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RESUMO

CAMARGO, R. R. Avaliagcdo da resposta inflamatdria local em ratos fumantes
passivos com periodontite apical submetidos a terapia adjuvante sistémica de
Omega-3. 2024. Trabalho de Conclusio de Curso (Graduacdo) — Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2024.

O objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia da suplementacao sistémica
com Omega-3 na associacdo entre tabagismo e periodontite apical (PA) induzida em
ratos na resposta inflamatoéria local. Sessenta e quatro animais foram divididos em 8
grupos (n=8): C (controle, ratos sem PA e sem exposicéo ao cigarro); PA (ratos com
periodontite apical induzida); F (ratos expostos a fumaca do cigarro); FPA (ratos com
periodontite apical induzida e expostos a fumaca do cigarro); PA+O (ratos com
periodontite apical induzida suplementados com Omega-3); F+O (ratos expostos a
fumaca do cigarro suplementados com Omega-3); FPA+O (ratos com periodontite
apical induzida expostos a fumaca do cigarro e suplementados com Omega-3); C+O
(ratos sem PA, sem exposicdo ao cigarro e suplementados com Omega-3). Para
inalacdo da fumaca do cigarro, os animais (F, FPA, F+O, FPA+O) foram colocados
em camara de tabagismo por oito minutos, trés vezes ao dia por 20 dias antes da
inducdo da PA. O mesmo procedimento foi realizado em animais ndo fumantes (C,
PA, C+0O, PA+O), porém sem a presenca da fumaca do cigarro. No 5° dia de
inalacdo, os animais dos grupos C+0O, PA+O, F+0O, FPA+O iniciaram a
suplementacéo profilatica com Omega-3 durante 15 dias e os animais controle (C,
PA, F, FPA) receberam agua destilada pelo mesmo periodo. No dia 20°, os animais
tiveram a polpa dos primeiros molares inferiores direito expostas ao meio oral para a
inducdo da leséo periapical (PA), e permaneceram abertas por um periodo de 30
dias. Nesse periodo, os animais continuaram inalando fumaca do cigarro associados
a suplementacéao terapéutica, por mais 30 dias, totalizando 50 dias de protocolo de
inalacdo da fumaca e 45 dias de suplementacdo com Omega-3. No momento da
eutanasia, as mandibulas foram removidas e processadas para as analises
histopatoldgicas, semi-quantitativa do infiltrado inflamat6rio e imuno-histoquimica
TNF-a e IL-10. Na andlise do infiltrado inflamatério, os grupos com leséo periapical
apresentaram menor infiltrado inflamatério na presenca do Omega- 3, o qual o grupo

PA apresentou um moderado infiltrado inflamatério (escore 3) em comparagdo ao



grupo PA+O (escore 2) (P <0,05). Assim como o grupo FPA (escore 4) e FPA+O
(escore 3) (P <0,05). Na analise imuno-histoquimica TNF-a, houve diferengas
significantes entre PA (escore 2) e FPA (escore 3)(P <0,05). Na andlise imuno-
histoquimica IL-10, entre os grupos PA (escore 1) e PA+O (escore 3) (P <0,05).
Conclui-se que, a suplementacéo sistémica com Omega-3 na associacdo entre
tabagismo e PA induzida em ratos promoveu a diminuicdo do infiltrado inflamatério
local. A fumaca do cigarro aumentou a expressao de TNF-a na lesédo periapical, e a
presenca de dois agentes agressores no mesmo hospedeiro (PA e fumo) dificultou a

resposta anti-inflamatéria (IL-10) quando comparado aos grupos PA e PA+O.

Palavras-chave: fumantes; inflamacéo; osso; periodontite periapical; 6mega-3.



ABSTRACT

CAMARGO, R. R. Evaluation of the local inflammatory response in passive
smoking rats with apical periodontitis submitted to systemic adjuvant
Omega-3 therapy. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) —
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2024.

