente devido a sua potente agdo antioxidante, anti-inflamatéria e
neuroprotetora. No entanto, sua baixa biodisponibilidade, associada a instabilidade frente a
fatores como luz, pH e temperatura, além de sua reduzida solubilidade em agua, limitam sua
eficacia clinica (WONG et al., 2020).

Um dos principais desafios esta relacionado a sua baixa biodisponibilidade oral, que ¢
inferior a 1% apds administragdo em humanos, conforme demonstrado em estudos
farmacocinéticos. Isso se deve, em parte, a sua rapida metabolizagdo hepatica e intestinal,
resultando na formagdo de metabdlitos sulfatados e glicuronidados com menor atividade
biologica (PULINGAM et al., 2022). Além disso, o RSV apresenta instabilidade em
condigdes ambientais comuns, sendo sensivel a luz, variagdes de pH e temperatura, o que
compromete sua integridade quimica durante o armazenamento e apds a administragdo. Outro
fator limitante ¢ a baixa solubilidade do RSV em meio aquoso, o que dificulta sua absorc¢ao

sistémica e reduz seu tempo de meia-vida plasmatica. Essas caracteristicas comprometem sua
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eficacia terapéutica, especialmente quando se busca um efeito sist€émico prolongado, como no
caso de doengas inflamatorias cronicas, neurodegenerativas ou na regulagao da fisiologia
reprodutiva, onde a manutencao de concentragdes plasmaticas estaveis € essencial.

Visando solucionar esses problemas, uma estratégia bastante eficaz vem sendo
adotada: a nanoencapsulacdo, que consiste em envolver o RSV em nanoparticulas. Entre os
sistemas mais utilizados, destacam-se as nanoparticulas poliméricas, que apresentam alta
biocompatibilidade, sao biodegraddveis e oferecem vantagens como protegdo do composto
ativo, liberacdo controlada e possibilidade de funcionalizagdo para liberacdo direcionada
(CARLETTO et al., 2016). A nanoencapsulagdo ajuda a proteger o RSV da degradagdo e
melhora sua solubilidade, permitindo que ele seja mais facilmente absorvido pelo corpo.
Além disso, ela possibilita que o RSV seja liberado de forma controlada, ou seja, ele age de
maneira mais eficaz e por mais tempo no organismo. Assim, a nanoencapsulagdo ¢ uma
técnica bastante promissora para tornar o RSV mais eficiente no tratamento de varias doengas
(RIBEIRO et al., 2017).

Um dos polimeros mais utilizados para realizar essa nanoencapsulagao ¢ a poli-&-
caprolactona (PCL). A PCL (Figura 17) ¢ um material biocompativel e biodegradavel, o que
significa que ela é segura para ser utilizada no corpo humano e, apds cumprir seu papel, ¢
naturalmente eliminada. Esse polimero ¢ amplamente utilizado em sistemas de liberacao
controlada de medicamentos, porque ¢ capaz de formar uma estrutura que protege o
resveratrol e garante sua liberagcdo de maneira lenta e prolongada. Em outras palavras, a PCL
funciona como uma "capinha" que envolve o RSV, permitindo que ele seja transportado até o
local desejado no corpo e liberado gradualmente, potencializando seus efeitos terapéuticos

(CORREA et al., 2018).

Figura 17 - Estrutura quimica da unidade monomérica da poli €-caprolactona.
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Fonte: PubChem (2025).

Para produzir as nanoparticulas que contém o RSV e PCL, ¢ utilizado um método
chamado nanoprecipitacdo. A nanoprecipitagdo ¢ um processo simples, mas eficaz, no qual
uma solugcdo que contém o resveratrol e o PCL dissolvidos em um solvente organico ¢
misturada rapidamente com uma solugdo aquosa. A mistura provoca a precipitacdo do RSV e
de PCL, formando nanoparticulas muito pequenas que sdo encapsuladas na matriz polimérica.
Essas nanoparticulas sdo entdo separadas e purificadas para garantir que a quantidade de RSV
esteja corretamente distribuida nas particulas, resultando em um nanossistema estavel e eficaz
para a liberagdo do composto (ALMEIDA et al., 2019).

Esse processo de nanoencapsulacao (Figura 18) oferece uma série de beneficios, como
a protecdo do resveratrol contra a degrada¢do, a melhoria na solubilidade, a liberacao
controlada do composto e, consequentemente, o aumento da eficicia terapéutica. Com o uso
de PCL como material de encapsulamento e a técnica de nanoprecipitagdo, o RSV pode ser
mais eficaz no tratamento de diversas condi¢des de saude, oferecendo uma nova abordagem

para a utilizacao desse composto natural.
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Figura 18 - Ilustragdo esquematica das fases do processo de formagao de nanoparticulas pelo
método de nanoprecipitagao.
Fonte: Adaptado de MORA-HUERTAS et al., (2010).

Estudos recentes demonstram que a administragdo intraperitoneal de nanoparticulas de

PCL carregadas com RSV ¢ eficaz e segura em modelos animais. Mussi et al., (2021)
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desenvolveram nanoparticulas de PCL contendo RSV, com administracdo intraperitoneal em
camundongos na dose de 10 mgkg a cada dois dias, observando aumento da
biodisponibilidade e efeitos terapéuticos significativos, especialmente em modelos de cancer
de mama. Nesses estudos, a escolha da via intraperitoneal ¢ justificada por permitir uma
absorcdo mais rapida e eficiente do composto, evitando a primeira passagem hepatica e
maximizando sua disponibilidade sistémica.

Além disso, Cavalcante et al., (2018) descreveram a formulacao de nanoparticulas de
PCL funcionalizadas com TPGS, com alta eficiéncia de encapsulacio (98%) e perfil adequado
de liberacdo controlada, reforcando a viabilidade do sistema para aplicagdes terapéuticas em
condigdes inflamatodrias cronicas como a periodontite. Assim, a administragdo intraperitoneal
de nanoparticulas de PCL contendo RSV, na dose de 10 mg/kg, apresenta-se como uma
abordagem promissora para garantir a estabilidade do composto e sua eficicia terapéutica em
estudos pré-clinicos in vivo.

Essa tecnologia ainda permite uma liberacdo sustentada do bioativo, o que reduz a
frequéncia de administragao e melhora a adesdao ao tratamento (YANG et al., 2018). Além
disso, o uso de nanocarreadores pode melhorar significativamente a penetragdo celular e a
absorcdo tecidual do RSV, ampliando seu espectro de agdo terapéutica e permitindo
aplicacdes em areas como oncologia, doengas neurodegenerativas, disturbios metabdlicos e

quadros de inflamacgdes cronicas (ABOUREHAB et al., 2022).

