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“Aqueles que se sentem satisfeitos sentam-se e nada fazem. Os insatisfeitos sao
0s unicos benfeitores do mundo.”

Walter S. Landor

RESUMO

GONCALVES, J. G. P. Avaliagéo da influéncia da suplementagao sistémica com
luteina na progressdo da periodontite experimental. 2024. 40f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de

Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2024.

O proposito deste estudo foi de avaliar os efeitos da suplementacédo sistémica com
luteina (LT) na progressdo da periodontite experimental (PE). 60 ratos machos
(Wistar) foram divididos em dois grupos, sendo: Grupos: ST/SS (n=30): Inducéo da
PE e 0,7 ml/kg de SS via gavagem gastrica (GG) diaria por todo periodo experimental.
ST/LT (n=30): inducdo da PE e GG com 250mg/kg de LT diaria por periodo
experimental. A inducédo da PE foi realizada por meio da instalagdo de uma ligadura
de algodé&o no primeiro molar inferior esquerdo em todos os animais. A eutanasia foi
realizada por meio superdosagem com Thiopental (150 mg/kg) aos 7, 15 e 30 dias
apos a inducdo de PE (ST/SS e ST/LT). As hemimandibulas foram removidas e
submetidas ao processamento por desmineralizacdo para andlise histométrica para
porcentagem de 0sso na furca (POF) e andlise histopatolégica da regido de furca. Os
dados foram submetidos a analise de variancia two-way (ANOVA) e poés-teste de
Tukey (p<0,05). De acordo com os resultados histométricos, o grupo ST/VE aos 7 dias
apresentou menor POF quando comparado com o periodo de 15 e 30 dias (p<0,05),
0 mesmo é observado quando comparado com o periodo de 7, 15 e 30 dias no grupo
ST/LT (p<0,05). No grupo ST/VE aos 30 dias foi observado menor POF quando
comparado com ST/LT aos 7 e 30 dias (p<0,05). Em relagdo aos resultados
histopatoldgicos, foi possivel observar em todos os periodos experimentais que 0s
espécimes do grupo ST/LT apresentaram maior estruturacdo do tecido 6sseo e
conjuntivo na regido de furca com trabéculas ésseas de contorno irregular, presenca
de osteoclastos ativos com pequenas quantidades de fibroblastos quanto de fibras

colagenas em comparacdo com o grupo ST/VE que apresentou tecido 0sseo e



conjuntivo com &reas necroticas, e com osteoclastos ativos/inativos. O grupo ST/LT
demonstrou diminuig&o progressiva na intensidade da resposta inflamatoria de acordo
com os periodos experimentais, estendendo-se por todo tecido conjuntivo da regiao
de furca. Enquanto o grupo ST/VE, apresentou intenso infiltrado inflamatério a qual se
estendia por todo o tecido conjuntivo e tecido ésseo da regido de furca. Conclui-se
que gue a suplementacao sistémica com luteina foi capaz de aumentar a porcentagem
de osso e reduzir a inflamacdo na regido de furca em ratos com periodontite

experimental.

Palavras-chave: Periodontite. Luteina. Doenca periodontal.



ABSTRACT

GONGCALVES, J. G. P. Evaluation of the influence of systemic supplementation
with lutein on the progression of experimental periodontitis. 2024. 40f. Trabalho
de Concluséo de Curso (Graduacao em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de

Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2024.

The purpose of this study was to evaluate the effects of systemic supplementation with
lutein (LT) on the progression of experimental periodontitis (EP). 60 male rats (Wistar)
were divided into two groups: Groups: ST/SS (n=30): PE induction and 0.7 ml/kg of SS
via gastric gavage (GG) daily for the entire experimental period. ST/LT (n=30): PE
induction and GG with 250mg/kg of LT daily for the entire experimental period. PE was
induced by installing a cotton bandage on the first lower left molar in all the animals.
Euthanasia was carried out by overdosing with Thiopental (150 mg/kg) at 7, 15 and 30
days after PE induction (ST/SS and ST/LT). The hemimandibles were removed and
processed by demineralization for histometric analysis of the percentage of bone in the
furcation (POF) and histopathological analysis of the furcation region. The data was
submitted to two-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-test (p<0.05).
According to the histometric results, the ST/VE group at 7 days showed lower POF
when compared to the 15 and 30 day periods (p<0.05), and the same was observed
when compared to the 7, 15 and 30 day periods in the ST/LT group (p<0.05). A lower
POF was observed in the ST/VE group at 30 days when compared to ST/LT at 7 and
30 days (p=<0.05). Regarding the histopathological results, it was possible to observe
in all experimental periods that the specimens from the ST/LT group showed greater
structuring of the bone and connective tissue in the furcation region with irregularly
contoured bone trabeculae, the presence of active osteoclasts with small amounts of
fibroblasts and collagen fibers compared to the ST/VE group which showed bone and
connective tissue with necrotic areas and active/inactive osteoclasts. The ST/LT group