The objective of the present study was to investigate the influence of systemic
Omega-3 supplementation on the association between smoking and apical
periodontitis (AP) induced in rats in the local inflammatory response. Sixty-four
animals were divided into 8 groups (n=8): C (control, rats without AP and without
exposure to cigarettes); PA (rats with induced apical periodontitis); F (rats exposed to
cigarette smoke); FPA (rats with induced apical periodontitis and exposed to
cigarette smoke); PA+O (rats with induced apical periodontitis supplemented with
Omega-3); F+O (rats exposed to cigarette smoke supplemented with Omega-3);
FPA+O (rats with induced apical periodontitis exposed to cigarette smoke and
supplemented with Omega-3); C+0O (rats without AP, without exposure to cigarettes
and supplemented with Omega-3). For cigarette smoke inhalation, the animals (F,
FPA, F+O, FPA+O) were placed in a smoking chamber for eight minutes, three times
a day for 20 days before AP induction. The same procedure was performed in non-
smoking animals (C, PA, C+O, PA+0O), but without the presence of cigarette smoke.
On the 5th day of inhalation, the animals in the groups C+O, PA+O, F+O, FPA+O
started prophylactic supplementation with Omega-3 for 15 days and the control
animals (C, PA, F, FPA ) received distilled water for the same period. On the 20th
day, the animals had the pulp of the right lower first molars exposed to the oral
environment to induce the periapical lesion (AP), and they remained open for a
period of 30 days. During this period, the animals continued inhaling cigarette smoke
associated with therapeutic supplementation for another 30 days, totaling 50 days of
smoke inhalation protocol and 45 days of Omega-3 supplementation. At the time of
euthanasia, the mandibles were removed and processed for histopathological, semi-
guantitative analysis of the inflammatory infiltrate and TNF-a and IL-10
immunohistochemistry. In the analysis of the inflammatory infiltrate, the groups with
periapical lesion showed less inflammatory infiltrate in the presence of Omega-3, with

the PA group showing a moderate inflammatory infiltrate (score 3) compared to the



PA+O group (score 2) (P < 0.05). As well as the FPA group (score 4) and FPA+O
(score 3)(P <0.05). In the TNF-a immunohistochemical analysis, there were
significant differences between PA (score 2) and FPA (score 3)(P <0.05). In the IL-10
immunohistochemical analysis, between the PA (score 1) and PA+O (score 3)
groups (P <0.05). It is concluded that systemic supplementation with Omega-3 in the
association between smoking and AP induced in rats promoted a reduction in the
local inflammatory infiltrate. Cigarette smoke increased the expression of TNF-a in
the periapical lesion, and the presence of two offending agents in the same host (AP
and tobacco) hampered the anti-inflammatory response (IL-10) when compared to
the PA and PA+O groups.

Keywords: smokers; inflammation; bone; periapical periodontitis; omega 3.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo endodéntica ocorre pela exposicdo da cavidade pulpar a carie,
trauma ou desgaste dentariol. Em seguida, bactérias e seus produtos adentram no
interior do sistema de canais radiculares induzindo uma resposta imune inflamatéria
intensa com consequente necrose pulpar e destruicdo dos tecidos perirradiculares,
desenvolvendo a periodontite apical (PA)2. Dentre as células que estdo presentes
na resposta inflamatoria periapical, encontram-se os macrofagos, neutrdfilos, células
T, mastdcitos, citocinas, quimiocinas®® que atuam no desenvolvimento e progressao

da leséo periapical®®.

Outros componentes celulares também participam do processo inflamatério
como o fator de necrose tumoral (TNF-a), que apresenta atividade proé-inflamatoria, e
a interleucina 10 (IL-10) com fungéao anti-inflamatéria. O TNF-a é secretado por
macrofagos, mondcitos, células NK'° e participa de eventos inflamatérios como:
atividade osteoclastica (reabsorcao 6ssea) metabolismo dos fibroblastos (atravées da
ativacdo e proliferacdo dos mesmos, 0 que gera, por consequéncia, uma maior
producdo de colageno) e neovascularizacdo®!''2, Em contrapartida, a IL-10
secretada por macrofagos M2, células T auxiliares tipo 2 (Th2), células T
reguladoras (Trl, Thl e Thl7), células T CD8 +, além de mondcitos, eosinofilos e
mastocitos, possui atividade reparadora, participando do processo cicatricial a

restricdo dos mecanismos inflamatérios e atenuacgédo da injuria/dano tecidual’13-14,

Devido a resposta inflamatodria local intensa, um estudo avaliou a atuacdo de
uma ou mais periodontites apicais induzidas em ratos, e notou-se que o aumento no
namero de PA em um mesmo hospedeiro contribuiu para o aumento dos niveis
séricos de citocinas inflamatérias liberadas na corrente sanguinea, como TNF-q, IL-
6, IL-17 e IL- 23, confirmando a hipotese de que as infeccbes endoddnticas podem
afetar negativamente a salide sistémica do hospedeiro!®>. Nesse sentido, outros
trabalhos foram desenvolvidos a fim de investigar a associacdo da PA com as
doencas sistémicas. Ratos com periodontite apical associada a fibrose hepética
induzida apresentaram um infiltrado inflamatério mais intenso, com niveis de
citocinas proé-inflamatorias elevados, além de maior reabsor¢cdo 6ssea periapical
quando comparados a ratos com periodontite apical sem a doenca’®. Na associacdo

Diabetes Mellitus e periodontite apical, observou-se que em ratos diabéticos, o
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infiltrado inflamatério e a reabsorcado 6ssea alveolar foram maiores e mais intensos
em comparagdo a ratos normoglicémicos!’. Ainda, encontrou-se trabalhos que
investigaram a relacdo entre tabagismo e periodontite apical, mostrando que o

tabagismo afeta o desenvolvimento da periodontite apical*®-2°.

