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RESUMO

GOMES, V. C. Avaliacao da reabsorcado 6ssea na periodontotite apical induzida
em ratos fumantes passivos suplementados ou ndo com Omega-3: Anélise
histométrica e microtomografica (Micro-CT). 2024. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduacao) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2024.

O objetivo do presente estudo foi investigar a influéncia da suplementacao sistémica
Omega-3 na associacdo entre tabagismo passivo e periodontite apical induzida em
ratos no processo de reabsorcdo 6ssea. Foram utilizados 64 ratos divididos em 8
grupos (n=8): C (controle, ratos sem PA e sem exposi¢ao 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 & fumaca do cigarro suplementados com Omega-3); C+O
(ratos sem PA sem exposicdo ao cigarro suplementados com Omega-3). Para
inalacdo da fumacga 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
inducédo da PA. No 5° dia de inalacdo, os animais dos grupos (C+0O, PA+O, F+0O,
FPA+O) iniciaram a suplementac&o 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 inducéo da leséo periapical (PA), e permaneceram abertas por
um periodo de 30 dias. Nesse periodo, 0os animais continuaram inalando fumaca do
cigarro associados a suplementacédo 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, fixadas em formaldeido
a 4% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e acondicionadas em
alcool 70° para o escaneamento em Micro-CT, em seguida as pecas foram
processadas para as analises histopatoldgicas e histométricas por coloracdo em
Hematoxilina e Eosina (HE). Na anélise de Micro-CT, o nivel de reabsor¢do 0ssea
(1.933 + 0.705) em ratos com periodontite apical associada ao fumo e

suplementados com Omega-3 (FPA+O) foi menor, com diferenca estatisticamente



significante (p=0.026), em relacéo a reabsorcédo 6ssea (2.827 + 0.460) do grupo dos
ratos com periodontite apical associada ao fumo (FPA). Dados semelhantes foram

observados na analise histométrica, o qual FPA+O (2.718 = 0.391) obteve menor

+

reabsorcdo Ossea em relacdo ao grupo FPA (3.468 * 0.423). Na analise
histopatolégica, os grupos com PA apresentaram areas de reabsor¢do, sendo mais
intensa no grupo FPA. Porém, na presenca de Omega-3, o grupo FPAO apresentou
maior preservacdo de tecido 0sseo. Conclui-se a suplementagdo sistémica com
Omega-3 na associacéo entre tabagismo e periodontite apical induzida em ratos
promoveu a diminui¢cdo da reabsor¢cdo éssea local nas andlises microtomogréficas e

histométricas.

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



ABSTRACT

GOMES, V. C. Assessment of bone resorption in apical periodontitis induced in
passive rats supplemented or not with ©6mega-3: Histometric and
microtomographic analysis (Micro-CT). 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacéo) - Faculdade de Odontologia, 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 passive smoking and apical
periodontitis induced in rats in the process of bone resorption. We used 64 rats
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 supplemented with Omega-3); C+O
(rats without AP without exposure to cigarettes 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. On the 5th day of inhalation, the animals in the groups (C+0O, PA+O, F+O,
FPA+QO) 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 (PA), 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, fixed in 4% formaldehyde for 48 hours,
washed in running water for 12 hours and placed in 70° alcohol for Micro-CT
scanning, then the pieces were processed for histopathological analysis. and
histometric by Hematoxylin and Eosin (HE) staining. In the Micro-CT analysis, the
level of bone resorption (1.933 = 0.705) in rats with apical periodontitis associated
with smoking and supplemented with Omega-3 (FPA+O) was lower, with a

statistically significant difference (p=0.026), in relation to bone resorption (2.827 +



0.460) in the group of rats with smoking-associated apical periodontitis (APF). Similar
data were observed in the histometric analysis, which FPA+O (2.718 + 0.391)
obtained lower bone resorption compared to the FPA group (3.468 £ 0.423). In the
histopathological analysis, the groups with AP showed areas of resorption, being
more intense in the FPA group. However, in the presence of Omega-3, the FPAO
group showed greater preservation of bone tissue. It is concluded that systemic
supplementation with Omega-3 in the association between smoking and apical
periodontitis induced in rats promoted a decrease in local bone resorption in

microtomographic and histometric analyses.