showed a progressive decrease in the intensity of the inflammatory response over the



experimental periods, extending to all the connective tissue in the furcation region. The
ST/VE group showed an intense inflammatory infiltrate which extended throughout the
connective tissue and bone tissue of the furcation region. It is concluded that systemic
supplementation with lutein was able to increase the percentage of bone and reduce

inflammation in the furcation region in rats with experimental periodontitis.

Keywords: Periodontitis. Lutein. Periodontal disease.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a Doenca Periodontal, que
compreende gengivite e a periodontite é uma infeccdo recorrente que acomete os
tecidos de sustentacdo do dente (World Health Organization, 2018). Essa condi¢do
tem seu estagio inicial caracterizado por sangramento, inchaco gengival e dor,
conhecido como gengivite, e sem intervencdo correta podendo evoluir para
periodontite, havendo a perda de insercdo periodontal e do osso de suporte
(NEWMAN et al., 2011).

Sendo uma das principais causas de perda dentaria no mundo (TONETTI et
al., 2017), apresenta uma recorréncia que oscila entre 20 a 50% (SANZ, 2010), porém
€ esperado que sua prevaléncia aumente nos préximos anos devido ao crescimento
da populacéo idosa e ao aumento da retencdo de dentes naturais na populacao mais
velha (TONETTI; BOTTENBERG; CONRADS, 2017). Em aspectos de normalidade,
biofiimes subgengivais na saude apresentam bactérias gram-positivos e algumas
espécies gram-negativas (MOORE; MOORE, 1994), porém com a precarizacdo da
higiene bucal tal microbiota é modificada apresentando um aumento abundante de
morfotipos gram-negativos, sendo diretamente correlacionados com o a inflamacéo
da gengiva (THEILADE et al., 1966). O desenvolvimento da periodontite € observado
junto a mudancas profundas na composi¢cdo das comunidades subgengivais, com 0
surgimento de espécies gram-negativas diferentes das observadas anteriormente,
bactérias essas que compdem a triade do complexo vermelho; T. denticola, P.
gingivalis e Tanneralla forsythia (DIAZ; HOARE; HONG, 2016). Nesse mesmo
ambiente, diversos outros tipos de microrganismos se apresentam, com uma
abundancia consideravel, como P. intermedia, Filifactor alocis pode ser um indicativo

associado a gravidade de destruicéo periodontal (ARMITAGE et al., 1982).

A interacdo entre a microbiota oral, a resposta do hospedeiro e o
desenvolvimento da periodontite, € complexa. A complexidade apresenta-se, de certo
modo, pela ampla taxa bacteriana residente no microbioma subgengival e pelas suas

respectivas variacdes, assim como pela natureza das respostas imunes e



inflamatdrias do hospedeiro (CURTIS; DIAZ; VAN DYKE, 2020), onde observa-se um
aumento dramético das citocinas, quimiocinas e metaloproteinases nos tecidos
periodontais e no fluido crevicular na periodontite (ROMANELLI et al., 1999). Um
aumento consideravel também é observado nos mediadores lipidicos da resposta
precoce, como leucotrieno B4 e prostaglandina E2 (OFFENBACHER; ODLE; VAN
DYKE, 1986; SOLOMO; JUHLIN; KIRSCHENBAUM, 1968) (KLEIN; RAISZ, 1970). A
existéncia de patégenos na bolsa gengival causa a secre¢ao dessas quimocinas pelas
células epiteliais que recrutam neutréfilos da circulacdo sistémica para o epitélio
juncional (BOSSHARDT; LANG, 2005; FUJITA et al., 2018). As respostas proteoliticas
protetoras dos neutréfilos perturbam consequentemente o epitélio, promovendo assim
a invasao do patogeno mais profundamente nos tecidos epiteliais e na lamina prépria,
aumentando a degradacao do tecido e a reabsorcdo 0ssea (BOSSHARDT; LANG,
2005).