2.5 Murinos como modelo na experimentac¢io animal

A utilizagdo de animais em pesquisas cientificas continua sendo um instrumento
essencial para o avango do conhecimento em diversas areas da biomedicina, permitindo o
desenvolvimento de terapias, vacinas e novas abordagens diagnosticas. Entre as espécies
utilizadas, os murinos (ratos € camundongos) se destacam por suas caracteristicas biologicas,
reprodutivas e genéticas que os tornam ideais para modelos experimentais (MARCONDES et
al., 2002).

Camundongos, em particular, s3o amplamente empregados na pesquisa biomédica
devido a sua alta taxa reprodutiva, rapido ciclo de vida, facilidade de manejo e baixo custo de
manutengdo. Além disso, compartilham uma significativa homologia genética com os
humanos, o que permite a extrapola¢do de resultados com maior precisdo (STUMP et al.,

2013).
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Esses animais tém sido utilizados extensivamente em estudos de toxicidade
reprodutiva, desenvolvimento embrionario e mecanismos de doengas humanas, inclusive na
area da reprodugdo e regeneracao tecidual (CHORILLI et al., 2007). O uso de modelos
murinos permite, por exemplo, avaliar os efeitos de substancias sobre a fertilidade, morfologia
folicular e padrdo de ciclicidade reprodutiva, fornecendo subsidios para a analise de riscos e
potenciais efeitos terapéuticos de farmacos ou compostos bioativos (RIBEIRO et al., 2021).

A escolha do modelo animal adequado leva em consideragdo critérios como idade,
peso, status reprodutivo, susceptibilidade genética, presenca de anomalias e reprodutibilidade
dos resultados (FERREIRA et al., 2023). Nesse contexto, os camundongos oferecem uma
base robusta para investigacdes em fases pré-clinicas, sendo especialmente relevantes para
estudos que envolvem mecanismos celulares € moleculares, como apoptose, estresse
oxidativo e diferenciacdo celular (OLIVEIRA et al., 2022).

A linhagem Swiss, amplamente utilizada em estudos reprodutivos, apresenta um ciclo
estral bem caracterizado e semelhante ao de outras linhagens de camundongos. O ciclo estral
dessas fémeas dura aproximadamente 4 a 5 dias e ¢ dividido em quatro fases principais:
proestro, estro, metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro II), sendo possivel identifica-las
por meio da andlise citologica de lavados vaginais (MARCONDES et al., 2002).

Durante o proestro, hé proliferagdo das células do epitélio vaginal, aumento do niumero
de células nucleadas e o crescimento folicular estimulado por FSH. O estro ¢ caracterizado
pela ovulagdo e predominio de células epiteliais anucleadas cornificadas, com o pico de LH
promovendo a liberagdo do oo6cito. No metaestro, observa-se a presenca de leucdcitos
misturados a células epiteliais, marcando o inicio da formacao do corpo luteo. Ja o diestro ¢
caracterizado pelo predominio de leucocitos, periodo em que os niveis hormonais estao mais
baixos e hd manutenc¢do do corpo luteo (SANTOS et al.,, 2021).

A compreensdo do ciclo estral ¢ fundamental para a correta condugdo de experimentos
envolvendo camundongos f€meas, especialmente em pesquisas sobre fertilidade, agdo
hormonal, toxicidade reprodutiva e terapias que influenciam a fun¢do ovariana (SOUZA et

al., 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

Com os avangos nas tecnologias biomédicas e farmacéuticas, cresce o interesse por
terapias naturais como alternativas eficazes e menos invasivas no tratamento de doencas
inflamatérias cronicas, como a periodontite. Dentre os compostos naturais com potencial
terapéutico, destaca-se o resveratrol (RSV), uma fitoalexina com reconhecida atividade anti-
inflamatoéria, antioxidante e imunomoduladora (ANNAIJI et al., 2021). Considerando os
desafios no manejo clinico da periodontite, principalmente nos casos refratarios a terapéutica
convencional, a investigagdo de novas abordagens adjuvantes, como o uso de compostos
naturais, se mostra cada vez mais necessaria.

Modelos experimentais em animais, especialmente camundongos, tém sido
amplamente utilizados para estudar a patogénese da periodontite, por apresentarem
similaridades importantes com a forma clinica da doenga em humanos, como a suscetibilidade
a indu¢do da periodontite € o padrao de perda Ossea alveolar (BHATTARALI et al., 2016).
Além disso, o baixo custo, facil manejo e manipulagdo genética tornam os camundongos
ideais para estudos mecanisticos sobre inflamag¢do periodontal (IKEDA ef al., 2022).

Este estudo apresenta carater inédito ao investigar a influéncia da periodontite
induzida experimentalmente sobre a qualidade dos foliculos ovarianos e a possivel acao
protetora do RSV nesse contexto. A relagcdo entre doengas periodontais e alteragdes sistémicas
j& € reconhecida, mas ha lacunas quanto a compreensdo da interface entre a inflamacdo
periodontal e a fungdo ovariana. Evidéncias recentes apontam que citocinas pro-inflamatorias
liberadas durante processos periodontais podem interferir na dinamica folicular e
comprometer a fertilidade (SANTOS et al., 2019).

Nesse cendrio, a aplicacdo da nanotecnologia na area biomédica, por meio da
nanoencapsulacdo de compostos bioativos como o RSV, desponta como uma promissora
estratégia biotecnologica para melhorar a estabilidade, biodisponibilidade e eficacia
terapéutica dessas moléculas. O uso de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, como a
poli-g-caprolactona (PCL), representa um avango relevante na entrega direcionada e
controlada de farmacos, favorecendo a liberacdo sustentada do agente ativo e a redugdo de
efeitos colaterais sistémicos, o que reforga o potencial clinico e translacional da proposta.

Além disso, a presente investigacdo encontra respaldo nas diretrizes da Agenda 2030
para o Desenvolvimento Sustentavel, especialmente nos Objetivos de Desenvolvimento

Sustentavel (ODS). Contribui diretamente com o ODS 3 (Saude e bem-estar), ao propor
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estratégias inovadoras para a prevencdo e o tratamento de doencas cronicas; com o ODS 5
(Igualdade de género), ao focar na preservacdo da saude reprodutiva feminina; e com o ODS
9 (Industria, inovagao e infraestrutura), ao aplicar solugdes tecnolodgicas avancadas, como a
nanotecnologia, no desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais sustentaveis e eficazes.

