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CARDOSO, CBM. Efeito da suplementagao alimentar com o acido graxo
6mega-3 nos niveis de triglicérides e na reabsorgao 6ssea de ratos Wistar
com infecgao endodéntica. 2016. Trabalho de Conclusédo de Curso — Faculdade

de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.

Resumo

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram em modelo animal
que a infecgado endodontica exerce efeitos sobre a saude sistémica (Cintra et al.,
2013; Cintra et al., 2014 a; Cintra et al., 2014b; Cintra et al., 2014c), assim como
certas alteracbes sistémicas sdo capazes de modular o desenvolvimento da
infeccdo endodéntica (Cintra et al.,, 2013; 2014abc). Além disso, estudos mais
recentes de nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a presenca de varios
focos de infeccdo endoddntica € capaz de alterar alguns parametros sistémicos,
como células inflamatérias e citocinas pro-inflamatérias (Cintra et al., 2016).
Assim, acreditamos ser importante estudar terapias capazes de modular o
processo de reabsorcdo Ossea consequente da infeccdo endodéntica, com o
intuito de minimizar seus efeitos sistémicos. O objetivo deste trabalho foi verificar
se a suplementagéo alimentar com o acido graxo 6mega-3 € capaz de diminuir os
niveis de triglicérides de ratos com multiplas periodontites apicais, bem como
verificar se o Omega-3 altera o processo de reabsorcdo ¢6ssea dos tecidos
periapicais. Foram utilizados 40 ratos divididos em 4 grupos de 10 animais cada: C
- ratos controle; C+O - ratos suplementados com Omega-3; IE - ratos com
multiplas infecgdes endodonticas; IE+O - ratos com multiplas infecgdes
endodénticas suplementados com émega-3. A suplementagdo com émega-3 foi
feita por meio de gavage, durante 15 dias antes da indugdo da infecgao
endodontica e durante 30 dias depois da inducdo, totalizando 45 dias de
suplementacao. A infecgao endodéntica foi induzida por meio de exposi¢ao pulpar
dos primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito de cada
animal. Apés 30 dias, foram coletados o sangue, as maxilas e as mandibulas. As
pecas foram processadas para analise histolégica e histométrica da periodontite

apical. Os resultados das diferentes analises e a correlagdo entre os achados



locais e sistémicos foram analisados por testes estatisticos especificos para cada
caso (p<0,05). A analise do sangue foi realizada em todos os ratos com 30 dias de
pos-operatorio. Os niveis de triglicérides totais foram estatisticamente mais
elevados no grupo IE quando comparado com os grupos C (p= 0,025) e IE + O (p
= 0,017). Nenhuma diferencga estaticamente significativa foi encontrada nos niveis
de triglicérides dos grupos IE + O e C (p = 0,918). Nas analises histométrica e
histologica das periodontites apicais realizadas, foi possivel observar um menor
infiltrado inflamatdrio, bem como uma menor area de reabsorgéo éssea junto aos
tecidos periapicais no grupo IE + O, quando comparado ao grupo IE. Os
resultados mostraram que a presenca de multiplos focos de periodontite apical
aumenta os niveis de triglicérides em ratos, e que, a suplementacéo alimentar com
acido graxo 6mega-3 € capaz de reduzir esses niveis de triglicérides, assim como

a reabsorgao 6ssea decorrente da infecgao endodéntica.

Palavras-chave: Periodontite apical, dmega-3, infecgdo endodbntica.
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Abstract

Previous studies from our research group (FAPESP No. 2012 / 02083-8 and No.
2012 / 02565-2; PROPe-UNESP 005/2011) demonstrated in an animal model that
endodontic infection has effects on systemic health (Cintra et al., 2013; Cintra et
al., 2014;.. Cintra et al., 2014b; Cintra et al., 2014c), and certain systemic diseases
can modulate the development of endodontic infection (Cintra et al., 2013;
2014abc). In addition, more recent studies by our group have demonstrated that
the presence of multiple foci of endodontic infection is able to change some
systemic parameters such as inflammatory cells, proinflammatory cytokines and
triglyceride levels (Cintra et al., 2016). Thus, we believe it is important to study
therapies able to modulate the resulting bone resorption process of endodontic
infection, in order to minimize its systemic effects. The aim of this study was to
determine whether dietary supplementation with omega-3 fatty acids can reduce
the rat triglyceride levels with multiple periodontitis apical and verify that the
omega-3 changes the process of bone resorption of the periapical tissues. 40 rats
were divided into 4 groups of 10 animals each: C - control rats; C + O — rats
supplemented with omega-3; El - rats with endodontic infection; El + O — rats with
endodontic infection supplemented with omega-3. The supplementation with
omega-3 was made by gavage for 15 days before induction of endodontic
infections and for 30 days after the induction, total of 45 days of supplementation.
The endodontic infection was induced by pulp exposure of the first and upper
second molars and lower right of each animal side. After 30 days, they collected
blood, the jaws and the mandible. The pieces were processed for histological and
histometric analysis of apical periodontitis. The results of the different analyzes and
the correlation between local and systemic findings were analyzed by statistical

tests specific for each case (p <0.05). The blood analysis was performed in all rats



30 days after surgery. The total triglyceride levels were significantly higher in the IE
group compared with C group (P = 0.025) and IE + O (p = 0.017). No statistically
significant difference was found in triglyceride levels of IE + O and C groups (p =
0.918). In histometric and histological analysis of the apical periodontitis
conducted, we observed a lower inflammatory infiltrate and a smaller area of bone
resorption with the periapical tissues in IE + O group, when compared to |IE group.