Keywords: smokers; bone; apical periodontitis; 6émega-3.
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1 INTRODUCAO

7

A periodontite apical € caracterizada por um processo inflamatério e
consequente reabsorcdo 6ssea dos tecidos periapicais. Pode ser desenvolvida apos
a contaminagao do sistema de canais radiculares originada da exposi¢c&o da polpa
dentaria por cérie, trauma ou desgaste dentario!. Quando a infecgéo se instaura nos
tecidos perirradiculares induz a producao de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6,
IL-1B e TNF-a2 que ativam a proliferagdo celular® e contribuem para a reabsorgéo
6ssea*. O processo de reabsorcdo 6ssea ocorre devido a quebra da homeostase
dos sistemas reguladores da inflamacdo, como células inflamatérias, sistema
RANK/RANKL/OPG, citocinas inflamatérias, hormonios calciotrépicos, estradiol,

além dos produtos do &cido araquidonico®®.

Visto que a periodontite apical é capaz de promover uma resposta
inflamatoria local, Cintra et al.” investigaram as alteracdes que a PA induzida em
ratos poderia influenciar sistemicamente. No estudo, observaram que o aumento de
infeccbes endodonticas (PA) em um mesmo hospedeiro, aumentaram 0s niveis
séricos de citocinas inflamatdrias (IL-6, TNF-a) concluindo que a PA é capaz de
atuar sistemicamente, alterando a homeostase das células inflamatdrias na corrente

sanguinea’.

Seguindo 0 mesmo caminho da medicina periodontal®, outros trabalhos foram
desenvolvidos a fim de investigar a associacdo de PA versus doencas sistémicas e
obtiveram os seguintes resultados, na associacdo diabetes mellitus e periodontite
apical, observou-se que em ratos diabéticos, o infiltrado inflamatorio e a reabsorcéo
O0ssea alveolar foram maiores e mais intensos em comparagcdo a ratos
normoglicémicos®. Alteragcdes também foram encontradas na associacdo PA e
aterosclerose em ratos Wistar, no qual observou-se que a PA aumentou 0s niveis
séricos de triglicerideos e a espessura da artéria caroétidal’. Além disso, outros
estudos investigaram a relagdo entre o tabagismo e a periodontite apicallt*?,
constatando que a fumaca do cigarro poderia interferir na infeccdo endodéntica, no
gual as respostas inflamatérias alteradas nesses individuos dificultariam o processo

de reparo tecidual'.

BinShabaib et al.!! avaliaram o fluido crevicular gengival de pacientes com

doenca periodontal crbénica e observaram um aumento de citocinas pro-
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inflamatorias, como IL-18, IL-6, IFN-y e TNF-a associado ao fumo em comparagéao
aos pacientes nao-fumantes!?. Outro trabalho avaliando exposic&o de furca em ratos
Wistar tratados com nicotina, observou que a regido demostrou reducéo de fibras
coldgenas e aumento da reabsorgdo Ossealt. Além disso, o sistema
RANK/RANKL/OPG, principal regulador de osteoclastos, parece sofrer influéncia da
fumaca do cigarro, aumentando sua osteoclastogénese>!’. Um estudo demonstrou
gue a inalacdo da fumaca do cigarro pode reduzir a qualidade 6ssea ao redor de

implantes instalados em ratos'® e interferir no crescimento e estrutura 6ssea®.

Um estudo de caso-controle?® avaliou radiograficamente, a associagdo do
tabagismo com presenca de lesdes periapicais, e observou uma forte relagdo com a
presenca de pelo menos uma lesdo periapical detectavel por radiografia em
pacientes que faziam uso do tabaco. Ainda, Segura-Egea et al.?! através de analises
radiogréficas periapicais sugeriram que o tabagismo estaria associado a uma maior
frequéncia de tratamento de canal radicular e ao aumento da prevaléncia de
periodontite apical®t. Em contrapartida, Balto et al.?? através de andlise tomogréficas
relataram que ndo ha diferencas significativas entre fumantes e nao fumantes em

relac&o a prevaléncia e tamanho da periodontite apical®?.