Dessa forma, compreender os impactos da periodontite sobre os ovarios e avaliar o
papel do RSV como modulador desses efeitos pode contribuir ndo apenas para o
desenvolvimento de terapias mais integrativas, mas também para a preservacao da saude
reprodutiva feminina. Ao investigar os efeitos do RSV na morfologia e no desenvolvimento
dos foliculos ovarianos em um modelo de periodontite, o presente trabalho visa preencher
uma importante lacuna na literatura e propor um possivel agente terapéutico adjuvante, com
beneficios tanto periodontais quanto sistémicos.

Portanto, o presente estudo se justifica pela necessidade de aprofundar a compreensado
das interacdes entre inflamacao periodontal e o sistema reprodutor feminino, bem como pela
relevancia de identificar estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras, a partir do uso de
compostos naturais como o RSV, fortalecendo o compromisso com a ciéncia translacional, a

sustentabilidade e a inovagao em saude.
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4 HIPOTESES

4.1 Hipotese Nula

O tratamento com RSV nado influencia na iniciagdo promocdo ou progressio da

periodontite induzida e nem como fator protetivo no desenvolvimento de foliculos ovarianos

em camundongos fémeas.

4.2 Hipotese Alternativa

Os grupos tratados com RSV apresentam diferenga expressiva no progresso da
periodontite e no processo de desenvolvimento e morfologia de foliculos ovarianos de

camundongos fémeas.
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5 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do RSV na perda dssea alveolar e no processo inflamatério em
camundongos fémeas submetidas a indugdo da periodontite e no desenvolvimento e

morfologia de foliculos ovarianos desses animais.

Objetivos especificos

Avaliar, por meio de andlise histométrica da regido interproximal, o nivel de perda

Ossea alveolar em decorréncia da periodontite induzida e os efeitos do RSV.

Analisar quantitativamente a perda oOssea alveolar por meio de andlises

morfométrica e histométrica.

Avaliar, através de andlise histoldgica, os efeitos da periodontite € do RSV no
numero de foliculos ovarianos normais e degenerados em ovarios de camundongos

fémeas.

Avaliar, por meio de analises morfométrica e histoldgica, os efeitos da periodontite
e do RSV no niimero de foliculos em desenvolvimento em ovarios de camundongos

fémeas.

Avaliar, por meio de andlise histoldgica, a acdo do RSV na configuracdo da matriz
extracelular (MEC) e na densidade das células do estroma ovariano de

camundongos fémeas.

Avaliar os efeitos da periodontite e do resveratrol na viabilidade de complexos

cumulus-odcito em ovarios de camundongos fémeas.
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Abstract

Resveratrol (RSV), a polyphenolic compound found in grapes and other plants, has
demonstrated promising therapeutic effects on periodontitis and associated systemic
conditions. This narrative review compiled and analyzed nine original studies, including in
vitro assays, animal models, and a clinical trial, published between 2015 and 2025. The
findings consistently showed that RSV reduces periodontal inflammation, preserves alveolar
bone, and downregulates pro-inflammatory cytokines such as IL-1f, IL-6, and TNF-a. In
clinical settings, RSV supplementation improved plaque control, bleeding indices, and
probing depth in periodontitis patients. Experimental models also revealed systemic benefits,
including improved insulin sensitivity in diabetic conditions, anti-proliferative and anti-
angiogenic effects in cancer, and protection of ovarian follicles against chemotherapy-induced
toxicity. Notably, nanoencapsulated forms of RSV, such as lipid nanoparticles and

nanocapsules, demonstrated superior bioavailability and therapeutic outcomes compared to
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free RSV. These results suggest that RSV, particularly when delivered through
nanotechnology-based systems, is a promising adjuvant for controlling periodontal
inflammation and mitigating its systemic repercussions. Further randomized clinical trials are

needed to confirm its safety, dosage, and long-term efficacy in human populations.

Keywords: Resveratrol; periodontitis; nanoparticles; inflammation and systemic health.

Introduction

Periodontitis is a multifactorial chronic inflammatory disease characterized by the
progressive destruction of tooth-supporting structures, including the periodontal ligament,
cementum, and alveolar bone. Its etiology is closely linked to a dysbiotic microbial biofilm
that triggers an exacerbated host immune-inflammatory response. However, genetic,
environmental, and systemic factors significantly influence the severity and progression of the
disease (NALLASAMY et al., 2021). Among the systemic conditions most frequently
associated with periodontitis are diabetes mellitus and cardiovascular diseases, in which the
chronic inflammatory state plays a central role in the bidirectional relationship between these
disorders (BHATTARALI et al., 2016). In recent years, periodontitis has increasingly been
recognized as a condition with systemic repercussions. Local release of inflammatory
mediators such as proinflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a) and reactive oxygen
species (ROS) can reach the systemic circulation and affect distant organs, contributing to
metabolic dysfunction and chronic inflammation (NIKNIAZ et al., 2023). As a result,
therapeutic strategies capable of modulating inflammation and oxidative stress have become a
relevant area of interest.

In this context, natural compounds with bioactive properties have been extensively
investigated as adjuncts in periodontal therapy. Among them, RSV—a natural polyphenol
found in grapes, peanuts, and berries—stands out for its antioxidant, anti-inflammatory,
immunomodulatory, and anti-aging properties (ZHEN et al.,2015). Studies have shown that
RSV can inhibit activation of the NF-«B transcription factor, reduce the production of
proinflammatory cytokines, and modulate redox-sensitive signaling pathways involved in
inflammation (IKEDA et al., 2022). Additionally, RSV has been associated with improved

glycemic control, cardiovascular protection, and regulation of reproductive function,
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demonstrating potential for systemic health support (BHATTARALI et al., 2016). Particularly
in female reproductive health, RSV has shown beneficial effects in modulating ovarian
function, preventing premature follicular aging, and preserving fertility, especially under
inflammatory and oxidative conditions that impair oocyte quality and endocrine homeostasis
(CORREA et al., 2019). The intersection between periodontal inflammation and reproductive
dysfunction has also gained growing attention, as systemic inflammation originating from
periodontitis may negatively affect ovarian function and fertility, especially in women of
reproductive age. Given this scenario, understanding the molecular and physiological
mechanisms by which RSV and its nanoformulations exert therapeutic effects both locally in
the oral cavity and systemically represents a promising approach in integrative medicine. In
this regard, nanotechnology has enabled significant advancements by enhancing the
bioavailability, stability, and efficacy of natural compounds such as RSV, optimizing their
pharmacological action and broadening their therapeutic potential (ZHEN et al., 2015).