The results showed that the presence of multiple apical periodontitis foci increases
triglyceride levels in rats, and that dietary supplementation with omega -3 can
reduce these levels of triglycerides, as well as bone resorption resulting from

endodontic infection.

Keywords: apical periodontitis, omega 3, endodontic infection.
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1 Introdugao

Uma das consequéncias da infeccado endodéntica € o desenvolvimento da
periodontite apical (Colic et al., 2010) que é caracterizada histologicamente por um
tecido granulomatoso infiltrado por diferentes tipos de células inflamatérias (Lukic
et al., 2008). Tais lesbées sado formadas devido a resposta do hospedeiro ao
estimulo antigénico continuo oriundo dos canais radiculares infectados (Zhang et
al., 2005; Xiong et al., 2009). A resposta do hospedeiro envolve o recrutamento de
diferentes células inflamatorias e a participagdo de uma extensa rede de
mecanismos imunolégicos, incluindo a produgao de citocinas (Xiong et al., 2009;
Colic et al., 2010). Sabe-se que estas citocinas sao sintetizadas em resposta a
presenca de bactérias e seus produtos, os quais induzem e mantém a resposta
inflamatoria (Xiong et al., 2009; Colic et al., 2010; Fan et al.,, 2011), que se
mostram associadas a degradagdo da matriz extracelular e posteriormente a
reabsorgao 6ssea (Nair, 2004; Graves et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos realizados em todo o mundo mostraram que a
periodontite apical esta presente em 22-65% dos dentes tratados
endodonticamente (Siqueira et al., 2005; Dugas et al., 2003). Além disso, a
populagao brasileira apresentou uma média de 2,7 periodontites apicais presentes
por individuo (Marota et al., 2012), denotando ser comum a presenca de mais de
um foco de infecgcdo em um mesmo paciente.

A influéncia da infecgdo endoddntica na saude sistémica tem sido alvo de
intensos estudos de nosso grupo de pesquisa (Astolphi et al., 2013; Cintra et al.
2013; Cintra et al.,, 2014 a; Cintra et al., 2014b; Cintra et al.,, 2014c). Em um
primeiro estudo observamos que apenas um dente portador de periodontite apical
nao foi capaz de alterar o nivel de triglicérides ou colesterol de forma isolada
(Cintra et al.,, 2013). Entretanto, quando associada a doenga periodontal
observamos a potencializacao dos efeitos locais sobre os niveis sistémicos de
triglicérides (Cintra et al., 2013).

Em estudo posterior, (Processo Fapesp 2013/23358-8), observamos que a
presenca de quatro focos de infecgao endoddntica se mostrou capaz de influenciar

diferentes parametros sanguineos que até entdo ndo eram possiveis de ser
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observados quando da manifestagdo de apenas um foco de infegao (Cintra et al.,
2016). Em um outro estudo (Processo Fapesp 2013/26390-0), verificamos que a
suplementagdo alimentar com o acido graxo 6mega-3 foi capaz de diminuir a
quantidade de células inflamatérias presentes no sangue de ratos com quatro
focos de infecgdo endodéntica. Assim, julgamos importante avaliar, também, se a
suplementagdo com o acido graxo 6mega-3 € capaz de diminuir os niveis de
triglicérides de ratos com infecgdo endodontica.

Neste sentido, o acido graxo dmega-3, possui efeitos positivos e tem sido
relatado em varios modelos animais de doencas dsseas (Li et al., 1999; Watkins et
al., 2000), assim como em estudos em humanos referentes a osteoporose senil
(Kruger et al., 1998), além do efeito positivo comprovado para o tratamento
coadjuvante da doenga periodontal (Vardar, 2004; Kesavalu, 200; Iwasaki et al.,
2010; El-Sharkawy et al., 2010). Tendo em vista que 0 mecanismo imunolégico da
doenca periodontal € semelhante ao da periodontite apical (Rupf et al. 2000) e que
as vias bioldgicas que fazem a ligagcdo entre a doenga periodontal crénica e
desordens sistémicas sdao as mesmas que podem ligar a periodontite apical
cronica e a saude geral (Silva et al., 2007), acreditamos ser de grande importancia
estudar os efeitos sistémicos da suplementagdo alimentar com o &cido graxo
Omega-3 em ratos com periodontite apical.

O dleo de peixe € a principal fonte do acido graxo 6mega-3, que € o maior
acido graxo poliinsaturado, que tem como componentes o acido eicosapentandico
(EPA) e docosahexaenoico (DHA). EPA e DHA competem com o 4&cido
araquiddnico nas vias lipoxigenase (LOX) e ciclo-oxigenase (COX), o que resulta
na redugao da sintese de metabdlitos pré-inflamatérios, como prostaglandinas e
leucotrienos (Kragballe et al., 1987; Kragballe et al., 1989). Assim, o 6mega-3
mostra efeitos anti-inflamatérios, anti-trombdtico, anti-arritmico, hipolipemiantes e
vasodilatadores. Devido a essas propriedades, é indicado no tratamento de
algumas doengas anti-inflamatoérias crénicas, como artrite reumatoide e psoriase
(Bittiner et al., 1988; Ariza et al., 1998).

Uma abrangente revisdo da literatura mostrou que a utilizagdo do acido

graxo 6mega -3 na prevencgao secundaria de hipertrigliceridemias é forte (Lewis et
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al., 2004). Além disso, a evidéncia atual sugere que o 6mega-3 € uma adi¢ao util
para as opgdes de tratamento disponiveis para pacientes com hipertrigliceridemia
grave (Blair et al., 2014). Tais estudos evidenciam que a dieta com émega-3 leva a
diminuicao dos niveis de triglicérides (Lewis et al., 2014; Blair et al., 2014). Assim,
a proposta do presente estudo visa avaliar se a administracdo de 6mega-3 pode
reduzir os niveis de triglicérides de ratos Wistar com ou sem periodontite apical,
bem como se é capaz de minimizar o processo de reabsorgcido 6ssea, dos tecidos

periapicais, decorrente da infec¢gao endodéntica.