Neste contexto, estudos anteriores®*?* investigaram a agdo do tabagismo
frente a periodontite apical induzida em ratos e demostraram que a fumaca do
cigarro aumentou alterac6es no tecido 6sseo avaliados por meio de analises de
Micro-CT, histométricas, além de analises imuno-histoquimica (OPG e RANKL),
sendo mais intenso o0 processo de reabsor¢cdo 0ssea nos animais expostos a
inalacdo da fumaca do cigarro associado a PA. Além disso, foi realizado a avaliacdo
sistémica de nicotina e cotinina e observou-se que os valores foram indetectaveis
para ndo fumantes (C e PA). Em contrapartida, nos grupos fumantes (F e FPA) os
valores foram de 26,24 + 9,58 ng/mL e 28,97 + 7,04 ng/mL, respectivamente, para a
nicotina e de 294,06 + 64,86 ng/mL e 332,71 + 35,34 ng/mL, respectivamente, para
a cotinina. Nesse contexto, Jain?® avaliou a concentracdo sérica de cotinina em
diferentes etnias com diferentes tipos de cigarro, constatando que os usuarios de
cigarro apresentavam uma concentracdo sérica de cotinina em média de 159,4
ng/mL, sendo classificados como fumante pessoas que apresentam niveis séricos
de cotinina acima de 3,3 ng/mL. Ainda, o protocolo de inalagdo de fumaca de cigarro

utilizado neste estudo? produziu niveis séricos de nicotina e cotinina similares aos
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niveis encontrados em fumantes humanos ativos, que consomem em média de 10 a

20 cigarros por dia?’ .

A fim de reduzir os danos causados na associacdo PA e tabagismo, como
demostrados nos estudos anteriores?*?* terapias coadjuvantes vém sendo indicadas
para auxiliar o tratamento endoddntico convencional (instrumentacdo dos canais,
associado a solugdes irrigadoras e medicacéo intracanal), dentre elas, o acido graxo
Omega-3, apresentou efeitos benéficos no que se refere a inflamag&o e processo de

reparo 6sseo®?°,

Na periodontite apical, um estudo in vivo demonstrou que o Omega-3
modulou a inflamacdo em PA, diminuindo producdo de interleucinas pro-
inflamatdrias TNF-a, IL-6, IL-1b e aumentando a expressdo de interleucinas
antiinflamatoria IL-10%° No tecido 6sseo, evidenciou que a imunomarcacdo de OCN
(atividade osteoblastica) aumentou frente a suplementacédo sistémica com 6mega-3

e em contrapartida, reduziu imunomarcacdo de TRAP (atividade osteoclastica)?*.

No tabagismo, observou-se que a suplementacdo com Omega-3 reduziu niveis
de dependéncia de nicotina®. Resultados semelhantes foram encontrados em outro
estudo que avaliou fumantes ativos submetidos a terapia diaria com Omega-3 em
alta doses por 3 meses, no qual houve reducdo do desejo por cigarro, assim como,

sua dependéncia de nicotina e o estresse oxidativo3!.

O Omega-3 possui propriedades anti-inflamatérias e imunomodulatérias que
resultam de sua incorporacdo em fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (fosfolipidios
mais abundantes da membrana celular)® através de microdominios especificos para
acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA), que promovem a
reducao da fluidez celular®®. Com isso, ocorrera alteragées no esqueleto de actina
celular, e reducdo da fagocitose de microrganismos por macrofagos e células
apresentadoras de antigenos (APCs)®**. Além disso, atua na producdo de
eicosanoides, através da competicdo com o acido araquiddnico (AA) para atividade
de fosfolipase A2, diminuindo a a¢c&o das enzimas Cicloxigenase-2 e 5-Lipoxigenase
e a producédo de seus produtos, as prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TX) e os

leucotrienos (LTs), respectivamente? .

Acerca do conhecimento dos efeitos negativos que o tabagismo promove na

periodontite apical, além do conhecimento dos beneficios do Omega-3, esse
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trabalho tem como objetivo analisar através da microtomografia computadorizada
(Micro CT) e analise histométrica, o processo de reabsor¢cdo O6ssea em ratos

tabagistas com periodontite apical suplementados com Omega-3.



21

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente estudo foi analisar a reabsorcédo 0ssea periapical em
ratos fumantes passivos 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 reabsorgéo

Ossea através de analises histopatologicas e histométricas.

e Avaliar o volume total do espaco poroso (Po.V (tot) (reabsor¢cdo 6ssea na

PA), por meio da microtomografia computadorizada (Micro-CT).
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3 MATERIAIS 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 ratos por gaiola,
alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sdélida e agua “ad
libitum”. Os animais ficaram em quarentena para adaptacao ao novo habitat e foram
administrado nesse periodo, o vermifugo lvermectina 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 experimentagao

(CEUA).