This review aimed to compile and discuss current scientific evidence regarding the use
of resveratrol as an adjunct agent in the treatment of periodontitis, with emphasis on its
systemic effects, particularly in glycemic control, cardiovascular protection, and fertility
preservation. Specifically, it seeks to answer the following research question: What is the
impact of resveratrol on periodontitis and its systemic effects related to diabetes,

cardiovascular diseases, and fertility preservation?
Methods

A literature review was conducted using PubMed, Medline, and Embase to find peer-
reviewed studies from 2015 to 2025 on the effects of free or nanoformulated RSV on
periodontitis and systemic health. Included were clinical trials and in vitro/in vivo studies
assessing periodontal parameters, systemic inflammation, metabolic regulation, cancer, and
fertility. Inclusion criteria were full-text articles in English, Portuguese, or Spanish explicitly
evaluating RSV’s effects. Excluded were editorials, letters, non-peer-reviewed papers, and

studies lacking clear methods or outcomes.
Results and discussion

Following the application of inclusion and exclusion criteria, 8 studies published

between 2015 and 2025 were selected for this review. The included publications comprise
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clinical trials and in vivo and in vitro animal studies addressing various aspects of RSV’s

effects on both periodontal and systemic health.

Most studies evaluated the role of RSV in reducing periodontal inflammation,

inhibiting alveolar bone loss, and modulating proinflammatory cytokines, particularly IL-1f,

IL-6, and TNF-a. Additionally, several reports highlighted positive systemic outcomes,

including improved insulin sensitivity, reduced peripheral insulin resistance, regulation of

lipid metabolism, inhibition of cancer cell proliferation, and preservation of ovarian and

follicular function. Table 1 shows a synthesis of key experimental and clinical studies that

evaluated the effects of resveratrol on periodontal and systemic health outcomes.

The selected studies include in vitro experiments using human periodontal ligament

cells, various in vivo animal models—such as mice with periodontitis—and a clinical trial

involving patients with periodontitis. Collectively, the findings indicate that RSV consistently

reduces inflammatory markers, such as IL-6, IL-8, IL-1f, and TNF-a, and contributes to the

preservation of alveolar bone and periodontal tissues.

Table 1 — Summary of the nine key studies on resveratrol and periodontitis: experimental

models, key outcomes, and conclusions.

Author /
Year

Experimental
Model

Key Outcomes

Conclusion

Silva et al.,
2024

In vitro — preantral
follicles (mouse)

Mitochondrial activity;
follicular integrity

RSV attenuates
doxorubicin-induced
toxicity in ovarian

follicles
Nikniaz et | Clinical trial — Improved periodontal RSV showed anti-
al., 2023 patients with parameters (plaque, bleeding, | inflammatory effect
periodontitis PPD) and clinical
improvement
Pandini et | In vivo —rats with | Decreased alveolar bone loss; | RSV protects bone and
al., 2021 periodontitis regulation of IL-17 regulates immune
response during
periodontitis
Ibrahim et | In vivo — cisplatin- | Reduced oxidative stress, RSV protects against
al., 2021 treated rats inflammation, and apoptosis | chemotherapy-induced
in ovarian and uterine tissue | reproductive toxicity
Corréaet | Invivo—rats Decreased oxidative stress RSV mitigates
al., 2019 exposed to smoke | markers periodontitis
+ periodontitis progression under
oxidative stress
conditions
Corréa et | Invivo —rats with | Reduced inflammatory Systemic RSV reduces
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al., 2018 periodontitis and cytokines; joint and progression of
arthritis periodontal improvement periodontitis and

arthritis

Cirano et | In vivo —rats with | Reduction in RSV shows

al., 2016 periodontitis periodontopathogens antimicrobial effect
during experimental
periodontitis

Bhattarai | In vivo —rats with | Reduced bone loss; decreased | RSV prevents alveolar

etal., 2016 | periodontitis inflammatory mediators bone loss and

inflammation in
periodontitis model

Zhen et al., | In vivo — diabetic | Downregulation of TLR4 RSV ameliorates
2015 mice with pathway periodontitis in diabetic
periodontitis conditions via TLR4
suppression

Notably, RSV nanoformulations demonstrated superior bioavailability and enhanced
therapeutic outcomes compared to the free form (IBRAHIM et al., 2021). Systemic benefits
were also observed in models of diabetes and cancer, where resveratrol improved metabolic
markers (ZHEN et al., 2015). These results reinforce the compound’s multifaceted therapeutic
potential and support further clinical investigation into its application in both localized
periodontal therapy and broader systemic interventions.

The collective findings from the last five years reveal a growing and consistent body
of evidence supporting RSV as a promising adjunctive agent in the periodontitis treatment
and in the modulation of systemic inflammatory processes. RSV's efficacy stems primarily
from its anti-inflammatory, antioxidant, and immunomodulatory properties, which have
shown relevance not only in the context of periodontal health but also in metabolic,
oncologic, and reproductive conditions (IKEDA et al., 2022).

In preclinical models, RSV has demonstrated the capacity to inhibit pro-inflammatory
cytokines such as TNF-a and IL-1B, while enhancing antioxidant defenses (e.g., SOD and
catalase), ultimately contributing to the preservation of alveolar bone and periodontal tissue
(DHAKAR et al., 2019). Furthermore, studies involving diabetic models showed that RSV
improves glycemic control and reduces alveolar bone loss (IBRAHIM et al, 2021),
reinforcing the hypothesis that it could be particularly beneficial in systemically compromised
patients, such as those with diabetes mellitus.