2 Proposicao

- Verificar a influéncia da suplementagdo alimentar com o acido graxo
6mega-3 sobre os niveis de triglicérides em ratos com ou sem periodontite apical.

- Verificar a influéncia da suplementacdo alimentar com o &acido graxo
Omega-3 no processo de reabsorgdo 6ssea dos tecidos periapicais de ratos com

infeccao endodbntica.

3 Material e métodos
3.1 Material

Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250g, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba- UNESP. Os animais foram mantidos em mini-isoladores (Alesco-
Monte Mor, Sdo Paulo, Brasil) com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz
controlado (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos
por gaiola, alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sdlida e
agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24 horas apo6s intervencdo. Os
procedimentos experimentais propostos neste estudo foram aprovados pela
comissao de conduta e ética no uso de animais em experimentagdo (CEUA —
2014-00550 FOA/Unesp).
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3.2 Métodos
3.2.1 Suplementagao alimentar

Os ratos (grupos C+0O e IE+O) receberam, por meio de gavage, o acido
graxo 6mega-3, na propor¢ao de 40mg/kg (60% EPA + 40%DHA), 15 dias antes

da exposicao pulpar e 30 dias depois, totalizando 45 dias de suplementagao.

3.2.2 Indugao das lesdes periapicais

Para a indugéo das lesbes periapicais, 20 ratos (grupos IE e IE+O) foram
anestesiados, via intra-muscular, com uma associagdo do sedativo Dopaser, a
base de xilazina (relaxante muscular, analgésico e sedativo), na dosagem de
10mg/kg de peso corporal e o anestésico Vetanarcol, a base de cloridrato de
ketamina a 5% na dosagem de 80mg/kg de peso corporal. As polpas dos
primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito foram
expostas, por meio de uma broca em ago carbono (Broca Ln Long Neck- Maillefer,
Dentsply) dotada de uma esfera na extremidade com 0,1mm de diametro. Desta
forma, todas as exposi¢des pulpares foram padronizadas com 0,1mm de didmetro
(Cintra et al., 2012) e as polpas ficaram expostas na cavidade bucal por um

periodo de 30 dias, momento da eutanasia.

3.2.3 Divisao em grupos

Os 40 ratos em estudo foram divididos em quatro grupos experimentais,

contendo 10 animais cada grupo, assim compostos:

» Ratos controle (C): ratos sem exposigao pulpar e sem suplementagao com
Omega-3;
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» Ratos controle + suplementagdo alimentar (C+0O): ratos sem exposigcao

pulpar com suplementagdo com émega-3;

» Ratos com exposigao pulpar realizada ha 30 dias (IE): ratos portadores de

periodontite apical sem suplementagdo com émega-3;

= Ratos com exposicao pulpar realizada ha 30 dias + suplementacao
alimentar (IE+O): ratos portadores de periodontite apical com

suplementagcdo com édmega-3

3.2.4 Coleta de Material para analise
Coleta de sangue

Apods 30 dias, os animais foram eutanaziados com uma sobredose de
solugdo anestésica (tiopental via intraperitoneal). Para determinar o perfil lipidico
do soro, amostras de sangue venoso (50 ul) foram coletadas através de puncéao
cardiaca ap6s um jejum de 8-12h dos ratos. As amostras de sangue foram
centrifugadas imediatamente apos a coleta, a 1.800 x g durante 15 mina 4 ° C
para se obter o plasma. Os niveis de colesterol total e triglicérides plasmaticos
foram medidos enzimaticamente usando um kit comercial (colesterol e triglicérides
Liquiform Labtest® Liquiform Labtest®, respectivamente Labtest Diagndstica - Ind.
E Com. Ltda, Lagoa Santa , MG, Brasil), como descrito por Trinder.

Os valores totais avaliados foram tabulados para cada grupo experimental e
foram submetidos ao teste Anadlise de varidancia (ANOVA Two Way), e para
comparagao entre os grupos foi utilizado o teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%.

A analise do sangue foi realizada em todos os ratos com 30 dias de pds-
operatorio. O efeito do 6mega-3 sobre o perfil lipidico plasmatico de ratos com
periodontite apical (grupo IE + O) foi investigado, e, em seguida, comparado com

os resultados correspondentes aos ratos normais, sem suplementagdo alimentar
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com O6mega-3 (grupo C) e ratos com periodontite apical sem suplementagao

(grupo IE).
Coleta da maxila e mandibula

Apos a eutanasia, toda a pele correspondente a face direita do animal foi
removida e foram realizados dois cortes, realizados com tesoura, no angulo da
boca, separando a maxila da mandibula. Foi realizada uma incisdo, com lamina de
bisturi intercambiavel numero 15, em profundidade no palato do animal, com
localizacdo no plano sagital mediano acompanhando a sutura intermaxilar,
separando a maxila esquerda da direita. Separadas as maxilas, com o auxilio de
uma tesoura, foi realizado outro corte com localizagdo tangente a face distal dos
molares superiores direito e esquerdo, possibilitando a obtengcdo da hem-imaxila
direita, contendo os dentes posteriores, objeto do estudo. A hemi-mandibula

direita, contendo os dentes posteriores, também foi separada para o estudo.