Foi demonstrado que pacientes fumantes apresentaram maior prevaléncia de
periodontite apical e de tratamento endoddnticol®. Uma revisdo sistematica
apresentou resultados semelhantes, no qual os dentes obturados apresentaram
maior prevaléncia de lesdes periapicais em pacientes fumantes quando comparados
a ndo fumantes. Além disso, os resultados do estudo sugerem que ha uma maior

possibilidade de insucesso no tratamento endoddntico em pacientes tabagistas?°.

O cigarro é composto por milhares de substancias quimicas?* das quais
provocam efeitos negativos na saude sistémica (cancer, alteracbes pulmonares,
alteracGes cardiovasculares, baixo peso ao nascimento)??. Na satde bucal, o tabaco
esta intimamente ligado ao cancer de cabeca e pescoco?®. Além disso, a inalacéo da
fumaca do cigarro pode reduzir a qualidade éssea ao redor de implantes instalados
em ratos?* e interferir no crescimento e estrutura 6ssea?®. Na periodontite apical,
estudos sugerem que o tabagismo pode agravar a resposta inflamatoria imune e
reduzir o suprimento sanguineo, no qual pode influenciar no reparo dos tecidos

perirradiculares?®.

A fumaca do cigarro esta associada ao aumento da expressdo de citocinas
pré- inflamatdrias, como interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e TNF-a no
fluido crevicular gengival, as quais apresentam associagdo com a progressao da
doenca periodontal e com a perda 0ssea alveolar quando presentes em niveis
elevados'®. Hapidin et al.?’ obteve resultados negativos ao relacionar nicotina e
citocinas pro- inflamatérias em ratos, com a nicotina promovendo o aumento das IL-

1 e IL-6 e, consequentemente, causando prejuizos ao metabolismo 6sseo.

Neste contexto, resultados de estudos anteriores?®?° investigaram a agdo do
tabagismo frente a periodontite apical induzida em ratos e demostraram que a
fumaca do cigarro aumentou a severidade da inflamacao da periodontite apical, com
intensa marcacdo imuno-histoquimica de citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, IL-1p,
TNF-a) e presengca de macréfagos M1 (iNOS). Também observaram alteragdes

sistémicas, com um desequilibrio nas séries branca e vermelha nas andlises
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sanguineas laboratoriais. Diante dessas evidéncias, viu-se a necessidade de mais
investigacdo a fim de buscar terapias adjuvantes que auxiliem na redugdo do

processo inflamatério exacerbado?®.

O Omega-3 (w-3 PUFAs) vem sendo estudado, dentro da Odontologia, como
terapia adjuvante no tratamento de diversas patologias presentes no meio bucal,
como a periodontite®® e a gengivite®’. Dentre as investigacGes a respeito do
mecanismo de acdo do Omega-3, destaca-se sua acdo na producdo de
eicosanoides, através da competicdo com o acido araquidénico (AA) para atividade
de fosfolipase A2, diminuindo a acdo das enzimas Cicloxigenase-2 e 5-
Lipoxigenase, e a producdo de seus produtos como as prostaglandinas (PGs),

tromboxanos (TX) e os leucotrienos (LTs), respectivamente®?.

Um estudo avaliou a periodontite apical induzida em ratos com
suplementacdo de Omega-3, e os autores demonstraram que o 6leo de peixe
promoveu uma diminuicdo dos niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6, IL-
17 e IL-1B, e em contrapartida aumentou a expressao da citocina anti-inflamataria IL-
10, modulando a resposta inflamatéria®®. No tabagismo, dado interessante também
foi encontrado, onde pacientes fumantes pesados (que fumam mais de um maco de
cigarro por dia) foram submetidos a terapia diaria com Omega-3 em alta doses por
um periodo de 3 meses, apresentando ao final do experimento reducdo do desejo
por cigarro, assim como houve reducdo da dependéncia de nicotina e do estresse

oxidativo®*.