Clinical evidence, although still limited, has begun to emerge. NIKNIAZ et al., (2023)

reported significant improvements in clinical periodontal parameters, such as probing depth
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and bleeding on probing, in patients receiving RSV, aligning with preclinical findings and

indicating translational potential.
Effects of Resveratrol on Periodontitis

Multiple pre-clinical studies demonstrate that RSV supplementation reduces alveolar
bone loss and periodontal inflammation. In rat models, RSV administration significantly
inhibited inflammatory cytokines, reduced oxidative stress, and preserved alveolar bone via
activation of the Sirt]l/AMPK and Nrf2/antioxidant defense pathways (BHATTARALI et al.,
2016). In diabetic patients with chronic periodontitis, RSV supplementation alongside non-
surgical periodontal therapy led to significant reductions in insulin resistance, fasting insulin,
and periodontal pocket depth, though effects on fasting glucose and triglycerides were not
significant (NALLASAMY et al., 2021). Additionally, RSV reduced serum interleukin-6
(IL-6) levels, indicating an anti-inflammatory effect, although changes in TNF-o, total

antioxidant capacity, and clinical attachment loss were not statistically significant.
Effects of Resveratrol Systemic Health

RSV’s systemic benefits extend beyond oral health to systemic conditions. Corréa et
al. (2018) investigated the systemic effects of RSV treatment on the progression of
experimental periodontitis and arthritis in rats. Their findings demonstrated that systemic
administration of RSV significantly reduced inflammatory markers and tissue destruction in
both periodontal and arthritic lesions. The treatment effectively attenuated alveolar bone loss
and joint inflammation, suggesting a potent anti-inflammatory and protective role of RSV in
chronic inflammatory conditions. These results highlight RSV’s potential as a therapeutic
agent that modulates systemic inflammation, improving outcomes in diseases characterized by

persistent inflammatory responses.
Effects of Resveratrol on Female Fertility

RSV’s systemic benefits also extend to reproductive health. Studies indicate that RSV
may improve ovarian function and reproductive outcomes in women, with potential
therapeutic effects in both natural and assisted fertility settings (SILVA et al., 2024). Its
phytoestrogenic properties and influence on embryogenesis and pregnancy-related
complications are under investigation, with current evidence supporting a positive, though not

yet fully defined, role in female fertility. The RSV’s anti-inflammatory effects are believed to
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benefit reproductive health by reducing the systemic inflammation that can impair fertility
and increase complications during pregnancy (NALLASAMY et al., 2021).

In a recent study, Silva et al., (2024) investigated the effects of RSV on ovarian
follicles in experimental mouse models, focusing on protection against damage induced by
doxorubicin, a chemotherapeutic agent used to treat various types of cancer. The research
demonstrated that adding RSV to the culture medium of isolated ovarian follicles resulted in
significant protection against the toxic effects of doxorubicin, promoting cell survival and
preserving the morphological structure of the follicles. Additionally, a decrease in DNA
fragmentation and an improvement in mitochondrial activity of the RSV-treated follicles were
observed. These results suggest that RSV can effectively protect ovarian follicles from
chemotherapeutic toxicity, which may be crucial for fertility preservation in patients

undergoing aggressive oncological treatments (SILVA et al., 2024).
Nanoformulations containing resveratrol

Emerging research suggests that nanoformulations of RSV may enhance its
bioavailability and therapeutic efficacy, particularly in targeting inflammatory bone diseases
such as periodontitis and osteoporosis (IKEDA et al, 2022). These formulations could
facilitate the use of resveratrol as a bioactive material for implant coatings, further supporting
bone regeneration and anti-inflammatory responses (CORREA et al., 2018). The potential of
nanoformulated RSV to overcome bioavailability challenges represents a promising avenue
for future research and clinical application in periodontitis and other chronic diseases.

A major barrier to the clinical application of RSV has been its low bioavailability.
However, recent innovations in nanotechnology-based delivery systems have sought to
overcome this limitation (CORREA er al, 2019). Nonetheless, there remain important
limitations and gaps. While animal models provide valuable mechanistic insight, larger-scale
clinical trials are needed to confirm safety, optimal dosage, and long-term efficacy in humans.
Moreover, standardization of nanoformulations, as well as pharmacokinetic and
pharmacodynamic profiles, must be addressed before RSV can be widely adopted in

periodontal therapy.
Final Considerations

In summary, RSV demonstrates multifunctional therapeutic potential by reducing

periodontal inflammation and positively influencing systemic conditions. The link between
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local periodontal effects and systemic benefits highlights the importance of integrated
treatment approaches. Advanced delivery systems, such as nanoformulations, appear
promising for enhancing RSV’s clinical effectiveness.

Furthermore, RSV shows potential as an adjunct in periodontitis management, offering
additional benefits related to metabolic regulation, disease prevention, and female fertility
improvement. However, further clinical studies are needed to establish optimal dosing,
evaluate long-term safety, and confirm the efficacy of these new delivery methods.
Incorporating RSV into periodontal and systemic health protocols could represent a

significant advancement in comprehensive patient care.
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ABSTRACT

Periodontitis is a highly prevalent chronic inflammatory disease that affects the supporting
tissues of the teeth and may trigger systemic repercussions, including negative effects on
female reproductive health. The release of pro-inflammatory cytokines from inflamed
periodontal tissues can affect the development and morphology of ovarian follicles,
potentially impairing fertility. Resveratrol (RSV), a natural polyphenol with antioxidant and
anti-inflammatory properties, has demonstrated beneficial effects in various inflammatory
conditions. This study aimed to evaluate the effects of nanoencapsulated RSV in poly(e-
caprolactone) polymeric nanoparticles on experimental periodontitis and ovarian
folliculogenesis in female Swiss mice. Sixty animals were randomly distributed into five
experimental groups (n=12): Naive group (no manipulation), PBS group (healthy animals
treated with phosphate-buffered saline), RSV group (healthy animals treated with RSV), Perio
+ PBS group (animals with induced periodontitis treated with PBS), and Perio + RSV group
((animals with induced periodontitis treated with RSV). Periodontitis was induced by ligature
for 14 days, during which the animals received daily intraperitoneal injections of PBS or
RSV. After euthanasia, the mandibles were collected for histological and morphometric
analysis of alveolar bone loss and periodontal integrity. The ovaries were processed for
classification and evaluation of follicular development and morphological integrity. Data were
analyzed using ANOVA followed by Bonferroni’s test (p<0.05). The findings suggest that,
under the conditions of this study, an increase in periodontal disease severity and tissue
damage was observed in the RSV-treated group, suggesting a potential exacerbating effect of
RSV. However, the group of animals with periodontitis treated with RSV showed a higher
proportion of normal and developing follicles, indicating a systemic protective effect on the
ovaries. These results reinforce the potential of nanoencapsulated RSV in preserving ovarian
function in chronic inflammatory contexts, highlighting the need for further studies on its

mechanisms of action and formulation optimization.