3.2.5. Processamento histolégico

As hemi-maxilas direitas foram colocadas imediatamente em frascos
individuais devidamente identificados, contendo solu¢cdo de formaldeido 4%,
tamponada com pH neutro, durante as primeiras 18 horas e depois lavadas em
agua corrente por um periodo de 12 horas para a remog¢ao de toda a solugéo de
fixagdo. Apos a fixagao, as pegas foram desmineralizadas em solugao de EDTA a
10%. Posteriormente, as hemi-maxilas foram lavadas em agua corrente por 24
horas, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A
orientagdo no momento da inclusdo permitiu a realizagdo de cortes teciduais dos
primeiros molares inferiores e estruturas de suporte em seu sentido longitudinal.
Apods a inclusao, as pecas foram cortadas com cortes semi-seriados, com 5 ym de

espessura, realizados em micrémetro (Leica- RM 2045).
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3.2.6. Forma de analise dos resultados

Quantificagao de triglicérides

A avaliagdo da dosagem de triglicérides e colesterol permitiu avaliar a
quantidade de gordura no sangue de ratos normais. Nessa dosagem foi utilizado o
meétodo Enzimatico de Trinder.

Para a determinacdo dos triglicérides foi empregado o kit de Triglicérides
Liquiform Labtest®. A lipoproteina lipase promoveu a hidrélise dos triglicérides
liberando glicerol, que foi convertido, pela agdo da gliceroquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este foi oxidado a dihidroxiacetona e perdoxido de hidrogénio na presenca
da glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorreu uma reagéo de acoplamento entre
peréoxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela
peroxidase, produzindo uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em
540 nm. A intensidade da cor vermelha formada foi diretamente proporcional a

concentragao dos triglicérides na amostra.

Para a dosagem de colesterol foi empregado o kit de Colesterol Liquiform
Labtest (Labtest Diagnostica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa, MG, Brazil). Os
ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase (CHE) formando
colesterol livre que apds oxidacao pela colesterol oxidase (CHOD) forma peréxido
de hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de
copulagédo oxidativa catalisada pela peroxidase (POD), produz uma quinonimina
de cor vermelha. A absorbancia do complexo formado, medida em 500 nm, é

diretamente proporcional a concentragao de colesterol da amostra.
Analise histolégica e histométrica das lesdes periapicais

Para a analise histolégica foram empregadas 5 laminas com 3 cortes
teciduais cada, preparadas e coradas com hematoxilina e eosina (Lillie, 1954). A
anadlise histoldgica foi necessaria para caracterizagdo do perfil inflamatério das
lesdes periapicais (Cintra et al., 2013c). Os resultados foram expostos por meio de

duas analises, sendo uma descritiva e outra quantitativa. As laminas contendo os
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cortes representativos de cada espécime foram avaliadas sob a microscopia
oOptica e utilizadas na analise descritiva. A analise descritiva consistiu na descricéo
dos fendmenos histopatolégicos, procurando caracteriza-los globalmente em

funcao das variaveis experimentais (Cintra et al., 2013c).

A analise quantitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando as magnitudes dos fendmenos histopatoldgicos de forma dissociada e
da analise histométrica das estruturas do periodonto apical (Cintra et al. 2013c).
As variaveis estudadas foram: infiltrado inflamatério quanto a sua intensidade e
extensao; presenca de reabsorcdes radiculares e perda de estrutura Ossea
periapical. Foram atribuidos escores para os critérios intensidade e extensdo do
infiltrado inflamatdrio e para a presenga de reabsor¢des radiculares. Para a perda
de estrutura éssea foi realizada a mensuragao linear e por area, respectivamente,
empregando programa de imagens especifico (Leica QWin Plus - Leica

Microsystems, Nussloch — Germany).
Os critérios considerados para cada analise foram:
¢ Intensidade do infiltrado inflamatério

A intensidade do processo inflamatoério foi analisada em conformidade com
0 numero médio aproximado de células inflamatérias presentes em diferentes
campos de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400x junto ao

periapice dentario (Quadro A).

Quadro A - Escores para o critério intensidade do infiltrado inflamatério

Escore 1 Células inflamatérias ausentes ou em numero desprezivel;

Escore 2 Infiltrado inflamatério discreto (menos de 10 células por campo);

Escore 3 Infiltrado inflamatério moderado (entre 10 e 25 células por campo);

Escore 4 Infiltrado inflamatdrio intenso (mais que 25 células por campo).




e Extensao do infiltrado inflamatdrio

A extensdao do infiltrado inflamatério foi estabelecida em fungao

alteracao do tecido periapical (Quadro B).

Quadro B — Escores para o critério extens&o do infiltrado inflamatério

Escore 1 Células inflamatodrias ausentes ou em numero desprezivel;

Escore 2 Células inflamatdérias ocupando extensao de até 300um do apice

radicular;

Escore 3 Células inflamatdrias ocupando extenséo de até 600um do apice

radicular;

Escore 4 Células inflamatérias ocupando extensao maior que 600um do

apice radicular.

e Presenca de reabsorgoes radiculares
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da

A presenca de reabsorgdes radiculares foi analisada em conformidade com

0 numero médio de lacunas de reabsorg¢ao presentes em diferentes campos, de

um mesmo espécime, examinados em aumento de 400x junto ao periapice

dentario (Quadro C).