Sendo assim, 0 objetivo do presente estudo é investigar a influéncia da
suplementacdo sisttmica com Omega-3 na associacdo entre tabagismo e

periodontite apical induzida em ratos na resposta inflamatéria local.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo do presente estudo foi analisar a inflamagdo local em ratos

tabagistas com periodontite apical induzida tratados sistemicamente com Omega-3.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar, por meio das colora¢cdes de Hematoxilina e Eosina (HE), a severidade
do perfil inflamatorio periapical através de analises histopatologicas.

e Avaliar a expresséo das interleucinas pro-inflamatéria TNF-a e anti-inflamatoria

IL-10 por meio da técnica de imuno-histoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 64 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), com cerca de 45
dias de idade, pesando aproximadamente 250-280g, provenientes do biotério central
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os animais foram mantidos
em ambientes com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12
horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas coletivas, cinco animais por gaiola,
alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sdlida e agua “ad
libitum”. Os animais ficaram em quarentena para adaptacdo ao novo habitat e foi
administrado, nesse periodo, o vermifugo Ivermectina 1% via oral (0,3 ml dissolvidos

em 1 litro de agua) por um periodo de 5 dias.

Os procedimentos experimentais propostos neste estudo foram previamente
autorizados pelo comité de conduta ética no uso de animais em experimentacao
(CEUA), Processo FOA n° 0399-2022.

3.2 Calculo do tamanho da amostra

A estimativa do tamanho da amostra foi baseada em dados de um estudo
anterior®®. Considerando o erro a de 0,05 e poder de 95% para reconhecer uma
diferenca significativa, considerou-se necessario sete animais por grupo. Levando
em consideracdo as possiveis mortes de animais, foi adicionado mais um animal em

cada grupo, resultando em oito animais por grupo, totalizando 64 animais.

3.3 Divisao dos grupos
Os animais foram divididos em 8 grupos (n=8):

« C: ratos controle (sem exposicao a fumaca do cigarro, sem inducéo da PA e

sem suplementacdo de Omega-3)
* F: ratos tabagistas (exposto somente a fumaca do cigarro)

* PA: ratos com periodontite apical induzida
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* FPA: ratos tabagistas com periodontite apical induzida

« C+0: ratos controle com suplementacdo de Omega-3

« F+O: ratos tabagistas com suplementacéo de Omega-3

« PA+O: ratos com periodontite apical induzida e suplementacéo de Omega-3

* FPA+O: ratos tabagistas com periodontite apical induzida e suplementacao de

Omega- 3.

3.4 Protocolo de Tabagismo

Os animais tabagistas (F, FPA, F+O e FPA+QO) inalaram a fumaca dos
cigarros por meio de uma camara de exposicdo de corpo inteiro (Figura 1),
simulando um fumante passivo?4337. O protocolo consiste na inalacédo da fumaca de

10 cigarros, pelo tempo de 8 minutos, 3 vezes ao dia, 7 dias da semana.

Os animais nédo tabagistas (C, PA, C+0O, PA+O) foram submetidos ao
dispositivo de exposicdo (Figura 1) pelo mesmo protocolo descrito para 0s

tabagistas, porém sem a fumaca dos cigarros®.

Os animais tabagistas ficaram alojados separadamente dos animais nao
tabagistas. Assim como a camara de tabagismo também foi separada para que nao

houvesse contaminacdo com a nicotina.

A camara de tabagismo foi confeccionada em madeira medindo 40 x 33 x 17
cm com tampa de vidro temperado para observagcdo dos animais e dividida em dois
compartimentos por uma tela perfurada. O compartimento maior foi usado para
alojar os animais, cinco por vez, e 0 menor para 0s cigarros, que foram acoplados
em uma base de madeira. Em uma das paredes externas da camara foi instalado
um ventilador e na parede oposta foram realizadas algumas perfuracbes para
ventilacdo, gerando assim um fluxo de ar continuo dentro da camara de tabagismo
(Figura 1).

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo gradual.
Inicialmente, inalaram a fumacga de 10 cigarros uma vez ao dia, sendo no primeiro

dia pelo tempo de 5 minutos, no segundo dia por 6 minutos e no terceiro dia por 7
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minutos3%4. Apds a adaptacdo, foi seguido o protocolo de fumante passivo no qual
animais inalaram a fumaca de 10 cigarros, por 8 minutos, trés vezes ao dia, 7 dias
da semana®¢. O cigarro utilizado foi o Marlboro (Phillips Morris, Santa Cruz do Sul,
RS, Brasil)*4? que contém 10 mg de alcatrdo, 10 mg de mondéxido de carbono e 0.8
mg de nicotina. Os animais dos grupos fumantes (F, FPA, F+O, FPA+O) inalaram a
fumacga dos cigarros 20 dias antes da inducdo da periodontite apical (PA) e nos

outros 30 dias subsequentes, totalizando 50 dias de inalagéo.