Keywords: Periodontitis; ovarian follicles; resveratrol; mice; alveolar bone loss.
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INTRODUCTION

Periodontitis is a common chronic inflammatory disease characterized by alterations in
the oral microbiota that trigger an exaggerated immune response, leading to progressive
damage to periodontal tissues (MARTELLACCI et al., 2019). Clinically, it is recognized by
the loss of periodontal support, which is observed through clinical attachment loss, alveolar
bone resorption, periodontal pocket formation, and gingival bleeding (PAPAPANOU et al.,
2018). Chronic systemic inflammation can impair endocrine function, particularly through the
sustained elevation of cortisol, a glucocorticoid hormone released in response to physiological
stress. Synthesized in the zona fasciculata of the adrenal cortex, cortisol plays a critical role in
various physiological systems, including immune, metabolic, and reproductive axes
(RAJAGOPAL et al., 2023). When chronic inflammation becomes dysregulated, cortisol
secretion may suppress the release of gonadotropins, hindering the secretion of FSH and LH,
which affects ovarian follicular development and female fertility (YANG et al., 2023).

Advances in biotechnology and pharmacology have promoted the use of natural
therapies as an alternative in treatment, with a particular focus on bioactive compounds such
as resveratrol (RSV). This polyphenol is widely recognized for its antioxidant and anti-
inflammatory properties, making it an interesting option for modulating chronic inflammation
(DUARTE et al, 2025). However, the efficacy of resveratrol is limited by its low
bioavailability. To overcome this limitation, nanotechnological approaches have been
employed to improve its stability and therapeutic action. Recent studies indicate that RSV
nanoparticles enhance its effectiveness, promoting modulation of the ovarian
microenvironment (ZHANG et al., 2021). These formulations, such as liposomes and self-
aggregated nanoparticles, have been shown to reduce inflammatory cytokines and oxidative
stress, as well as protect ovarian follicles by preserving their morphology and functionality,
thereby contributing to fertility maintenance (SHI et al., 2024).

Given these perspectives, there is an increasing need for more specific and in-depth
investigations into the anti-inflammatory potential of resveratrol and its possible influence on
ovarian follicular development in the context of periodontal inflammation, considering the
interconnected nature of inflammatory and reproductive pathways. Therefore, this study aims
to explore the relationship between chronic periodontal inflammation and female reproductive
dysfunction, highlighting the potential role of RSV as an adjunct in modulating systemic

inflammatory responses and preserving gametogenic function.
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2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Animals

Sixty female Swiss mice were obtained from the Animal Facility of the Federal
University of Ceard. They were housed in polyethylene cages containing six animals each
(two cages per treatment group), lined with wood shavings, and provided with ad libitum
access to filtered water and standard chow (Nuvilab). Environmental temperature was kept at
a constant average of 22.0 °C. It is important to note that the animal housing room was
equipped with an exhaust ventilation system to ensure air quality. The animals were
maintained under 12-hour light/dark cycles and randomly allocated into five experimental

groups (n = 12), as described on Table 1.

Table 1 - Experimental group distribution.

Naive Naive animals (no experimental manipulation)
PBS Healthy animals (no periodontitis) + placebo treatment (PBS)
RSV Healthy animals (no periodontitis) + RSV treatment
PERIO + Periodontitis-induced animals + placebo treatment (PBS)
PBS
PERIO + Periodontitis-induced animals + RSV treatment
RSV

Source: The author
2.2 Assessment of the Estrous Cycle

The estrous cycle of the animals was evaluated once daily for 15 consecutive days,
between 4:00 and 5:00 p.m., by a single evaluator, following the protocol established by
Marcondes (2002), as illustrated in figure 1. Based on the cell types observed, each female
was classified as being in proestrus, estrus, metestrus, or diestrus. Only females displaying a
regular cycle, with a duration of 4 to 5 days, were included in the experiments. During the

experimental period, mice 'estrus cycle was evaluated in periods on day 0 and 14.
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Additionally, body weight measurements were recorded on those days to assess potential

changes across the different treatment groups.

2.3 Experimental model for inducing periodontitis and RSV administration

After group allocation, one hour prior to the induction of experimental periodontitis,
the animals were anesthetized with intraperitoneal injections of ketamine hydrochloride (80
mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). All mice had their lower first molars ligated using 4-0 cotton
suture thread. Once positioned, the ligature was secured with a knot on the buccal surface,
leaving the thread in a supragingival position on the buccal side and subgingival on the palatal

side, as illustrated in figure 1.

Figure 1 - Representation of the sequence of periodontitis induction in mice’s lower first

molars.

Source: The author (2025).

As periodontitis subsequently had been induced, the animals were treated with RSV
following the established protocol during 14 days. In this study, an antisolvent
nanoprecipitation strategy combined with rapid precipitation was employed for the production
of RSV nanoparticles. The solution containing the nanoencapsulated particles was provided
by the Federal University of Ceara, where it was produced in the laboratory of the Faculty of
Pharmacy, Dentistry and Nursing. RSV was supplied by Suzhou Vitajoy (China), and poly-e-
caprolactone (PCL) was purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). This

method uses a mixer capable of achieving rapid mixing within milliseconds, resulting in the
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formation of synergistically entrapped nanoparticles. RSV was daily administered at a dose of
10 mg/kg of body weight and via intraperitoneal injection. The intraperitoneal route was
selected as it enables faster and more efficient absorption of the compound, bypassing first-
pass hepatic metabolism and enhancing systemic bioavailability (CORREA et al., 2018).
After the treatment period, the animals were euthanized under anesthesia. Anesthetic
overdose was administered using three times the standard anesthetic dose, corresponding to
240 mg/kg of ketamine and 30 mg/kg of xylazine. At this stage, both the ovaries and the
mandibles were collected for morphometric and histological analyses at the respective

experimental time points.

2.4 Measurement of alveolar bone loss

After the animals were euthanized, the mandibles were removed and sectioned in the
midline, with the right hemimandibles designated for morphometric analysis. The samples
were fixed in 10% buffered formalin for 24 hours, followed by immersion in 70% ethanol
for 4 hours. Subsequently, the hemimandibles were dissected and stained with 1% aqueous
methylene blue to enhance the contrast between dental and bone tissues. The specimens
were then photographed under standardized conditions, and the images were analyzed using
the ImageJ software (ImageJ 1.44p, National Institutes of Health, USA). The extent of
alveolar bone loss was determined by measuring the linear distance from the cementoenamel
junction (CEJ) to the alveolar bone crest in the region between the first and second lower
molars, where the ligature had been placed to induce periodontitis. This measurement was
used as an indicator of alveolar bone resorption and was compared across experimental
groups. A calibrated reference area of 5 x 5 mm? was used for standardization, as described

by Kurh et al. (2004).
2.5 Histopathological Analysis of the Mandibles

The left hemi mandibles previously fixed in buffered formalin (10%) were
demineralized using EDTA solution for 40 days. After this process they were dehydrated in
increasing concentrations of ethanol cleared with xylene and included in paraffin. Serial
sections (7 wm thickness) were stained with hematoxylin and eosin as described (SANTOS
et al., 2021). For quantitative analysis, the Image J software was used on the mesial portion

of the second molar to measure the attachment levels from the enamel-cementum junction to
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the base of the gingival sulcus or periodontal pocket (SIMA et al, 2016), to assess

attachment loss.