Quando se associa o controle da inflamacéo do hospedeiro e a microbiota da
periodontite, nota-se que o controle preveniu a periodontite em modelos animais,
demonstrando assim que a eliminacéo da infeccdo pode ser obtida (HASTURK et al.,
2006; VAN DYKE; SERHAN, 2003), podendo assim reverter as alteracdes do biofilme
com a resolucdo da dishiose microbiana (HASTURK et al., 2007). A terapia de
modulacdo do hospedeiro utiliza de terapias medicamentosas servindo como
complemento ao tratamento periodontal (PRESHAW, 2018). A terapia antimicrobiana
sistémica fornece maior disponibilidade de medicamentos nas bolsas periodontais
profundas e areas de furca, afetando os microrganismos que residem no epitélio
gengival e no tecido conjuntivo (PATIL; MALI; MALI, 2013).

Entretanto, é imperativo que os profissionais da odontologia levem em
consideracdo a crescente probabilidade de complicacdes associadas a utilizagédo
indiscriminada de antibibticos, sobretudo aquelas relacionadas a resisténcia
antimicrobiana. A adocdo de compostos antioxidantes de origem natural no
tratamento desta enfermidade de elevada prevaléncia, em detrimento dos antibiéticos,
pode se mostrar uma abordagem eficaz (NARUISHI, 2020). Nesse sentido, 0s
carotenoides (CAT), que constituem uma classe de fitoquimicos responséaveis pela
diversidade cromatica observada em alimentos, € amplamente reconhecido por
exercer uma ampla gama de beneficios fisiolégicos que contribuem positivamente

para a salde humana. Esses elementos naturais sdo obtidos através da dieta,



estando presentes em diversas frutas e vegetais (RAO; RAO, 2007) possuem
propriedades antioxidantes que atuam diretamente na reducdo da inflamacéo
(BJORKLUND; CHIRUMBOLO, 2017).

Dentre os diversos grupos de carotenos, destaca-se a luteina, pertencente ao
grupo das xantofilas (EROGLU; HARRISON, 2013). Apresentando-se como um pé
lipofilico cristalino vermelho laranja, a luteina € um oxicarotenoide natural sensivel ao
calor, a qual coexiste com sua forma isomérica, zeaxantina. Possui dois grupos
terminais ciclicos (anéis beta e alfa-ionona) e uma estrutura isoprendide C40
(SHEGOKAR; MITRI, 2012). E insolivel em &gua, mas sollivel em gorduras e
solventes lipofilicos (KHACHIK; CHANG, 2009). Dentre suas principais
caracteristicas, destacam-se seus efeitos antioxidante (FIEDOR; BURDA, 2014) e
anti-inflamatério (YOUNG; LOWE, 2001), apresenta também efeitos benéficos em
distarbios oculares (LIMA; ROSEN; FARAH, 2016) e doencas sistémicas (TAPIERO;
TOWNSEND; TEW, 2004).

Além da sua acao antioxidante extremamente potente, extinguindo o oxigénio
singleto e eliminando os radicais livres (KIM et al., 2006; KIJLSTRA et al., 2012), outro
efeito protetor da LT esta na capacidade de filtrar a luz azul, reduzindo assim os danos
fototdxicos as células receptoras de luz (JUNGHANS; SIES; STAHL, 2001). Varios
estudos observaram que a LT inibe tanto a cascata de citocinas pro-inflamatérias
(Chung, 2017) quanto o fator de transcri¢ao fator nuclear-kappa B (NF-kB) (LIU et al.,
2017). Ha também evidéncias na reducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (LIU et al., 2017; LI et al., 2015), a expressao do 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) (RAFI; SHAFAIE, 2007) e a ativagcéo do sistema complemento (TIAN
et al., 2015). Através de todos esses mecanismos, presume-se que a LT seja capaz
de exercer um papel fundamental regulador nas vias imunolégicas, na modulacdo das

respostas inflamatorias e na reducéo do dano oxidativo.