Quadro C — Escores para o critério presenca de reabsorcdes radiculares

Escore 1 Auséncia de Lacunas de reabsorcgao;

Escore 2 Presencga discreta de lacunas de reabsorgao cementaria (menos de

3 lacunas por campo);

Escore 3 Presenca moderada de lacunas de reabsorcdo cementaria e
reabsorgao dentinaria ao acaso (mais de 3 e menos que 6 lacunas por

campo);

Escore 4 Presenca intensa de lacunas de reabsor¢cdo cementaria e
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reabsorgéo dentinaria (mais que 6 lacunas por campo).

e Perda de estrutura 6ssea

Foram selecionados cortes representativos de cada espécime dos grupos
com suplementagdo com émega-3 (Grupo IE + O) e com periodontite apical e sem
suplementagao com édmega-3 (Grupo IE) para a verificagdo se houve diferenca na
perda 6ssea de ratos que fizeram ou ndo o uso de émega-3. Foi empregado o
software Leica QWin Plus (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) e os valores

foram expressos em micrometro quadrado (um2) obtidos em medidas de area.

4 Resultados
4.1 Analise do perfil lipidico

As alteracdes na concentragao de lipideos no plasma dos ratos podem ser
observadas na tabela 1 e figura 1. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de colesterol entre nenhum grupo (p>
0,05).

Os niveis de triglicérides foram, estatisticamente, mais elevados no grupo
IE quando comparado com os grupos C (P = 0,025) e IE + O (P = 0,017).
Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada nos niveis de triglicérides dos
grupos IE+ O e C (p=0,918).

Figura 1. Média e desvio padrdao (média + DP) valores dos niveis de
colesterol e triglicérides no sangue (em miligramas por decilitro) dos ratos dos

quatro grupos.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo (média + DP) valores dos perfis lipidicos dos

ratos dos quatro grupos

Perfil Lipidico (médiatDP)*

Grupos
Niveis de Colesterol Niveis de Triglicérides
C 63.3 + 10.10° 56.78 + 13.89°
C+0 66+7,86° 58,33+17,82°
IE 58.2 + 6.86° 73.38 £19.60°
IE+O 58.63 + 3.96° 55.0 £ 8.54°

* Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferengas estatisticas entre os

grupos (p> 0,05).

4.2 Analise histolégica
GRUPO 1 - Controle
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Observou-se tecido pulpar com aspectos de normalidade denotando
homeostasia pulpar. As estruturas pré-dentinaria e dentinaria apresentaram-se
integras e dispostas em continuidade com a camada de odontoblastos, também
organizada. Poucas células inflamatérias estavam dispersas e, ao acaso,
caracterizando auséncia de inflamagdo. Os vasos sanguineos apresentavam-se
congestos e a densidade do fibrosamento caracterizou polpa jovem com potencial
de reparo. O cemento, ligamento e osso alveolar apresentaram-se integros e
isentos de processo inflamatdrio ou reabsorg¢ao. A insergao conjuntiva e o epitélio
juncional demonstraram aspectos de normalidade e integridade tecidual. Este
grupo serviu de parametro para a analise dos demais onde o comprometimento

das estruturas dentarias, de suporte ou sustentacao foi avaliado.

Tabela 2 — Escores e valores atribuidos ao grupo 1 em fungao dos critérios

de analise

Intensidade da Extensao da Perda de Reabsorc¢oes

Inflamacao Inflamacao Estrutura éssea radiculares

2134 pm

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0
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Figura 2 - Imagem representativa de espécime do grupo 1: Aspecto panoramico
do elemento dentario murinho evidenciando normalidade nos tecidos pulpares e
periapicais. Observa-se também, epitélio juncional, inser¢do conjuntiva, ligamento
periodontal e crista dssea alveolar com aspectos de normalidade e integridade
tecidual [10x - H.E.].

GRUPO 2 - ratos suplementados com 6mega-3

Assim como no grupo C, observou-se tecido pulpar com aspectos de
normalidade denotando homeostasia pulpar. As estruturas pré-dentinaria e
dentinaria apresentaram-se integras e dispostas em continuidade com a camada
de odontoblastos, também organizada. Poucas células inflamatérias estavam
dispersas e, ao acaso, caracterizando auséncia de inflamagdo. Os vasos
sanguineos apresentavam-se congestos e a densidade do fibrosamento
caracterizou polpa jovem com potencial de reparo. O cemento, ligamento e 0sso
alveolar apresentaram-se integros e isentos de processo inflamatério ou
reabsorgdo. A insergao conjuntiva e o epitélio juncional demonstraram aspectos de

normalidade e integridade tecidual.
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Tabela 3 — Escores atribuidos ao grupo 2 em fungao dos critérios de analise

Intensidade da

Inflamacao

Extensao da

Inflamacao

Perda de

Estrutura ossea

Reabsorc¢oes

dentarias

pm

0000,0

0000,0

=

0000,0

(-}

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0

0000,0
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Figura 3 - Imagem representativa de espécime do grupo 2: Aspecto panoramico

do elemento dentario murinho evidenciando normalidade nos tecidos pulpares e

periapicais. Observa-se também, epitélio juncional, insergao conjuntiva, ligamento
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periodontal e crista 0ssea alveolar com aspectos de normalidade e integridade
tecidual [10x - H.E.].

