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RESUMO

Conforte, ACRS. Influéncia da suplementacio com dmega-3 em ratos expostos a fumaca
do cigarro associados a periodontite apical induzida: analise dssea e inflamatoéria. 2026.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2026.

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da suplementagéo sistémica com Omega-3
(O) na associacao entre tabagismo (F) e periodontite apical (PA) induzida em ratos, avaliando
repercussoes sistémicas, inflamatorias e dsseas. Sessenta e quatro ratos foram distribuidos em
oito grupos (n=8): controle (C), PA, F, F+PA, PA+O, F+O, F+PA+O e C+0O. Os animais
fumantes foram expostos a fumaga de cigarro por 50 dias em camara de inalagdo. A PA foi
induzida 20 dias apos o inicio da exposi¢ao, por abertura da polpa coronaria do primeiro molar
inferior direito, mantida exposta por 30 dias. A suplementa¢io com Omega-3, em esquema
profilatico e terapéutico, foi administrada por 45 dias; os controles receberam agua. Apos
eutandsia por exsanguinacao, coletaram-se amostras sanguineas para hemograma e analises de
estresse oxidativo, incluindo substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARSs), capacidade
antioxidante total (TAC) e conteudo oxidante total (TOC). Tecidos periapicais foram avaliados
histologicamente (HE) quanto a inflamag¢do e reabsorcdo Ossea. Realizou-se imunomarcacao
para IL-1B, TNF-a, IL-10, RANKL e OPG. A reabsor¢do oOssea foi mensurada por
microtomografia computadorizada (micro-CT). O teste de Shapiro-Wilk avaliou a
normalidade; ANOVA/Tukey ou teste t foram usados para variaveis paramétricas e Kruskal—
Wallis/Dunn para varidveis ndo paramétricas (0=5%). O hemograma nao apresentou diferencas
entre C, C+O, F e F+O. A suplementacdo aumentou o hematdcrito em PA+O (p=0,0005) e
melhorou parametros hematologicos em F+PA+O comparado a F+PA (p<0,05). TBARs
aumentaram em F e F+PA versus C e PA (p<0,05), respectivamente, e todos os grupos
suplementados apresentaram redugdo (p<0,05). A TAC aumentou apenas em C+O.
Histologicamente, F+PA apresentou maior inflamagdo (p<0,01). A imunomarcagdo
demonstrou aumento de IL-1B e TNF-a em F+PA versus PA (p<0,05). O Omega-3 reduziu IL-
1B (F+PA+O vs. F+PA) e TNF-a tanto em PA+O vs. PA quanto em F+PA+O vs. F+PA,
indicando modulagdo inflamatéria significativa. IL-10 ndo apresentou diferencas. RANKL
aumentou em F+PA e reduziu em F+PA+O, enquanto OPG aumentou em PA+O e F+PA+O.
A micro-CT mostrou maior reabsor¢ao dssea em F+PA do que em F+PA+O (p=0,026). A
suplementa¢io com Omega-3 reduziu o estresse oxidativo, a inflamagdo periapical e a
reabsor¢cdo Ossea agravada pelo tabagismo associado a PA, sugerindo efeito terapéutico
adjuvante.

Palavras-chave: Fumantes; Inflamac3o; Osso; Periodontite periapical; Omega-3.



ABSTRACT

Conforte, A.C.R.S. Influence of omega-3 supplementation in rats exposed to cigarette
smoke associated with induced apical periodontitis: bone and inflammatory analysis.
2026. Thesis (PhD) — School of Dentistry, Sao Paulo State University (UNESP), Aragatuba,
2026.