Figura 1 - Camara de exposi¢cdo com diviséria menor para acomodacao dos
cigarros e maior para acomodacéao dos ratos, com presenca de exaustor para

troca de ar e tampa de vidro temperado

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.5 Drogas empregadas

Para anestesia dos animais foi utilizado, via intramuscular, um sedativo a
base de Xilazina 2% (Dopasere, Calier S.A — Barcelona, Espanha- 10mg/kg) e um
anestésico a base de cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Konig SA -

Avellaneda, Argentina — 25mg/kg).

3.6 Suplementacéo sistémica com Omega-3

Os ratos dos grupos Omega-3 (C+0, PA+O, F+O e FPA+O) receberam, por
gavagem, uma dose diaria de Omega-3 de 40mg/kg (60% EPA + 40% DHA) diluida
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em 1ml de agua por 15 dias antes da inducdo da PA (administracdo profilatica) e 30
dias depois (administracao terapéutica). Aqueles nos grupos sem a suplementacao
com Omega-3 (C, PA, F e FPA) receberam agua destilada sobre o mesmo periodo,

totalizando 45 dias de suplementacéo*34°.

3.7 Inducao da periodontite apical

A inducao das lesbes periapicais foi realizada sob anestesia geral (conforme
descrito no item 3.5) nos animais dos grupos com lesao periapical (PA, FPA, PA+O
e FPA+QO). A polpa dentaria do primeiro molar inferior direito foi exposta ao meio
bucal com auxilio de uma broca de ago carbono — Ln Long Neck (Dentsply /

Maillefer, Ballaigues, Suica) pelo tempo de 30 dias“®.

3.8 Coleta das mandibulas

Apés a eutanasia, as mandibulas foram removidas e fixadas em solucéao
formaldeido a 4%, em pH neutro por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12
horas e desmineralizadas em solugcdo de EDTA 10% tamponado com Ph 7. Apos a
desmineralizacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em

alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para as analises morfolégicas.

3.9 Analise Histopatoldgica

A andlise qualitativa dos espécimes foi feita em todos os cortes corados em
Hematoxilina e Eosina, sendo considerados os parametros de reabsorcdo 6ssea,
atividade osteoclastica e/ou osteoblastica, biofilme microbiano e infiltrado

inflamatorio.

3.10 Analise do infiltrado inflamatoério

Na analise do infiltrado inflamatério na regido periapical foram atribuidos

escores, de acordo com a intensidade da inflamacdo a partir de fotomicrografias
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obtidas através do microscopio Leica LAS X (Leica Microsystems, Nussloch —
Alemanha), no aumento de 400x. Os escores sédo: sem inflamacao (escore 1: 0 ou
poucas células inflamatdrias), inflamacao leve (escore 2: < 25 células inflamatérias),
inflamacdo moderada (escore 3: 25 — 125 células inflamatorias) e inflamagéo intensa
(escore 4: > 125 células inflamatérias)6. A raiz mesial do primeiro molar inferior

direito foi padronizada para todas as analises.

3.11 Analise de imuno-histoquimica

Para as analises inflamatérias através das marcacfes de interleucinas foram
confeccionados cortes na espessura de 3um para serem incubados com anticorpo
anti- TNF-a de cabra (1: 100 SC 1348; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e
anti-IL-10 de cabra (1: 100 SC 1783, Santa Cruz Biotechnology). Na sequéncia, 0s
anticorpos secundarios biotinilados foram aplicados por 2 horas seguido por um
conjugado de estreptavidina-peroxidase de rabano por 1 hora (kit universal de
estreptavidina-biotina marcado com Dako; Dako Laboratories, Carpinteria, CA),
corados com Tetrahidrocloreto de cromogénio 3,30 diaminobenzidina (DAB

Chromogen Kit, Dako Laboratories) e contra-corados com Hematoxilina Harris.

A imunorreatividade positiva foi definida como uma cor acastanhada no
citoplasma das células e em sua matriz extracelular. Foi realizada uma analise semi-
guantitativa para avaliar a intensidade das células e a marcacdo da matriz
extracelular para a interleucina pré-inflamatéria TNF-a e anti-inflamatéria 1L-107%°.
Dessa forma, seguintes escores foram atribuidos: escore 1: <20% - células
imunorreativas e baixa marcacdo da matriz extracelular; escore 2: >40% e <60% —
células imunorreativas e baixa marcacdo da matriz extracelular; escore 3: >60% e

<80% — células imunorreativas e marcacdo moderada da matriz extracelular.