2.6 Histological and viability assessment of ovarian follicles and oocytes

Following euthanasia, the ovaries of all animals from each group were collected and
processed for both histological and viability analyses. Initially, ovaries were fixed, dehydrated
in a graded ethanol series, cleared in xylene, and embedded in paraffin wax. Sections of 7 um
thickness were mounted on glass slides and stained using the periodic acid—Schiff (PAS)-
hematoxylin method. Histological evaluations were conducted using a Nikon microscope at
magnifications of 100x and 400x.

To assess follicular development ovarian follicles were classified into the following
categories: primordial (oocyte surrounded by a single layer of flattened granulosa cells),
primary (oocyte surrounded by a single layer of cuboidal granulosa cells), secondary (oocyte
surrounded by multiple layers of cuboidal granulosa cells), and tertiary (oocyte surrounded by
multiple layers of cumulus cells with a well-developed antral cavity). Follicles were further
categorized as histologically normal when they contained an intact oocyte surrounded by
well-organized granulosa cells with no pyknotic nuclei. In contrast, degenerated follicles were
identified by the presence of a retracted oocyte, pyknotic nuclei, and/or disorganized
granulosa cells detached from the basement membrane.

For the evaluation of oocyte viability post-ovarian culture, the slicing technique was
applied to isolate cumulus-oocyte complexes (COCs). Following selection, denuded oocytes
were transferred to 100 uL drops of DMEM+ medium on glass slides supplemented with 4
mM calcein-AM and 2 mM ethidium homodimer-1 (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe,
Germany). After incubation at 37°C for 15 minutes, the samples were examined under a
fluorescence microscope.

Fluorescence was detected at wavelengths of 488 nm (calcein-AM) and 568 nm
(ethidium homodimer-1). Calcein-AM marked viable oocytes through esterase activity in the
cytoplasm, emitting green fluorescence, while ethidium homodimer-1 penetrated only non-
viable cells, binding to nucleic acids and emitting red fluorescence. Oocytes were deemed
viable when green fluorescence was observed in the cytoplasm with no red staining in the

chromatin. Conversely, red nuclear fluorescence indicated non-viable oocytes (SILVA et al.,

2024).
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2.7  Analysis of the extracellular matrix and evaluation of density of ovarian
stroma

To evaluate the distribution and density of collagen fibers within the extracellular
matrix of the ovarian cortex, histological staining with Picrosirius Red (Abcam Kit) was
conducted based on the protocol adapted from Vanié (2017). Ovarian tissue sections (7 pm
thick) were initially dewaxed in xylene and then incubated with 0.1% Sirius Red solution for
1 hour at room temperature. Following staining, excess dye was removed using 0.5% acetic
acid, after which the samples were dehydrated, mounted on slides, and examined using an
optical microscope at 400x magnification (Nikon Eclipse TS 100).

For each experimental group, collagen fiber density was assessed in ten randomly
selected fields. The images were captured using a DS-Ril cooled digital camera (Nikon,
Eclipse TS 100, Japan) and analyzed with Imagel] software (version 1.51p, 2017).
Quantification was based on the percentage of the area occupied by collagen fibers, which
appeared red under polarized light, while ovarian follicles remained unstained. The software
automatically excluded non-stained follicular areas from the total collagen-positive area to
ensure accuracy. Collagen intensity was measured by calculating the mean pixel intensity

within the selected area after background subtraction.

2.8 Evaluation of Cumulus-Oocyte Complex (COC) Quality

Following ovariectomy, the ovaries were immediately transferred to TCM-199
medium, and the cumulus-oocyte complexes (COCs) were retrieved via mechanical extrusion
of follicles using 26G needles. For each experimental group, pools consisting of 112-115
COCs were collected and subjected to morphological classification based on cumulus

investment and cytoplasmic appearance.

Table 2 — Morphological classification criteria for cumulus-oocyte complexes (COCs).

Grade Morphological Criteria

I Homogeneous cytoplasm; surrounded by three or more compact layers of

cumulus cells.
I Homogeneous cytoplasm; surrounded by at least two layers of cumulus cells.

1 Homogeneous or slightly heterogeneous cytoplasm; partial or discontinuous
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cumulus layer.

v Heterogeneous or degenerated cytoplasm; absence of cumulus cells.

Source: Adapted from Zarcula et al. (2014); Stringfellow and Givens (2010); De Loos et al. (1991).

2.9 Photomicrography and images analysis

Using the DM2500 microscope (Leica, Wetzlar, Germany) and a 6.1-megapixel digital
camera (Canon® 60D), all histology and immunohistochemistry-stained slides were
photographed. The ImageJ® software was used to quantify all morphological data (KUHR
et al., 2004). At least three different images from three distinct samples were used for

statistical analysis.

2.10 Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the computer program GraphPad Prisma
(5.0). Data that did not show normal distribution, selected by the Shapiro-Wilk test,
underwent logarithmic transformation. The parametric variables of the average percentage of
normal follicles and follicular activation in each treatment were evaluated by Fisher's exact
test and the comparison between treatments using Kruskal-Wallis. For the analysis of collagen
fibers, the data were analyzed by the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn comparison.
The results were expressed as mean and standard error (mean + S.E.M). Differences were

considered significant when p <0.05.

3 RESULTS

3.1 Alveolar bone loss

Mice with induced periodontitis, whether with PBS treatment or associated with RSV
treatment had a significant increase in alveolar bone loss when compared with those from
naive group (P < 0.0001) (Figure 2). Although only the RSV treatment did not protect from
alveolar bone loss in healthy mice (P > 0.05). The jaws of animals in which periodontitis was
not induced had preserved alveolar bone, while those with induced periodontitis had

significant alveolar bone loss and root exposure injury (Figure 3).
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Figure 2 — Level of mandibular bone resorption in animals from the naive group (A), treated
only with PBS (B), treated only with RSV (C), with periodontitis and treated with PBS (D),

with periodontitis and treated with RSV (E). Marked lines indicating area of bone resorption.
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Figure 3 - Resorption in mm? of alveolar bone in animals from the naive group, treated with
PBS, periodontitis with PBS treatment and with periodontitis with RSV treatment. Indicated

the alveolar bone resorption evaluated on the area limited between the cement-enamel



78

junction and alveolar bone crest on the buccal face of hemimaxillae. Data are presented as
mean £ SEM and were analyzed by ANOVA Tukey test (N = 12 mice per treatment). a, b:

different letters indicate statistically significant differences (P < 0.05).