GRUPO 3 - ratos com infecg¢ao pulpar - IE

Pode-se observar em todos os espécimes analisados presenga de tecido
necrosado em toda a cavidade pulpar com extensdo ao periapice dentario.
Observou-se a predominancia de infiltrado inflamatério do tipo crénico de
caracteristica severa em 6 dos 10 espécimes. Em 4 casos evidenciou-se
inflamacdo moderada. Em 6 espécimes pbde-se observar a presenga de
reabsorgdo cementaria, dentinaria e 6ssea de grande extensao, e, 4 espécimes
com moderada perda de estruturas. A regido do ligamento periodontal, junto ao
vértice apical, apresentou-se desorganizada, com presenga de tecido necrosado e
inflamacao subjacente em todos os casos. Todas as lesbes encontradas foram de
caracteristicas compativeis com granuloma periapical com origem devido a
necrose pulpar. O periodonto lateral apresentou-se integro em todos os

especimes.
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Tabela 4 — Escores e medidas atribuidas ao grupo 3 em fungao dos critérios

de andlise
Intensidade da Extensio da Perda de Reabsorcoes
Inflamacio Inflamacio Estrutura déssea dentarias

1234|1234 pm’ 1|2 |3 |4

E 1 X X 0778968,7 X

s 2 X X 0612112,4 X

p 3 X X 0960682,2 X
é 4 X X 0917341,1 X
c 5 X X 1561302,6 X
i 6 X X 0802734,6 X
m | 7 X X 0337514,0 X

e 8 X X 0789354,0 X
s 9 X X 0876590,0 X
10 X X 0845612,5 X

Figura 4 - Imagens representativas de espécime do grupo 3: (A) Aspecto
microscopico panoramico do periapice dentario evidenciando presenga de

inflamacao, desorganizagdo do ligamento periodontal e extensa area de
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reabsorgcédo Ossea [50x - H.E.]; (B) Periapice dentario evidenciando presenca de

infiltrado inflamatério moderado de predominéancia crénico [100x - H.E.].

GRUPO 4 - ratos com infec¢ao pulpar suplementados com 6mega 3

De forma semelhante ao grupo 3, observou-se em todos o0s espécimes,
tecido necrosado em toda a cavidade pulpar, e canal radicular, estendendo-se ao
periapice dentario. Junto ao periapice evidenciou-se a predominancia de infiltrado
inflamatdrio do tipo cronico de intensidade moderada em 6 espécimes € leve em 4.
A extensdo da inflamagao foi leve na maioria dos casos (8 espécimes). Em todos
eles, observou-se a presencga de reabsor¢cdo cementaria e dentinaria na superficie
apical e em regides de ramificagcdes radiculares, tendo 8 espécimes reabsorgdes
moderadas, um espécime apresentando uma leve reabsor¢do e o outro uma
severa reabsorcdo. Junto ao tecido 6sseo foram encontradas lacunas de
reabsorcédo ativa em toda a periferia do granuloma. A regido do ligamento
periodontal e regido Ossea subjacente apresentou-se desorganizada, com
presenca de tecido necrosado e inflamagdao em todos os casos. Assim como
observado no grupo 3, todas as lesdes encontradas foram de caracteristicas

compativeis com granuloma periapical.
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Tabela 5 — Escores atribuidos ao grupo 4 em fungao dos critérios de analise

Intensidade da Extensido da Perda de Reabsorc¢oes
Inflamacio Inflamacao Estrutura éssea dentarias
1234|1234 pm’ 1|2 |3 |4
E 1 X X 0553935,3 X
s 2 X X 0388453,8 X
p 3 X X 0853147,9 X
é 4 X X 0487069,7 X
c 5 X X 0451895,2 X
i 6 X X 0174695,7 X
m | 7 X X 0563327,8 X
e 8 X X 0461895,2 X
s 9 X X 0399469,3 X
10 X X 0324649,7 X

i .
a {A:)r\l :

Figura 5 - Imagens representativas de espécime do grupo 4: (A) Aspecto
panoramico do periapice dentario evidenciando intensa concentragdo celular

inflamatdria junto ao forame principal, desorganiza¢ao do ligamento periodontal e
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area de reabsorgdo 6ssea [50x - H.E.]; (B) Em maior aumento, infiltrado

inflamatorio junto ao periapice dentario [100x - H.E.].

4.2 Analise Estatistica

Com relacdo a intensidade do infiltrado inflamatorio realizou-se o teste
estatistico de Kruskal Wallis entre os grupos C, O, IE e IE+O e observou-se que
ambos os grupos com infecgédo apresentaram diferengcas em relagéo ao controle e
ao grupo O (dmega sem infeccéo) (p<0,05). Entretanto, apesar de apresentarem
medianas 4 (IE) e 3 (IE+O) os grupos experimentais ndo foram diferentes entre si

quanto a este critério (Tabela 6).

Tabela 6 - Teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis para os grupos C, O, IE e

IE+O considerando o critério intensidade do processo inflamatério

Grupo Mediana Soma de postos Posto médio N. de valores
gl 1.00000000  105.000000  10.5000000 10
g2 1.00000000  105.000000  10.5000000 10
g3 4.00000000  343.000000  34.3000000 10
g4 3.00000000 267.000000  26.7000000 10

Hc =36.68052 Quiquadrado com 3 graus de liberdade
Probabilidade = 0.000000

Teste de Dunn para comparagdes individuais

Nivel de significancia = 0.05

Comparacao Diferenca Valor critico Interpretagdo

gl X g2 0.00000000 13.4316952  Nao signific.
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gl X g3 -23.800000 13.4316952  SIGNIFICANTE
gl X g4 -16.200000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g2 X g3 -23.800000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g2 X g4 -16.200000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g3 X g4 7.60000000 13.4316952  Nao signific.