A salde Ossea € de grande importancia pois a diminuicdo da densidade
mineral 6ssea pode levar a osteoporose e fraturas (BLIUC et al., 2015). Sabe-se que
a inflamacédo periodontal induzida pela infeccdo bacteriana exacerba a reabsorcéo
Ossea alveolar, o desequilibrio funcional entre osteoblastos e osteoclastos leva a
progressdo da periodontite (DARVEAU; TANNER; PAGE, 2004), desse modo,

estudos em camundongos mostraram que a LT estimulou significativamente a



formacao dssea e inibiu a reabsor¢cdo 0ssea através de sua atividade reguladora no
NF-kB (TAKEDA et al., 2017). Resultados semelhantes foram obtidos in vitro, onde a
luteina foi eficiente aumentando a formacao 0ssea, prevenindo a perda e diminuindo
a diferenciacdo de osteoclastos dependente de interleucina-1 (TOMINARI et al.,
2017). Estudos observacionais confirmaram os possiveis efeitos benéficos da
ingestdo de luteina na densidade total 6ssea de quadril em homens (REGU et al.,
2011), demonstrando mais uma vez seu papel positivo na saude éssea (HAYHOE et
al., 2017). Estudos indicam também que quando a luteina é adicionada em culturas
de osteoblastos, seus efeitos sdo positivos, resultando em um aumento da formagéao
de nodulos Osseos mineralizados, além de atuar em osteoblastos maduros
estimulando o processo de mineralizacdo, sua atuacao na reabsorcédo 0ssea tambéem
foi positiva, suprimindo a formacgédo de osteoclastos induzida por 1a,25-di-
hidroxivitamina D3, reduzindo assim a reabsorcdo O0ssea (TAKEDA et al., 2017).
Sendo assim o objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia da suplementacéo

sistémica com luteina na progressao da periodontite experimental em ratos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Sessenta ratos machos da raca Wistar (Rattus novergicus albinus),
pesando de 250-300g, com 4 meses de idade, foram mantidos sob as condi¢des de
ciclo de 12h/12h de claro/escuro, em temperatura ambiente de 22+2°C, sistema de
ventilacdo/exaustdo de 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar de 55+5%,
alojados em gaiolas plasticas, com racdo e agua ad libitum. O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comite de Etica de Uso de Animais (#0300/2021) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho”. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o guia ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny, Browne, Cuthill,
Emerson & Alman, 2010).

2.2 Céalculo amostral

As diretrizes do NC3Rs (NC3Rs Reporting Guidelines Working Group, 2010)
foram respeitadas para determinacdo da amostra. Para determinacdo do tamanho
amostral foi considerado estudos prévios com metodologia semelhante realizados em
nosso laboratério (de Almeida et al., 2019). Foi determinado o poder do teste de 80%
com valor de a de 5%. Estes dados foram submetidos ao BioEstat 5.0 (BioEstat 5.0,
Sociedade Civil de Mamiraua, Belém, PA, Brasil), que determinou um nimero minimo
de 8 repeticbes por tratamento em cada periodo. Desta forma, o nUmero de animais
em cada periodo experimental foi estabelecido em 10 animais para porcentagem de

osso na furca (POF) e histopatoldgica da regido de furca.



2.3 Randomizacéo e grupos experimentais

O presente estudo seguiu um modelo controlado, randomizado e cego.
Numeros de 1 a 60 foram marcados na porcdo superior da cauda dos animais
utilizando caneta nankin. A sequéncia numérica foi carregada para o software
Minitab® 17 (Minitab Inc., State College, PA, USA) e uma randomizacao simples (1:1
taxa de distribuicdo) dos animais para cada grupo e periodo foi realizada através de
uma tabela numérica randémica gerada em computador por uma pessoa externa ao

estudo e cega aos tratamentos.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: Grupo
ST/VE (n=30): Inducao da PE por ligadura e inicio da administracéo diaria de 0,7ml/kg
de SS via GG, continuada até o final do experimento. A ligadura permaneceu até final
do periodo experimental (Figura 1). Grupo ST/LT (n=30): Induc¢éo da PE por ligadura
e inicio da suplementacéo diaria de 250mg/kg de LT via GG, continuada até o final

do experimento. A ligadura permaneceu até final do periodo experimental (Figura 1A).