3.2 Célculo amostral e randomizacéo

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no website:
http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.htm, baseado em dados de um estudo
anterior com andlises de microtomografia computadorizada (Micro-CT)%.
Considerando o erro alfa de 0,05 e poder (1- B) de 0,95 para reconhecer uma
diferenca significativa, considerou-se necessario seis animais por grupo. Levando
em consideracao as possiveis mortes de animais, foi adicionado mais dois animais

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

O presente estudo seguiu um modelo controlado, randomizado e cego.
Numeros de 1 a 64 foram marcados na porcao superior da cauda dos animais
utiizando caneta nankin. A sequéncia numérica foi carregada para o software
Minitab® 17 (Minitab Inc., State College, PA, USA) e uma randomizacédo simples (1:1
taxa de distribuicdo) para os grupos C, F, PA, FPA, C+0O, F+O, PA+O, FPA+O foi
realizada através de uma tabela numérica randémica gerada em computador por

uma pessoa externa ao estudo e cega aos tratamentos.
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3.3 Divisao dos grupos

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

C: ratos controle (sem exposicao a fumaca do cigarro e sem indugéo da PA)

F: ratos tabagistas (exposto somente a fumaca do cigarro)

e PA: ratos com periodontite apical induzida

e FPA: ratos tabagistas com periodontite apical induzida

e C+O0: ratos controle com suplementacio de Omega-3

e F+O: ratos tabagistas com suplementacdo de Omega-3

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

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

Omega-3

3.4 Protocolo de Tabagismo

Os animais tabagistas (F, FPA, F+O E FPA+O) inalaram a fumaca dos
cigarros por meio de uma camara de exposicdo de corpo inteiro (Figura 1),
simulando um fumante passivo!®23¢ Entretanto, o protocolo de inalagio de fumaca
de cigarro utilizado? produz niveis séricos de nicotina e cotinina similares aos niveis
encontrados em fumantes humanos ativos?’. O protocolo consiste na inalagdo da

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

Os animais ndo tabagistas (C, PA, C+0O, PA+QO) foram submetidos ao
dispositivo de exposicdo (Figura 1) pelo mesmo protocolo descrito para o0s

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 néao

houvesse contaminagdo com a nicotina.

A camara de tabagismo foi confeccionada em madeira medindo 40 x 33 x 17

cm com tampa de vidro temperado para observacdo dos animais e dividida em dois
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compartimentos por uma tela perfurada. O compartimento maior foi usado para
alojar os animais, cinco por vez, e 0 menor para os 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 fumaca 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
minutos®’*8, Apds a adaptacao, 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)!®*® que contém 10 mg de alcatrdo, 10 mg de mondxido de carbono e 0.8
mg de nicotina. Os animais dos grupos fumantes (F, FPA, F+O, FPA+O) inalaram a
fumaca dos cigarros 20 dias antes dias da inducao da periodontite apical (PA) e nos

outros 30 dias subsequentes, totalizando 50 dias de inalagao.

Figura 1- Camara de exposicao com diviséria menor para acomodacado dos
cigarros e maior para acomodacao dos ratos, com presenca de exaustor para

troca de ar e tampa de vidro temperado

Fonte: elaborada pelo autor, 2024
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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 Oméga-3 (C+0O, PA+O, F+O e FPA+O) receberam, por
gavagem, uma dose diaria de 6mega-3 de 40mg/kg (60% EPA + 40% DHA) diluida
em 1ml de agua por 15 dias antes da inducéo da PA (administracdo profilatica) e 30
dias depois (administracdo 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 suplementac&o?®404L,

3.7 Inducéo da periodontite apical

A inducéo das lesdes periapicais foi realizada sob anestesia geral (conforme
descrito no item 3.5) nos animais dos grupos com les&o periapical (PA, FPA, PA+O
e FPA+O). 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 solucdo
formaldeido a 4%, em pH neutro por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12
horas e acondicionados em Alcool 70° para o escaneamento em Micro-CT. Apds o
escaneamento, as pecas foram desmineralizadas em solucdo de EDTA 10%
tamponado com Ph 7. Apés a desmineralizacdo, as pecas foram lavadas em agua
corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para

as andlises morfologicas.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Analise em Micro-CT

Apo6s obtencdo dos espécimes, estes foram acondicionados em um frasco e
posicionados com o incisivo voltado para cima. As amostras foram digitalizadas com
as seguintes configuracdes: 70 kV, 167 pA, passo de rotacao de 0,5° 2100ms de
exposicao, 3 médias de quadros, 12 por imagem de pixel e 9 por pixel de tamanho
de camera. Um filtro de aluminio de 0,5 mm foi usado durante as varreduras, e uma
correcao polinomial também foi utilizada para reduzir os efeitos de endurecimento do
feixe durante as reconstrucdes. Posteriormente, foram reconstruidas e analisadas
por meio do software CTAnalyzer (SkyScan), considerando o volume tecidual (TV) e

0 volume 06sseo alveolar (BV)®.