Diante deste resultado, optou-se em realizar o teste de Mann Whitney
isolando apenas os grupos portadores de infecgdo (IE e IE+O), observando
diferengca entre eles quanto ao critério intensidade do infiltrado inflamatério
(p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 - Teste de Mann Whitney para os grupos IE e IE+O quanto ao critério

intensidade do infiltrado inflamatorio

Grupo Média  Mediana Soma de postos Posto médio Numero

23 3.60000000 4.000000 143.0 14.3 10
g4 2.60000000 3.000000 67.0 6.7 10

U =12.0000000 Probab. exata = 0.002880
Aproximagdo normal: Z = 3.13026698
Probabilidade = 0.00174647

Hipotese alternativa : g3 <> g4

Diante deste teste que restringe 2 grupos pode-se inferir que a suplementagao
com o acido graxo dmega-3 minimizou a intensidade do processo inflamatério

decorrente da exposicao da infeccéo pulpar.
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Com relacdo a extensdo do infiltrado inflamatério realizou-se o teste
estatistico de Kruskal Wallis entre os grupos C, O, IE e IE+O e observou-se
diferenga significante entre os grupos (p=0,00...). O grupo controle (C), assim
como o grupo 6mega (O), foram semelhantes entre si e diferentes dos grupos IE e
IE+O (p<0,05). Entretanto, apesar de medianas 4 e 2, respectivamente para os

grupos IE e IE+O, n&o observou-se diferenca significante entre eles (Tabela 8).

Tabela 8 - Teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis para os grupos C, O, IE e

IE+O considerando o critério extensao do processo inflamatoério

Grupo Mediana Soma de postos Posto médio n
g1 1.00000000 105.000000 10.5000000 10
g2 1.00000000 105.000000 10.5000000 10
g3 4.00000000 352.000000 35.2000000 10
g4 2.00000000 258.000000 25.8000000 10

Hc=37.78194 Quiquadrado com 3 graus de liberdade
Probabilidade = 0.000000

Teste de Dunn para comparacgodes individuais Nivel de significancia = 0.05

Comparacao Diferengca Valor critico Interpretacao
g1 Xxg2 0.00000000 13.4316952  Nao signific.
g1 Xg3 -24.700000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g1 X g4 -15.300000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g2 Xg3 -24.700000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g2 X g4 -15.300000 13.4316952  SIGNIFICANTE
g3 X g4 9.40000000 13.4316952  Nao signific.




32

Diante deste resultado, optou-se em realizar o teste de Mann Whitney
isolando apenas os grupos portadores de infecgdo (IE e IE+O), observando
diferenga entre eles quanto ao critério extensao do infiltrado inflamatério (p<0,05)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Teste de Mann Whitney para os grupos IE e IE+O quanto ao

critério extensao do infiltrado inflamatério

Grupo Média  Mediana Soma de postos Posto médio Numero
g3 3.70000000 4.000000 152.0 15.2 10

g4 2.20000000 2.000000 58.0 5.8 10

U = 3.00000000 Probab. exata = 0.000076

Aproximacgao normal: Z = 3.78801528
Probabilidade = 0.00015185

Hipotese alternativa : g3 <> g4

Diante deste teste que restringe 2 grupos pode-se inferir que a suplementagao
com Omega-3 minimizou a extensdo do processo inflamatorio decorrente da

exposicao da infecgao pulpar.

Com relagao a perda de estrutura 6ssea, realizou-se o teste estatistico “t” de
Student entre os grupos que foram induzidos a infeccdo endodédntica (IE e IE+O),
sendo excluidos os grupos controle e édmega da andlise estatistica por nao
apresentarem valores neste critério. O grupo IE obteve média de perda 6ssea no
valor de 848221.2um? enquanto o grupo I|E+O apresentou média de
465853.9um?. Quando submetidos a analise estatistica, foi observado diferenca

significante entre os 2 grupos experimentais (p=0,003). (Tabela 10). Diante deste
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resultado pode-se confirmar que a suplementacdo com O6mega-3 minimizou a

perda de estrutura 6ssea periapical decorrente da infecg&o pulpar.

Tabela 10 - Teste "t" de Student - (Duas amostras independentes) para os

grupos IE e IE+O considerando a perda de estrutura 6ssea periapical

Grupo Média Desvio padrao Numero de valores
g3 848221.2 307972.0 10
g4 465853.9 177334.0 10

Diferenca de medias = 382367.2 Desvio padrao da dif. = 112380.6
Valor de "t" = 3.40242893

Graus de liberdade = 18

Probabilidade = 0.003174  Hipotese alternativa : g3 <> g4

Os resultados das analises estatisticas, bem como as medianas e o ndmero
de escores por critério de analise e as médias da analise histométrica, além da

interpretacéo do teste estatistico, apresentam-se resumidos na tabela 11.

Tabela 11 — Escores, medianas e medidas atribuidas aos diferentes grupos

considerando os parametros de anadlise histolégica

. . Grupos N o
Parametros histolégicos c 0 E E+O Analise estatistica
1 - Ausente 10/10 10/10 0/10 0/10 Kruskal Wallis
onsidade 2= DiSCreto 0/10 0/10 010 4/10 c X_"(‘Z) SJ)E*O
dr;tzncS)::eas 1° "3-Moderado _ 0/10 /10 410 610 p=0,000...
r 0
4 - Int 1 1 1 1
inflamatario ntenso 0110 0110 610 0110 Mann Whitney
Mediana 14 1A 452 380 IE x IE+O:

p = 0.001
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1 - Ausente 10/10 10/10 0/10 0/10 Kruskal Wallis
) 2-até 300um _ 0/10 010 010 8/10 CxIExIE+O
E;‘;ig::g do 3 aé600um  0/10  0/10 310 2/10 p=0,000...
inflamatorio 4 -+ 600um 0/10 0110 710 0/10 Mann Whitney
Mediana 1A 14 45 28 IE x [E+O:
p = 0.000...
1 - Ausente 10/10 10/10 0/10 0/10
Presencade 2-menosde3  0/10 0/10 1110 0/10 Mann Whitney
reabsor¢des 3 -entre 3e 6 0/10 0/10 8/10 4/10 IE x IE+O:
dentarias 4-acimade6  0/10 0/10 1/10 6/10 p=0.003
Mediana 1 1 3 4
Histometria da Lesao 84,82 + 46,58 + “t” de Student
periapical (x10.000 pm?) i 30,79° 17,73° p =0.028