Figura 1 —Imagem representativa do desenho experimental e da regido de interesse
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Fonte: dos préprios autores.

2.4 Protocolo anestésico

Para a inducdo da PE e as eutanasias, os animais foram anestesiados
pela associacado de cloridrato de cetamina (80 mg/kg, Francotar®, Virbac, Brasil) e
cloridrato de xilazina (10 mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brasil), por via intramuscular

no biceps femoral da perna direita dos ratos.



2.5 Inducéo da PE

Um examinador calibrado e cego aos periodos experimentais (O.A.P.V)
realizou a indugdo da PE por meio da adaptacdo de um fio de algoddo numero 24
(Corrente Algodao n°24, Coats Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil) ao redor do primeiro
molar inferior esquerdo, mantido em posicao subgengival por meio de ndés cirdrgicos
(Johnson, 1975; de Almeida et al., 2007).

2.6 Protocolo de suplementacdo com LT ou VE

A administracdo da VE ou suplementacdo da LT a 10% foi realizada por
meio de GG diariamente, sempre no mesmo horério. Os animais pertencentes ao
grupo ST/LT recebeu a suplementacdo com LT na dose de 250mg/kg (Sindhu,
Preethi, & Kuttan, 2010; Sindhu, & Kuttan, 2012), enquanto 0os animais pertencentes
ao grupo ST/VE recebeu 0,7 mL/kg de solucéo salina para corresponder ao volume

de LT administrada.

2.7 Eutanésia e processamento histoldgico

Os animais foram eutanasiados por meio de superdosagem anestésica
com tiopental sédico (150mg/kg) (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil) aos 7, 15 e 30
dias apés a inducdo da PE (ST/VE e ST/LT) consistindo em 10 animais por
grupo/periodo. As mandibulas esquerdas foram removidas e fixadas em solucdo de
formaldeido tamponado 4% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e
imersas em solucéo desmineralizadora de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
tamponado a 10%, por 2 meses com 2 trocas semanais. Em seguida, os espécimes
foram lavados em &gua corrente por 24 horas e submetidos processamento
histolégico convencional com subsequente inclusdo em parafina de alta fuséo. Cortes
histolégicos com 4um de espessura em uma progressdo vestibulo-lingual,
paralelamente ao plano sagital foras obtidos para a realizacdo das analises
propostas. Seis cortes equidistantes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE)

para analises histoldgicas e histométricas.



2.8 Andlise histométrica de POF

Foi utilizado um sistema de analise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany) para a realizacdo da andlise.
Inicialmente foi determinada a area total da furca (AF) (mm2) foi demarcada
apicalmente por uma linha reta tragada a partir do apice da raiz mesial em direcdo ao
apice da raiz distal. A area ocupada por 0sso (AO) (mm2) teve o mesmo limite apical
da AF e partir deste seguira todo o contorno da superficie externa do tecido 6sseo
entre as raizes. A POF foi calculada multiplicando-se AO por 100 e dividindo-se por
AF (POF = (AO x 100) / AF), conforme descrito por de Almeida et al., (2019). A POF
foi realizada por pesquisador cego e calibrado aos periodos experimentais (J.G.P.G)
(Figura 1B).

Figura 1 —Imagem representativa do desenho experimental e da regido de interesse
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Fonte: dos préprios autores.

2.9 Andlise histopatoldgica

A andlise foi realizada por um histologista certificado (E.E) cego aos
periodos experimentais atraveés de microscopia optica de luz (AxioLab®; Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha). Os seguintes parametros foram avaliados seguindo a
metodologia de Zuza et al., (2019): 1) intensidade da resposta inflamatoria local; 2)
extensdo do processo inflamatorio; 3) padrédo de estruturacdo do tecido conjuntivo da

regido de furca; 4) padréo de estruturacdo do tecido 6sseo alveolar da regido de furca.



2.10 Desfecho priméario e secundario

O desfecho priméario foi definido como a porcentagem de 0sso na regido
de furca (POF), considerada a area de interesse. Os resultados secundarios dizem
respeito aos eventos histopatolégicos relacionados com a area de interesse que

foram observada cada periodo experimental.