4.2 Andlise Histopatologica

A analise qualitativa dos espécimes foi realizada em todos os cortes corados
em Hematoxilina e Eosina, sendo considerados os parametros de reabsor¢cdo 0ssea,

atividade osteoclastica e/ou osteoblastica.

4.3 Analise Histométrica

Apés inclusdo das pecas, cortes histolégicos semi-seriados no sentido
longitudinal foram realizados em micrétomo (RM 2045, Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) na espessura de 5um para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE). A
analise histométrica foi realizada para verificar se ha diferenca na perda de estrutura
0ssea na regido periapical nos grupos PA, PA+O, FPA e FPA+O. A area da lesao
periapical foi calculada considerando a superficie externa do cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar. Foi utilizado o microscépio Leica LAS X (Leica
Microsystems, Nussloch — Alemanha) e os valores foram expressos em micrémetros

quadrados (um?) como medidas da area da les&o periapical*®.
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4.4 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nas é&nalises de Micro-CT e histometria foram
processados no programa estatistico Sigma-Plot. Os dados foram submetidos ao
teste de distribuicdo de normalidade Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram

submetidos ao t-test.
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5 RESULTADOS DA MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
(MICRO-CT)

Os grupos C e C+0O e F e F+O néao apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre si (p= 0.055) (Figura 2- A,B,E,F e Tabela 1). Nos grupos com
lesdo periapical, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos PA e PA+O (P = 0.055) (Figura 2- C,G e Tabelas 1,2). Em
contrapartida, foram observadas diferencas significantes nas comparacfes PA e
FPA (P=0.010), o qual FPA apresentou maior volume de reabsorcdo éssea em
relacdo ao grupo PA (Tabela 2), caracterizada pela imagem hipodensa entre as
raizes distal e mesial do primeiro molar inferior (Figura 2-C,D). Os grupos PA+O e
FPA+O (p= 0.469) nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre
si. (Figura 2- G,H e Tabela 2). Por outro lado, nas comparagdes entre os grupos FPA
e FPA+O, o grupo FPA apresentou imagem hipodensa entre as raizes distal e
mesial do primeiro molar inferior maior do que o grupo suplementado com Omega-3
(FPA+O) (Figura 2- D,H), apresentando diferencas estatisticamente significantes (p=
0.026) (Tabelas 1,2).

Figura 2 - Imagens da Micro-CT, pela vista sagital, do primeiro molar inferior
direito dos grupos experimentais A: Controle, B: Fumante, C: PA: periodontite
apical induzida, D: FPA: tabagistas com periodontite apical induzida, E: C+O:
controle suplementados com Omega-3, F: F+O, tabagistas suplementados com
Omega-3, G: PA+O, periodontite apical induzida suplementados com Omega-3
H: FPA+O, tabagistas com periodontite apical induzida suplementados com
Omega-3

Fonte: elaborada pelo autor, 2024
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6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Na regido apical da raiz mesial do primeiro molar superior direito, 0os grupos
C, C+0O e F, F+O apresentaram caracteristicas histologicas semelhantes, com a
presenca de ligamento periodontal integro, tecido conjuntivo constituido por feixes
de fibras colagenas organizadas, células fibroblasticas e vasos sanguineos.
Adjacente ao ligamento periodontal apical, observam-se cemento celular e 0sso
alveolar em processo de remodelacdo. Os grupos PA e PA+O apresentam
degeneracdo pulpar resultando em lesédo periapical. Observa-se area ocupada por
intenso infiltrado inflamatério polimorfonuclear. O cemento apresenta areas de
reabsor¢cdo, bem como o tecido 6sseo alveolar. Os grupos FPA e FPA+O também
apresentam degeneracdo pulpar em continuidade a intenso infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear. O cemento e o0 0sso alveolar encontram-se em processo de
reabsor¢cdo, porém no grupo FPA+O de forma menos intensa, com maior

preservacao do tecido 0sseo localizado na regido de furca.
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7 ANALISE HISTOMETRICA