3.12 Analises estatisticas

Os dados foram tabulados e analisados no programa estatistico Sigma Plot
(V12.0 SystatSoftware Inc.). Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste

Mann— Whitney, com nivel de significancia de p < 0,050.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise Histopatoldgica

Na regido apical da raiz mesial do primeiro molar superior direito, 0S grupos
C, C+0 e F, F+O possuem caracteristicas histologicas semelhantes, com a presenca
de ligamento periodontal integro, tecido conjuntivo constituido por feixes de fibras
coldgenas organizadas, células fibroblasticas e vasos sanguineos. Adjacente ao
ligamento periodontal apical, observam-se cemento celular e osso alveolar em
processo de remodelacdo. Notam-se Fibras de Sharpey inseridas no cemento e no
0sso alveolar, além de restos epiteliais de Malassez préximos ao cemento. Por outro
lado, os grupos PA e PA+O apresentam degeneracdo pulpar resultando em leséo
periapical. Em continuidade com o canal radicular, observa-se area ocupada por
intenso infiltrado inflamatorio  polimorfonuclear.  Adjacente, o infiltrado
polimorfonuclear torna-se disperso em meio a leucécitos mononucleares. O cemento
apresenta areas de reabsorcao, bem como o tecido 6sseo alveolar. Ha presenca de
biofilme bacteriano no interior do canal radicular apical e na superficie externa desta
regido. Os grupos FPA e FPA+O apresentam degeneracédo pulpar em continuidade a
intenso infiltrado inflamatorio polimorfonuclear. Em continuidade, notam-se delicados
feixes de fibras colagenas permeados por infiltrado inflamatério mononuclear e
numerosos vasos sanguineos. O cemento e 0 0sso alveolar encontram-se em
processo de reabsorcdo, porém no grupo FPA+O de forma menos intensa, com

maior preservacao do tecido 6sseo localizado na regido de furca.

4.2 Analise do infiltrado inflamatorio

Nos grupos C, C+0O, F e F+O foram observadas eventuais células
inflamatorias, sendo atribuido a eles o escore 1. Por outro lado, nos grupos com
lesdo periapical, nota-se presenca de infiltrado inflamatério variando de leve a
intenso na regido periapical. O grupo PA apresentou um moderado infiltrado
inflamatorio (escore 3), e o grupo PA+O um leve infiltrado inflamatério, com
diferencas significantes (P <0,05). Assim como, nas comparacdes entre 0S grupos
PA (escore 3) e FPA (escore 4) (P <0,05), e no grupo FPA (escore 4) e FPA+O
(escore 3) (P <0,05) (Figura 2/ Tabela 1).
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4.3 Analise de imuno-histoquimica TNF-a e IL-10

Na andlise da citocina proé-inflamatéria TNF-a e anti-inflamatéria IL-10, nos
grupos C, C+0, F e F+O foram observadas eventuais células imunorreativas e baixa

marcacao da matriz celular, sendo atribuido a eles o escore 1.

Na imunomarcacdo pro-inflamatéria (TNF-a), os grupos PA e PA+O nao
apresentaram diferenca estatisticamente significantes, sendo atribuidos a eles o
escore 2. Isso foi observado no grupo FPA+O (escore 2), o qual ndo apresentou
diferencas entre os grupos avaliados (P <0,05). Em contrapartida, na avaliacdo entre
os grupos PA (escore 2) e FPA (escore 3), nota-se diferencas significantes entre si
(P <0,05) (Figura 3/ Tabela 1). Na imunomarcacgdo anti-inflamatoria (IL-10), os
grupos PA (escore 1) e PA+O (escore 3) apresentaram diferenca estatisticamente
significantes (P <0,05). Enquanto os grupos FPA (escore 2) e FPA+O (escore 2),

nao apresentaram diferencas entre si (Figura 4/ Tabela 1).

Tabela 1 - Escores medianos e intervalores interquartis dos achados

histologicos e imuno-histoquimicos TNF-a e IL-10

Grupos experimentais Andlise
estatisti
Critérios ca
histologicos o c+0 F F+O PA PA+O FPA FPA+O
Mann-
Whitney
Infiltrad
_irado 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-1)  3(2-3)° 2(2-3)>°  4(3-4P 3(2-3¢  P<0,05
inflamatdrio

Imuno-histoquimica
TNF-a 1(1-1) 1(1-1) 12(1-1) 1(1-1) 2(2-3)° 2(2-3)**  3(3-4) 2(2-3)* P <0,05
IL-10 1(1-1) 1(1-1) 2(1-1) 1(1-1) 1(1-2)*  3(2-3)° 2(2-3)**  2(2-3)% P <0,05