2.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de um programa de software (BioStat
versao 5.0, Belém, PA, Brasil). A normalidade de distribuicdo dos dados foi testada
pelo teste de Shapiro Wilk. A analise da POF apresentou distribuicdo paramétrica dos
dados, sendo submetidas a andlise de variancia pelo teste de ANOVA two-way e pos-

teste de comparacgdes multiplas de Tukey (p<0,05).



3 RESULTADOS

N&o foram observadas complicaces durante todo o periodo experimental
e 0s animais estavam saudaveis sem alteracdo em relacdo ao peso inicial do

experimento. Nenhuma ligadura foi perdida.

3.1 Andlise histométrica da porcentagem de osso na furca

O grupo ST/VE aos 7 dias apresentou menor POF quando comparado com
o periodo de 15 e 30 dias (p<0,05), o mesmo é observado quando comparado com o
periodo de 7, 15 e 30 dias no grupo ST/LT (p<0,05). No grupo ST/VE aos 30 dias foi
observado menor POF quando comparado com ST/LT aos 7 e 30 dias (p<0,05)
(Figura 2).

Figura 2- Grafico mostrando as médias + desvios padrédo da porcentagem de 0sso na



furca para cada grupo e periodo.
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Legenda: Porcentagem de osso e caracteristicas histopatologicas dos tecidos periodontais na

regido de furca. Grafico mostrando as médias + desvios padrdo da porcentagem de osso na furca

*

para cada grupo e periodo. Testes estatisticos: ANOVA two-way e Tukey (p<0.05). Simbolos:
diferenca estatisticamente significante com ST/VE 7 dias (p=0,05); ¥, diferenca estatisticamente
significante com ST/VE 15 dias (p<0,05); #, diferenca estatisticamente significante com ST/VE 30
dias (p=0,05).

Fonte: dos préprios autores.

3.2 Analise histopatoldgica da regido de furca

Os parametros, pontuacoes e distribuicdo dos espécimes de acordo com
as andlises da regido de furca sédo apresentadas na Figura 3. Nao houve diferenca
estatistica na analise inter e intra-grupo. Contudo, foi possivel observar em todos os
periodos experimentais que o0s espécimes do grupo ST/LT apresentaram maior
estruturacdo do tecido 6sseo e conjuntivo na regido de furca com trabéculas ésseas
de contorno irregular, presenca de osteoclastos ativos com pequenas quantidades de
fibroblastos quanto de fibras colagenas em comparacdo com o grupo ST/VE que
apresentou tecido 0sseo e conjuntivo com areas necroticas, e com osteoclastos
ativos/inativos. O grupo ST/LT demonstrou diminui¢cdo progressiva na intensidade da
resposta inflamatéria de acordo com os periodos experimentais, estendendo-se por

todo tecido conjuntivo da regido de furca. Enquanto o grupo ST/VE, apresentou



intenso infiltrado inflamatdrio a qual se estendia por todo o tecido conjuntivo e tecido

0sseo da regido de furca.

Figura 2- Fotomicrografias das caracteristicas histopatologicas.
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Legenda: (A-F) fotomicrografias representativas das caracteristicas
histopatoldgicas dos tecidos periodontais na regido de furca em cada grupo
e periodo. Coloragéo: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 100um.

Fonte: dos préprios autores.

4. DISCUSSAO

O avanco no entendimento e na elucidacao dos mecanismos do hospedeiro
relacionados patogénese da periodontite resultou no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, visando a modulacdo do hospedeiro através da inibicdo de
mediadores inflamatoérios e controle da atividade oxidativa (ELAVARASU; SEKAR
MURUGAN, 2012). Neste aspecto, existe uma variabilidade fitoterdpicos que
apresentam resposta imunomoduladora, exercendo efeito positivo sobre a atividade
oxidativa bem como na reducéo da atividade inflamatoria (e.g. cha verde, fucoxantina,
curcuma, Aloe vera, Salvia officinalis L, Matricaria chamomilla) (RANI et al., 2022). De
acordo com os resultados obtidos, a LT favoreceu o reparo periodontal no estagio
cronico da periodontite por meio do aumento da porcentagem de tecido 0sseo na

regido de furca, restaurando o padréo de estruturacdo do tecido 6sseo e conjuntivo



assim como possibilitou a diminuicdo da intensidade e extensdo do infiltrado

inflamatério local.