Os grupos C e C+0O (p= 0.347), F e F+O (p=0.548) possuiam integridade do
espaco do ligamento periodontal e preservacdo da lamina dura (Figura 3 e Tabela
1). Nos grupos com lesdo periapical, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos PA e PA+O (P = 0.071) e PA+O e
FPA+O (p= 0.334) (Figura 3, Tabela 1 e 2). Em contrapartida, foram observadas
diferencas significantes nas comparagdes PA e FPA (p= <0.001), o qual FPA
apresentou maior reabsorcao 6ssea em relacdo ao grupo PA (Figura 3, Tabela 2). O
mesmo foi observado nas comparagdes entre os grupos FPA e FPA+O, o grupo FPA
apresentou maior reabsor¢cdo 6ssea em comparacdo ao grupo suplementado com
Omega-3 (FPA+0O) (Figura 3),
significantes (p= 0.005) (Tabelas 1,2).

apresentando diferencas estatisticamente

Tabela 1 - Valores da média e desvio padrao do volume total do espacgo poroso
(Po.V (tot) (reabsorcdo 6ssea na PA) da micro-CT e histometria em relagao a

suplementagdo com Omega-3

Grupos Micro-CT Anélise Estatistica Histométrico Anélise
Experimentais Po.V (tot) t-test Estatistica
C 0.446 £ 0.00459 1.142 £0.123
C+0 0.481 + 0.00476 p=0.055 1.203 £ 0.109 p=0.347
F 0.465 + 0.00319 1.208 £0.127
F+O 0.429 £ 0.0747 p=0.260 1.251 + 0.155 p=0.548
PA 2.209 £ 0.141 2.601 +0.285
PA+O 2.152 £ 0.0927 P =0.055 2.901 + 0.306 p=0.071
FPA 2.827 +0.460°2 p=0.026 3.468 £ 0.423¢2
FPA+O 1.933 +0.705° 2.718 £ 0.391° p=0.005

* Letras sobrescritas diferentes representam diferenca estatistica p<0.050

Fonte: elaborada pelo autor, 2024
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Tabela 2 - Valores da média e desvio padrao do volume total do espago poroso

(Po.V (tot) (reabsorcao 6ssea na PA) da micro-CT e histometria em relagao a

periodontite apical induzida

Grupos Micro-CT Anélise Estatistica Histométrico Anélise Estatistica
Experimentais Po.V (tot) t-test
PA 2.209 £0.141 2.601 + 0.2852
FPA 2.827 +0.460° p=0.010 3.468 +0.423 p=0.001
FPA+O 1.933 £0.705 2.901 +0.306
PA+O 2.152 +0.0927 p=0.469 2.718 £0.391 p=0.334
PA 2.209 £0.141 2.601 +0.285
PA+O 2.152 +0.0927 P =0.055 2.901 + 0.306 p=0.071
FPA 2.827 £0.460? p=0.026 3.468 + 0.4232
FPA+O 1.933 +£0.705°P 2.718 £0.391° p=0.005

* Letras sobrescritas diferentes representam diferenca estatistica p<0.050.
Fonte: elaborada pelo autor, 2024
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Figura 3 - Imagens da histometria pela coloracdo de Hematoxilina e Eosina. C:
Controle; F: Fumante; PA: periodontite apical induzida; FPA: tabagistas com
periodontite apical induzida; C+O: controle suplementados com Omega-3;
F+0O: tabagistas suplementados com Omega-3; PA+O: periodontite apical
induzida suplementados com Omega-3; FPA+O: tabagistas com periodontite

apical induzida suplementados com Omega-3

Fonte: elaborada pelo autor, 2024
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8 DISCUSSAO

7

A periodontite apical € caracterizada por um processo inflamatério e
consequente reabsorcdo Ossea dos tecidos periapicais. Alguns estudos avaliaram
forte relagdo entre o tabagismo e a periodontite apical''?®, o qual os efeitos
adversos no metabolismo 6sseo facilitaria a destruicdo do tecido 6sseo periapical,
assim como prejudicaria os processos de cura e reparo?®#*. Afim de buscar um
tratamento coadjuvante que reduzisse essa destruicdo intensa causada pela
associacao tabagismo versus periodontite apical, este presente estudo investigou a

suplementacéo com Omega-3.