This study aimed to investigate the influence of systemic Omega-3 (O) supplementation on the
association between smoking (F) and experimentally induced apical periodontitis (PA) in rats,
assessing systemic, inflammatory, and bone-related outcomes. Sixty-four rats were assigned to
eight groups (n=8): control (C), PA, F, F+PA, PA+O, F+O, F+PA+O, and C+O. Smoking
exposure was performed in an inhalation chamber for 50 days. PA was induced 20 days after
the beginning of exposure by pulp chamber opening of the right mandibular first molar,
maintained exposed for 30 days. Omega-3 supplementation (prophylactic and therapeutic) was
administered for 45 days; controls received water. After euthanasia by exsanguination, blood
samples were collected for complete blood count and oxidative stress analyses, including
thiobarbituric acid reactive substances (TBARs), total antioxidant capacity (TAC), and total
oxidant content (TOC). Periapical tissues were processed for histological evaluation (H&E) of
inflammatory severity and bone resorption. Immunohistochemistry was performed for IL-1f,
TNF-a, IL-10, RANKL, and OPG. Bone resorption was quantified by micro-computed
tomography (micro-CT). Data normality was assessed by Shapiro—Wilk; parametric variables
were analyzed using ANOVA/Tukey or t-test, and non-parametric variables by Kruskal—
Wallis/Dunn (0=5%). No significant hematological differences were observed among C, C+O,
F, and F+O. Omega-3 increased hematocrit in PA+O (p=0.0005) and improved several
parameters in F+PA+O compared with F+PA (p<0.05). TBARs levels were higher in F and
F+PA versus C and PA (p<0.05), whereas all supplemented groups showed reductions
(p<0.05). TAC increased only in C+O. Histologically, F+PA showed the most severe
inflammation (p<0.01). Immunohistochemistry revealed elevated IL-1p and TNF-a in F+PA
versus PA (p<0.05). Omega-3 supplementation significantly reduced IL-1f (F+PA+O vs.
F+PA) and TNF-o (PA+O vs. PA; F+PA+O vs. F+PA), demonstrating a marked anti-
inflammatory effect. IL-10 expression showed no differences. RANKL expression was elevated
in F+PA and reduced in F+PA+O, whereas OPG expression increased in PA+O and F+PA+O.
Micro-CT showed greater bone resorption in F+PA compared with F+PA+O (p=0.026), while
PA and PA+O did not differ. Omega-3 supplementation attenuated oxidative stress, reduced
pro-inflammatory cytokine expression, and decreased bone resorption associated with
smoking-exacerbated apical periodontitis, indicating its potential as an adjuvant therapeutic
strategy.

Keywords: Smokers; Inflammation; Bone; Apical periodontitis; Omega-3.
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13

INTRODUCAO

A fumaca do cigarro ¢ composta por mais de 4.700 substancias quimicas (Borgerding
et al., 2005), entre elas a nicotina, principal agente ativo capaz de interagir com receptores
nicotinicos de acetilcolina no sistema nervoso central e em tecidos ndo neuronais (Gahring et
al., 2005; Thielen et al., 2008). A fumaga também contém produtos de combustdo, como
monoxido de carbono, didxido de carbono e 6xido nitrico, além de espécies reativas de oxigénio
(ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e diversos compostos toxicos e carcinogénicos,
incluindo formaldeido, acetaldeido e benzeno (Thielen et al., 2008), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Wynder & Hoffmann, 1959) e nitrosaminas especificas do tabaco

(Klus et al., 1974; Hoffmann et al., 1979).

Os efeitos sistémicos do tabagismo sdo amplamente documentados (Wong et al., 2016;
Kondo et al., 2019), e sua influéncia sobre a satide bucal tem recebido crescente atencao (Pinto
et al., 2020). Na doenca periodontal, o tabagismo constitui um importante fator de risco, pois
altera tecidos gengivais, ligamento periodontal, sistema vascular e resposta inflamatoria

(Nociti-Junior et al., 2002; Palmer et al., 2005).

O processo de remodelagdo Ossea, regulado pelo eixo RANK/RANKL/OPG e por
citocinas e mediadores inflamatorios (Simionato et al., 2021; Yoon et al., 2012), parece ser
afetado pela fumaga do cigarro, que estimula a osteoclastogénese (Yoon et al., 2012; Giorgetti
et al., 2010; Junqueira et al., 2021). Citocinas como IL-18, IL-6 ¢ TNF-a induzem a expressao
de RANKL em osteoblastos (Ojima et al., 2010; Yasuda et al., 1998), enquanto a OPG atua

como receptor “decoy”, inibindo a ativagao osteoclastica (Simonet et al., 1997). O tabagismo

Formatado de acordo com a International Endodontics Journal-
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/13652591/homepage/forauthors.html
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também aumenta IL-6 e TNF-a pela ativagdo direta de células osteoclasticas (Kamer et al.,

20006), além de elevar o estresse oxidativo e favorecer a reabsor¢ao 6ssea (Hapidin et al., 2007).