* Letras sobrescritas diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Figura 2 — Aspectos histolégicos da regido periapical (HE) dos grupos: C
(controle); C+O (controle + suplementacdo com Omega-3); F (expostos a
fumaca do cigarro); F+O (expostos a fumaca do cigarro + suplementacdo com
Omega-3); PA (periodontite apical); PA+O (periodontite apical + suplementacéo
com Omega-3); FPA (periodontite apical + expostos a fumaca do cigarro);
FPA+O (periodontite apical + expostos a fumaca do cigarro + suplementacéao

com Omega-3) (aumento de 10x e 40x)
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Figura 3 - Imagens representativas da analise imunohistoquimica TNF-a da
regidao periapical dos grupos: C (controle); C+O (controle + suplementacéo
com Omega-3); F (expostos & fumaca do cigarro); F+O (expostos a fumaca do
cigarro + suplementacdo com Omega-3); PA (periodontite apical); PA+O
(periodontite apical + suplementacdo com Omega-3); FPA (periodontite apical
+ expostos a fumaca do cigarro); FPA+O (periodontite apical + expostos a

fumaca do cigarro + suplementac&o com Omega-3) (aumento de 100x)
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Figura 4 - Imagens representativas da analise imunohistoquimica IL-10 da
regidao periapical dos grupos: C (controle); C+O (controle + suplementacéo
com Omega-3); F (expostos & fumaca do cigarro); F+O (expostos a fumaca do
cigarro + suplementacdo com Omega-3); PA (periodontite apical); PA+O
(periodontite apical + suplementacdo com Omega-3); FPA (periodontite apical
+ expostos a fumacga do cigarro); FPA+O (periodontite apical + expostos a

fumaca do cigarro + suplementacdo com Omega-3) (aumento de 100x)
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5 DISCUSSAO

Resultados de projetos anteriores?®?° demonstraram que a exposicdo a
fumaca do cigarro potencializou a resposta inflamatoria local e sistémica na
severidade da lesdo periapical, com intensa marcacao imuno-histoquimica de
citocinas pro- inflamatorias (IL-6, IL-1B, TNF-a) e presenga de macréfagos M1
(INOS), assim como alteracBes nas séries branca e vermelha do hemograma. Neste
estudo avaliamos a resposta inflamatéria local da influéncia da suplementacéo

sistémica com Omega-3 em ratos tabagistas com periodontite apical.

Na andlise do infiltrado inflamatério, os grupos C, C+O, F e F+O
apresentaram eventuais células inflamatorias, manutencdo da integridade do
ligamento periodontal e osso alveolar, assim como observado em estudos
anteriores?82932_J4 o grupo PA e FPA apresentaram diferencas significantes entre si
(P <0,05), o qual a presenca da fumaca do cigarro agravou o processo inflamatoério
ocasionado pela periodontite apical?¢2°. Em contrapartida, na presenca do Omega-3,
observou-se uma diminuicdo do infiltrado inflamatério no grupo PA+O em
comparacdo com o grupo PA (P <0,05), assim como, FPA+O em comparagao ao
grupo FPA (P <0,05). Azuma et al., (2021) avaliaram lesdes periapicais de ratos
suplementados ou ndo com Omega-3, e observaram uma reducédo do infiltrado
inflamatorio nos grupos suplementados, corroborando com os achados do presente
estudo*’. Uma possivel explicacdo para a ocorréncia de uma diminuicdo do
processo inflamatério seria o fato do Omega-3 apresentar mecanismos anti-

inflamatdrios?*8-4°,

Os éacidos graxos Omega-3 sio da familia de acidos graxos poliinsaturados.
Os éacidos graxos de cadeia mais longa incluem o acido eicosapentaenoico (EPA;
20:5n-3), acido docosapentaendico (DPA; 22:5n-3) e acido docosahexaendico
(DHA; 22:6n-3)*°. Os compostos EPA e DHA podem produzir as resolvinas®. As
resolvinas E1 e D1 podem inibir a migracao transendotelial de neutréfilos, impedindo
a chegada deles no local da inflamacéo®l. JA a resolvina D2 pode induzir células
inflamatorias polimorfonucleares, como os neutrofilos, a sofrerem apoptose, e
aumentar o fendbmeno de eferocitose de macréfagos*®-4°- Além disso, podem atuar na
producdo de eicosanoides, através da competicdo com o 4cido araquidénico (AA)

para atividade de fosfolipase A2, diminuindo a agdo das enzimas Cicloxigenase-2
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(COX-2) e b5-Lipoxigenase (5-LOX) e a produgdo de seus produtos, as
prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TX) e o0s leucotrienos (LTs),

respectivamente®?, e podem se incorporar nos fosfolipidios da membrana celular®°,