* letras diferentes, em mailsculo sobrescritas, representam diferenca estatistica entre os

grupos para os testes de Kruskal Wallis

* letras diferentes, em minudsculo sobrescritas, representam diferenca estatistica entre os

grupos para os testes de Mann Whitney e “t de Student

Figura 6 — Escores atribuidos aos critérios em analise
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A periodontite apical foi induzida através da exposicao pulpar de molares de

ratos, permitindo uma posterior infeccdo bacteriana a partir do ambiente oral
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(Cintra et al., 2013; Cintra et al., 2014). Esta exposi¢ao teve a duragao de 30 dias,
pois € um periodo de tempo suficiente para observar o desenvolvimento da
periodontite apical e necrose pulpar completa (Cintra et al., 2014). Os ratos
receberam tanto a administragao profilatica (15 dias antes da indugcédo da IE)
quanto a terapéutica de 6mega-3 (30 dias apds) (Vadar et al., 2003; Vadar et al,.
2006), que de acordo com estudos anteriores, mostraram resultados mais
positivos relacionados com a reabsorgdo 6ssea durante a doenga periodontal. A
administracao profilatica de 6mega-3 durante duas semanas proporciona aumento
maximo dos niveis de EPA e DHA em membranas celulares (Croft et al., 1987),

que mantém a estabilidade da membrana e fluidez no estado fisiologico.

A hipercolesterolemia induz manifestagbes patologicas, tais como a
diminuicdo da densidade capilar miocardica e aumento de dano endotelial
(Stapleton et al., 2010). Os pacientes que desenvolvem doencgas periodontais tém
mostrado um aumento dos niveis de colesterol total, lipoproteinas de baixa
densidade e triglicérides (Katz et al., 2007; Yamamoto et al., 2011). Por outro lado,
um estudo anterior realizado no modelo do rato mostrou que uma periodontite
apical nao alterou os niveis de colesterol em ratos (Cintra et al., 2013), o que esta
de acordo com os nossos resultados, onde a presenca de quatro focos de

periodontite apical ndo alterou o nivel de colesterol total em ratos.

A hipertrigliceridemia estd associada com o risco de doengas
cardiovasculares de acordo com varios estudos epidemiologicos (Nordestgaard et
al., 2007; Freiberg et al., 2008; Labreuche et al., 2009). Além disso, a diminui¢cao
de cada 1 mmol / L (88 mg / dl) nos niveis de triglicérides foi associada com uma
diminuigao do risco de doenga cardiaca coronaria em 14% dos homens e 37% das
mulheres (Hokanson et al., 1996). Estudos anteriores mostraram que a presencga e
a gravidade de doengas periodontais alteraram os niveis de triglicérides em
humanos, o que esta de acordo com este estudo, em que foi observado um
aumento nos niveis de triglicérides no soro de ratos na presenca de quatro
periodontites apicais (Lee et al., 2013; Penumarthy et al., 2013; Flores et al.,

2014), mostrando que as infecgdes endodénticas podem influenciar na saude
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sistémica. Por outro lado, outro estudo mostrou que apenas uma periodontite
apical ndo alterou os niveis de triglicérides em rato (Cintra et al., 2013). Por
conseguinte, a alteragao sistémica pode ser proporcional a quantidade de focos de
infeccdo, mostrando que a presencga de 4 focos de infecgdes endoddnticas sao

capazes de causar tal alteragao.

Neste estudo, a suplementagdo com acido graxo 6mega-3 reduziu os niveis
de triglicérides em ratos com infecgbes endoddntica, o que pode ser explicado
pelo fato de que o principal mecanismo de acdo do 6mega-3 representa a inibigao
direta da sintese de triglicérides e reducao de lipoproteina de baixa densidade e
secrecao (Jacobson TA et al., 2008). Portanto, a dieta com o acido graxo 6mega-3
provou ser uma alternativa para reduzir os niveis de triglicérides em individuos

com periodontite apical.

Na analise histologica, nosso estudo demonstrou que a extensédo e a
intensidade do infiltrado inflamatorio, a reabsor¢ao dentaria e a reabsorgcéao 6ssea
junto aos tecidos periapicais foi menor no grupo que continha infeccao
endodéntica, mas que foi suplementado com 6mega-3, do que no grupo em que
foi induzida a lesao periapical, mas que nao recebeu tal suplementacdo. Isso se
deve ao fato do 6leo de peixe ser a principal fonte do acido graxo émega-3, que é
0 maior acido graxo poliinsaturado, que tem como componentes o acido
eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA). EPA e DHA competem com
0 acido araquiddnico nas vias lipoxigenase (LOX) e ciclo-oxigenase (COX), o que
resulta na reducdo da sintese de metabdlitos pro-inflamatérios, como
prostaglandinas e leucotrienos (Kragballe et al., 1987; Kragballe et al., 1989).
Desta forma, os mediadores proé-inflamatérios sao responsaveis pela ativagao dos
osteoclastos, porém, como tais mediadores estardo em menor quantidade devido

N e ap e

e, consequentemente, uma menor reabsorgao ossea.
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6 Conclusao

Em concluséo, os resultados do nosso estudo mostraram que a presenca
de multiplos focos de periodontite apical aumenta os niveis de triglicérides em
ratos, e que a suplementacdo alimentar com édmega-3 pode reduzir esses niveis.
Além disso, este acido graxo também €& capaz de reduzir o processo de
reabsorcdo Ossea junto aos tecidos periapicais causados pela presenga da

periodontite apical.
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