Na avaliacdo histométrica, observa-se que 0s grupos controles nao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes, apresentando caracteristicas
de normalidade, como a presenca de ligamento periodontal integro, cemento celular
e 0sso alveolar em processo de remodelagcdo. Em contrapartida, os grupos com PA
apresentaram reabsorcdo Ossea e destruicdo do ligamento periodontal. Os
presentes achados confirmam que a periodontite apical (PA) (2.601+ 0.285) foi
agravada na presenca da fumaca de cigarro, o qual o grupo FPA (3.468 + 0.423)
apresentou maior reabsor¢cdo 6ssea em comparacdo ao grupo PA. De fato, os
compostos presentes na fumacga do cigarro tem capacidade de reduzir a a atividade
osteoblastica®®, além de aumentar a presenca de macrofagos M122 e exacerbar a
resposta inflamatéria local?®, resultando assim em uma maior area de destruic&o
6ssea. Por outro lado, na presenca da suplementacdo de Omega-3, o grupo FPA+O
(2.718 + 0.391) apresentou menor reabsor¢cdo em comparacéo ao grupo FPA (3.468
+0.423).

Resultados semelhantes foram encontrados na analise de micro-CT. A micro-
CT ¢é considerada padrdo ouro para avaliacdo de lesbes periapicais em ratos*®4’,
pois suas imagens de alta resolucdo permitem que a area da lesdo seja avaliada em
diferentes planos. O grupo FPA (2.827 = 0.460 ) apresentou maior volume de
reabsorcdo 0ssea em relagcdo ao grupo PA (2.209 + 0.141), corroborando com o
estudo realizado por Pinto et al. (2020), o qual observaram destruicdo 0ssea atraves
de microtomografia em ratos nicotinicos associados com a PA*. Em humanos, um
estudo de caso-controle?®® avaliou radiograficamente, a associacdo do tabagismo

com presenca de lesdes periapicais, e observou uma forte relacdo com a presenca
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de pelo menos uma lesédo periapical detectavel por radiografia em pacientes que
faziam uso do tabaco. Ainda, Segura-Egea et al.?! através de andlises radiogréficas
periapicais sugeriram que o tabagismo estaria associado a uma maior frequéncia de
tratamento de canal radicular e ao aumento da prevaléncia de periodontite apical.
Por outro lado, um estudo avaliou a presenca de PA em pacientes fumantes e nao
fumantes através da Tomografia Computadorizada de Feixe Conico e nao
encontram diferenca significativa no que diz respeito a prevaléncia e tamanho das

lesdes periapicais??.

Nossos resultados mostraram que a suplementagdo com Omega-3 no grupo
com periodontite apical e inalagdo da fumaca do cigarro (FPA+O) apresentou menor
volume de reabsorcado 6ssea (1.933 = 0.705) em comparacdo ao grupo FPA (2.827 +
0.460), com diferencas estatisticamente significantes (p= 0.026). De fato, a
suplementagdo com Omega- 3 parece interferir no tecido 6sseo. Essa relagdo foi
evidenciada por Azuma et al.?®, o qual a imunomarcacdo de OCN (atividade
osteoblastica) foi aumentada na PA em ratos, enquanto a imunomarcacao de TRAP
(atividade osteoclastica) foi reduzida frente a suplementacdo com Omega-3, além
disso, modulou a resposta inflamatorio local, diminuindo producéo de interleucinas
pro-inflamatérias e aumentando a expressdo de interleucinas antiinflamatoria®.
Outro estudo identificou que o acido docosahexaendéico (DHA), um dos compostos
do Omega-3, pode atuar na supressio da formac&o de osteoclastos e consequente
reabsor¢cio Ossea, inibindo vias de sinalizagdo especificas?, corroborando com
resultados obtidos no presente estudo. Haja visto que um fator local (PA) sofreu
influéncia de fatores sistémicos (tabagismo e édmega-3), fica evidente a importancia

da investigacdo de intera¢cfes entre doencas bucais e sistémicas.
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9 CONCLUSAO

A suplementacéo sistémica com Omega-3 na associacdo entre tabagismo e
periodontite apical induzida em ratos promoveu a diminuicdo da reabsor¢cdo 0ssea

local nas analises microtomogréficas e histométricas.
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