3.2 Histology of the jaws

Mice with induced periodontitis, with PBS treatment or associated with RSV
treatment, had a significant increase in the levels of insertion of the first molars when
compared with those without periodontitis treated with only PBS or RSV and control group
(Naive) (P< 0.0001) (Figures 4 and 5). Healthy mice treated with RSV had no significant
changes in insertion levels (P > 0.05). Mice with induced periodontitis that received RSV

treatment had not reduced insertion levels. When compared to those with periodontitis, but

treated with PBS (P < 0.0001).
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Figure 4 — Histological sections illustrating alveolar bone loss (POA) in the 1st molars of

mice from the naive group (A), treated only with PBS (B), treated only with RSV (C), with
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periodontitis and treated with PBS (D), with periodontitis and treated with RSV (E). Scale bar
= 100pm (40x).
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Figure 5 — Loss of attachment of the Ist molars in animals from the naive group, without
periodontitis treated with PBS (PBS), without periodontitis treated with RSV (RSV), with
periodontitis treated with PBS (Perio and PBS), and with periodontitis and treated with RSV
group (Perio and RSV). Data are presented as mean + SEM and were analyzed by ANOVA
Tukey test (N = 12 mice per treatment). a,b, c: different letters indicate statistically significant

differences (P < 0.05)

3.3 Effect of RSV on follicular morphology and development of female mice induced to

periodontitis

3.3.1 Ovarian Histology

Representative histological sections (Figure 6) illustrate the classification of ovarian
follicles into normal (primordial, primary, secondary, and antral) and degenerated types. The
analysis aimed to assess follicular integrity and development across experimental groups,
highlighting potential protective or deleterious effects of treatments on ovarian morphology.
As shown in figure 7, the analysis of ovarian follicular morphology (%) in the different
experimental groups demonstrated that the Naive, PBS, and RSV groups exhibited a higher
percentage of morphologically normal follicles, with no statistical difference among them (p
> 0.05), as indicated by the letter a. In the group with periodontitis and treated with PBS, a

significant reduction in the proportion of normal follicles and an increase in degenerated
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follicles were observed compared to the control groups (p < 0.05), represented by the letter b.
Treatment with RSV in the group with periodontitis and treated with RSV resulted in an
intermediate proportion of normal follicles, significantly higher than the in the group with
periodontitis and treated with PBS, but lower than the non-periodontitis groups, indicated by
the letter c¢. These findings suggest that periodontitis induces adverse changes in follicular

morphology, which may be partially attenuated by treatment with RSV.
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Figure 6 - The image shows the morphology (A-H) of the follicles in diferente groups.
The histology images illustrate the ovarian follicles evaluated as normal or degenerated:

primordial (A-E), primary (B-F), secondary (C-G) and tertiary (D-H).
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Follicular morfology (%)

Naive PBS RSV PERIO+PBS PERIO+RSV

Il Normal follicles O Degenerated follicles

Figure 7 — The percentages (mean + SE) of normal and degenerated follicles in
ovaries mice from the naive group, treated only with PBS, treated only with RSV, with
periodontitis and treated with PBS, with periodontitis and treated with RSV. The percentages
of normal and degenerated follicles was calculated as the fraction of normal follicles
number/total follicles number in each treatment (x 100). Data were compared using chi-square
test and expressed as percentages. Different lowercase letters a, b and c indicate statistically
significant differences between treatments (p < 0.05).

The bar graph in figure 8§ illustrates the percentage distribution of primordial and
developing ovarian follicles (primary, secondary, and antral) among the experimental groups.
Treatment with nanoencapsulated RSV was associated with a higher proportion of developing
follicles, suggesting a potential protective effect on folliculogenesis despite the inflammatory

context.
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Figure 8 - The percentages (mean + SE) of primordial follicles and developing follicles in
mice ovaries mice from the naive group treated only with PBS treated only with RSV with
periodontitis and treated with PBS, with periodontitis and treated with RSV. The percentage
of primordial and developing follicles was compared by chi-square test and no significant
differences were observed between treatments (p > 0.05). Numbers of follicles evaluated are

shown within each column.
3.3.2 Extracellular matrix analysis

Histological evaluation of ovarian tissue (Figure 10) revealed distinct alterations in the
extracellular matrix (ECM) organization among the experimental groups. Inflammatory
conditions were associated with ECM disorganization, including reduced collagen density and
altered stromal architecture. Treatment with RSV appeared to mitigate some of these changes,
preserving ECM integrity and suggesting a potential modulatory effect on ovarian

microenvironmental homeostasis.
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Figure 9 - (A-E) Representative images of collagen fibers labeled by Picrosirius red: (A)
naive; (B) treated only with PBS; (C) treated only with RSV; (D) with periodontitis and
treated with PBS; (E) with periodontitis and treated with RSV. Scale bar: 100 pm (400x).
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Figure 10 - The levels of collagen fibers (mean = SD) in the mouse ovaries from the naive
group, treated only with PBS, treated only with RSV, with periodontitis and treated with PBS,
with periodontitis and treated with RSV. Collagen fiber distribution was analyzed by the
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s comparison. a, b and c¢ different lowercase letters

indicate statistically significant differences between treatments (p < 0.05).
3.3.3 Evaluation of Stromal Cells Density in mice ovary

Figures 11 and 12 present the analysis of stromal cell density (cells/100 um) in the

different experimental groups. No statistically significant differences were observed among
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the groups (p > 0.05). Although a slight reduction in stromal cell density was noted in the
treated PBS and with periodontitis group compared to the other groups, this change did not
reach statistical significance. Treatment with resveratrol in the induced periodontitis and
treated with RSV group resulted in a stromal cell density similar to that observed in the
control groups, suggesting a possible tendency toward normalization; however, this effect was
not statistically confirmed. These findings indicate that experimental periodontitis and
resveratrol treatment did not significantly affect stromal cell density in the ovarian tissue

under the conditions evaluated.

Figura 11 - Morphology of stromal cells in (A) naive; (B) treated only with PBS; (C) treated
only with RSV; (D) with periodontitis and treated with PBS; (E) with periodontitis and treated
wit