Na andlise imuno-histoquimica observamos um aumento do TNF-a nos
grupos PA e FPA, com diferencas estatisticas significantes (P <0,05). Esse resultado
condiz com o encontrado em nossos estudos anteriores?®. O TNF-a é secretado por
macrofagos, mondcitos, células NK'° e participa de eventos inflamatérios como:
atividade osteoclastica (reabsorcéo 6ssea), metabolismo dos fibroblastos (através da
ativacdo e proliferacdo dos mesmos, 0 que gera, por consequéncia, uma maior
producdo de colageno) e neovascularizagdo®!*2. No presente estudo, a
suplementacdo de Omega-3 nao foi capaz de reduzir significativamente a presenca
da citocina pro-inflamatoria TNF-a. Resultados semelhantes foram encontrados em
estudos anteriores avaliando periodontite apical®3, gengivite3! e nivel sérico de
citocinas inflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a, TGF-B e LTB4) em fumantes pesados ou
com histérico de tabagismo (230 anos)®2. De fato, em lesGes periapicais, o estimulo
da producédo de mediadores inflamatorios, como o TNF-a, é aumentado em fungao
da presenca de bactérias no local®® e seus subprodutos, como lipopolissacarideo
(LPS)>*. Além disso, na presenca da fumaca do cigarro, citocinas inflamatérias
podem ser exacerbadas, como demonstrado em um estudo avaliando o nivel de

citocinas no fluido crevicular gengival em periodontites?s.

Em outro estudo foi avaliado citocinas inflamatorias sistémicas de 130
pacientes com periodontite cronica (PC), PC e diabetes melittus, e PC e tabagismo,
os resultados demostraram que pacientes tabagistas com PC apresentavam niveis
elevados de proporgdes de TNF-a/lL-4 e TNF-a/IL-5 em comparagédo ao grupo PC>.
Ainda, outro estudo demonstrou que a suplementacdo com Omega-3 ndo alterou
niveis séricos de TNF-a e IL-17 em ratos com multiplos focos de periodontite

apical*’.

A citocina anti-inflamatéria IL-10 é secretada por macréfagos M2, células T
auxiliares tipo 2 (Th2), células T reguladoras (Trl, Thl e Thl7), células T CD8 +,
mondcitos, eosindfilos e mastécitos”1314, No presente estudo observamos que néo
houve diferencas entre os grupos sem lesdo periapical (C, C+O, F, F+0O), assim
como em resultados anteriores®*°3, Por outro lado, nos grupos com lesdo periapical,

uma diferenca significativa foi observada entre o grupo PA e PA+O (P <0,05),
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demonstrando que na presenca da suplementacdo com Omega-3 houve uma
reducdo da resposta inflamatéria local, caracterizado pela imunorreatividade
aumentada da IL-10 no grupo PA+O. A IL-10 possui atividade reparadora,
participando do processo cicatricial a restricdo dos mecanismos inflamatoérios e
atenuacdo da injuria/dano tecidual”'314, Um estudo avaliando a PA isolada e a PA
com suplementacdo de Omega-3 demonstrou que o0s animais que foram
suplementados apresentaram maiores marcacdes de IL-10%. Nos grupos FPA e
FPA+O nao foi observado diferencas estatisticas. Uma possivel explicacao para este
resultado é devido a presenca de dois agentes agressores, representados
localmente pela PA e sistemicamente pelo tabagismo, no mesmo hospedeiro. A
presenca de bactérias no local promove a liberagdo de citocinas inflamatorias
constantemente®®®’, impedindo o processo de reparo. Além disso, um estudo
demonstrou que a fumaca do cigarro prejudicou a resposta imune de camundongos
contra bactérias apos infeccdo pulmonar, diminuindo os niveis de citocinas Thl e

Th2 e aumentando a IL-17, associada a manutencéo da inflamacgéo crénica®®.

Tais resultados evidenciam a importancia da investigacao de interacdes entre
doencas bucais e sistémicas. Pois na presenca de alteracdes sistémicas como o
tabagismo, pode levar a uma alteragdo na resposta imune®®, gerando assim uma

resposta inflamatéria local mais exacerbada.
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6 CONCLUSAO

A suplementacéo sistémica com Omega-3 na associacdo entre tabagismo e
periodontite apical induzida em ratos promoveu a diminuicdo do infiltrado
inflamatério local. A fumaca do cigarro aumentou a expressdo de TNF-a na lesao
periapical, e a presenca de dois agentes agressores no mesmo hospedeiro (PA e
fumo) dificultou a resposta anti-inflamatéria (IL-10) quando comparado aos grupos
PA e PA+O.
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