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando ha desequilibrio entre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e a capacidade das células de neutraliza-las por mecanismos
antioxidantes (Persson et al., 2014). O EO ¢ conhecido por causar danos oxidativos a lipidios
de membrana, proteinas, carboidratos e DNA (Halliwell, 1987). A literatura aponta que fatores
exdgenos, como o tabagismo, podem aumentar a formagao de radicais livres e comprometer o
sistema de defesa antioxidante (Park et al., 1998; Hu et al., 2007). Os niveis do marcador de
peroxidagdo lipidica, as substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS), mostram

correlacdo positiva com o habito de fumar (Lykkesfeldt, 2007).

A periodontite apical (PA) ¢ uma infec¢ao bacteriana que se desenvolve nos tecidos
periapicais apos a contaminagao do sistema de canais radiculares, desencadeando uma intensa
resposta inflamatoria, com produgao de IL-6, IL-18 e TNF-a e posterior ativagdo osteoclastica
(Siqueira & Rdgas, 2007; Rogas et al., 2014; Araujo-Pires et al., 2014; Ojima et al., 2010).
Além disso, a PA também apresenta citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (Menezes et al.,
2008; De Rossi et al., 2008), que modulam negativamente a reabsorcao 6ssea (Mohamed et al.,

2007), a fim de equilibrar o processo inflamatdrio local.

Estudos anteriores demonstraram que o tabagismo agravou a PA induzida em ratos, com
maior expressdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-1B, TNF-a), predominio de
macrofagos M1 (fendtipo pro-inflamatdrio) e alteragdes hematologicas (Vasques et al., 2023;
Silva et al.,, 2023). Analises microtomograficas e imuno-histoquimicas (OPG/RANKL)

confirmaram maior reabsor¢do Ossea nos grupos expostos a fumacga (Vasques et al., 2024).
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Diante desses achados, tornou-se necessario investigar possiveis terapias coadjuvantes capazes

de reduzir esse processo inflamatdrio.

Em humanos, a suplementagdo com -3 melhorou parametros clinicos periodontais
(Deore et al., 2014) e reduziu TNF-a salivar (Keskiner et al., 2017). Em modelos de PA, o
omega-3 reduziu inflamagdo sist€émica e local, diminuiu osteoclastogénese e aumentou
formagao dssea (Azuma et al., 2017; 2018; 2021). Em modelos com multiplos focos, controlou
triglicerideos alterados pela PA e preveniu reabsor¢do Ossea (Azuma et al., 2017b). Em
tabagistas, o0 6mega-3 mostrou potencial adjuvante na redu¢do da dependéncia de nicotina e do
estresse oxidativo (Zaparoli et al., 2016; Sadeghi-Ardekani et al., 2018). Até o0 momento, nao
ha estudos avaliando o efeito sist€émico e local do dmega-3 na interacdo entre tabagismo e
periodontite apical. Diante desse cenario, estabeleceu-se a seguinte hipotese nula: a
suplementagdo com 4acidos graxos Omega-3 ndo exerce efeito sistémico ou local sobre a
inflamacao, remodelagdo 6ssea ou extensdo da periodontite apical em animais expostos ou nao

a fumaca do cigarro.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementagdo com dmega-3 reduziu a peroxidagao lipidica e atenuou
tanto a resposta inflamatéria quanto a reabsorc¢ao 6ssea local em animais expostos a fumaga do
cigarro e com periodontite apical induzida. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos envolvidos e consolidar o potencial do 6mega-3 como terapia

adjuvante em condigdes inflamatérias associadas ao tabagismo.
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