Diversas metodologias podem ser utilizadas para induzir periodontite
experimental (PE), como a utilizacdo de ligadura isolada ou em associagdo com
lipopolissacarideo (LPS) e/ou patdgeno-chave reconhecidamente participativo na
patogénese da doenca periodontal (e.g. P. gengivalis) (HAJISHENGALLIS; ABE,
2013; DUMITRESCU et al., 2004; ZHANG et al.,, 2014). No presente estudo, foi
adotado o método de instalagdo de ligadura isolada com fio de algodao para avaliar o
impacto da luteina na modulagdo imunoinflamatoéria da PE. A utilizagdo do fio de
algodao facilita a adesao da placa bacteriana favorecendo a ulceracdo do epitélio do
sulco, penetracdo de bactérias no tecido epitelial e conjuntivo, promovendo a
migracdo apical do epitélio juncional assim como uma resposta imunoinflamatoria e

ruptura do tecido 6sseo.

Quando consideramos a periodontite, esta evidenciado na literatura o efeito
dos carotenoides nos tecidos periodontais favorecendo o processo de reparagao
tecidual através da modulacdo imunoinflamatéria e reducéo da perda éssea alveolar
(e.g. fucoxantina, criptoxantina, astaxantina). Kose et al., (2016) demonstrou que a
fucoxantina promoveu a reducao nos niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias (e.g.
TNF-a, IL-1B e IL-6), reduzindo assim a intensidade da inflamacéo e inibiu a
osteoclastogénese mediada por RANKL. Matsumoto et al., (2013), observaram que a
criptoxantina suprimiu a formacao de osteoclastos induzida por LPS em culturas de
células da medula 6ssea assim como reduziu a perda 6ssea alveolar induzida por LPS
em modelo in vivo. Yuce et al., (2017) relataram que a astaxantina, semelhante a LT,
inibiu a resposta pro-inflamatéria e houve o aumento no numero de ceélulas
osteoblasticas em um modelo in vivo de PE induzida por ligadura. Os dados dos
estudos anteriormente mencionados estdo em concordancia com nossos resultados
gue apresentaram reducdo na intensidade da resposta inflamatéria e aumento da
porcentagem de 0sso na regido de furca no grupo da LT, evidenciando o efeito dos
CAT nos tecidos periodontais. Além disso, estudos como de Qiao, Jiang e Gao (2018)
demonstraram que a LT reduziu significativamente a expressdo de TNF-a e IL-13 em
um modelo experimental de osteoartrite induzida por iodoacetato monossodico em

células primarias de condrécitos assim como Li et al., (2018) que observaram uma



diminuicdo nos niveis de TNF-a em ratas ovariectomizadas e suplementadas

sistemicamente com LT.

Contudo, o presente estudo apresentou algumas limitacdes principalmente
devido a caracteristica lipofilica dos CAT, apresentando propriedades significativas de
solubilidade, baixa estabilidade quimica e compatibilidade apenas com compostos
lipidicos. Estudos na literatura evidenciaram que os CAT apresentam baixa
biodisponibilidade, a qual €é diretamente influenciada pela eficiéncia digestiva
(GRAINGER et al, 2022; ALGAN, GUNGOR-AK; KARATAS, 2022). Como
mencionado anteriormente, os CAT (e.g. LT) ndo é soluvel em meio aquoso, sendo
diluido apenas em meio lipidio (e.g. 6leo de girassol), o poderia reduzir sua
concentracdo plasmatica influenciando na sua capacidade terapéutica (ALGAN,
GUNGOR-AK; KARATAS, 2022). Além disso, sugere-se a realizacao de estudos com
administracdo de LT utilizando outros sistemas de entrega nanoestruturados (e.g.
nanoemulsdes, nanoparticulas de polimero e hibridas de polimero-lipidio) devem ser
realizados para avaliar se estes métodos favorecem biodisponibilidade da LT assim
como sua eficacia (ALGAN, GUNGOR-AK; KARATAS, 2022).

5. CONCLUSAO

Sendo assim, concluimos que a suplementacao sistémica com luteina foi
capaz de aumentar a porcentagem de 0sso e reduzir a inflamagé&o na regiao de furca

em ratos com periodontite experimental.
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Anexo B — Certificado de analise da luteina
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—
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