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RESUMO

ACAO ANTI-INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE DO MIX DE OLEOS OMEGA 9,
6 E 3 DE BAIXA RELACAO OMEGA-6 /| OMEGA-3 E ELEVADA RELACAO
OMEGA-9/ OMEGA-6 APOS EXODONTIA EM RATOS.

RADAMES BEZERRA MELO. P6s-Graduagdo Stricto-Sensu do Departamento de
Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Mestre em
Ciéncias Meédico-Cirurgicas). SETEMBRO, 2014.Orientador Prof. Dr. PAULO
ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS.

Os 4acidos graxos insaturados 6mega-3 e 6mega-9 possuem ac¢do anti-inflamatéria e
antioxidante, enquanto o 6mega-6 possui acao proé-inflamatéria. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a acdo antioxidante e anti-inflamatéria do mix de O6leos em
concentracdes nutracéuticas com alta razdo 6mega-9: dmega-6, favorecendo agdo
antioxidante, e baixa razao dmega-6:0mega-3, favorecendo acao anti-inflamatéria no
terceiro dia pés exodontia em ratos. Foram utilizados trinta e dois ratos Wistar jovens
com 270-310g distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de 8 animais: Grupo Sham,
Grupo Solucdo Salina, Grupo mix isolipidico e Mix Teste. Os animais receberam NaCl
0,9%, Grupo Sham e Grupo Solucdo Salina, ou mix isolipidico, (acido alfa-linoléico -
ALA) mistura contendo 6mega-6:0mega-3 6leos (relacdo de 8:01) e 6mega-9:6mega-6
(relacao 0,4:1), Grupo Isolipidico, ou Mix Teste (acido alfa-linolénico - ALA, acido
docosahexaendico - DHA, acido eicosapentaendico - EPA) de 6mega-6:6mega-3 (relacdo
1,4:1) e 6mega-9:6mega -6 (3,4:1 relagdo), Grupo Teste, receberam por gavagem 1,2g da
solucdo correspondente a cada grupo por kg/dia durante quatro dias antes e trés dias
ap6s a exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Foi realizada a avaliacdo do
edema gerado pelo procedimento cirdrgico e coletada a mucosa perialveolar ao sitio da
extracdo dental e o préprio alvéolo dental para analises laboratoriais: mieloperoxidase,
contagem de osteoclastos, expressdo do TNF-a e IL-13, glutationa (GSH) e substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O Mix Teste induziu uma diminuicdo
significante na atividade da mieloperoxidase,no edema pds operatdrio, na contagem de
osteoclastos, na GSH plasmatica e do tecido, nas concentragdes plasmaticas e do tecido
de TBARS, na expressdo do TNF-a, mas ndo mostrou diferenca significante na expressao
de IL-1B8 no terceiro dia pds-operatorio. A administracao por gavagem do Mix Teste
demonstrou uma redu¢do da resposta inflamatéria e oxidante, atuando como anti-
inflamatorio e antioxidante, apds exodontia em ratos.

Palavras Chave: Cirurgia Oral. Inflamagdo. Estresse Oxidativo. Acidos Graxos.

Metabolismo.



ABSTRACT
ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACTION OF OIL MIXES OF
OMEGA 9, 6 AND 3 WITH LOW RATIO OMEGA-6:OMEGA-3 AND HIGH RATIO
OMEGA-9:OMEGA-6 AFTER DENTAL EXTRACTION IN RATS.

RADAMES BEZERRA MELO. Stricto Sensu post-graduation. Department of Surgery,
Medicine School, Federal University of Ceara (Degree of Master of Surgery).
SETEMBRO, 2014. Advisor: PAULO ROBERTO LEITAO DE VASCONCELOS.

Oil fatty acids omega-3 and omega-9 have anti-inflammatory and antioxidant activities, while
the omega-6 has pro-inflammatory action. The aim of this study was to evaluate the presence
of antioxidant and anti-inflammatory effects with high nutraceutical ratio of omega-9: omega-
6, antioxidant properties, and low ratio omega-6: omega-3, anti-inflammatory properties three
days after tooth extraction in rats. Thirty-two young Wistar rats with 270-310g were randomly
divided into four groups of 8 animals: Group Sham, Saline Group, Isolipid Group, and Mix
Test Group. The animals received 0.9% NaCl, Sham Group and Salina Group, or Isolipid Mix
(alpha-linolenic acid - ALA) mixture containing omega-6: omega-3 oils (ratio 8:01) and
omega-9: omega-6 (ratio 0.4:1), Isolipid group, or Mix Test (alpha-linolenic acid - ALA,
docosahexaenoic acid - DHA, eicosapentaenoic acid - EPA) omega-6: omega-3 (ratio 1.4: 1)
and omega-9: omega -6 (3.4:1 ratio), Mix Text Group by gavage 1.2g solutions for kg/day for
four days before and three days after the extraction of the left mandibular first molar.
Evaluation of edema generated by the surgical procedure and collected the perialveolar the
site of tooth extraction and dental alveolar mucosa itself for laboratory testing were
performed: myeloperoxidase, osteoclast count, concentrations of TNF-o and IL-1j,
glutathione (GSH) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). The Mix Test
induced a significant decrease on post-operative edema, myeloperoxidase , osteoclasts count ,
GSH in blood and tissue, on tissue and plasma TBARS and on the TNF-aconcentration, but
did not show significant difference on the IL-1p concentration at the third post-operative day.
The gavage with the Mix Test showed anti-inflammatory and antioxidant actions after molar

tooth extraction in rats.

Keywords:Oral Surgery. Inflammation. Oxidative Stress. Fatty Acids. Metabolism.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Grupos exXperimentais ........cccocevvr e
Figura 2: Composicdo do Mix de 6leos teste e iSolipidiCo....cwrremrmeeeseeeenmesesne
Figura 3: Desenho do ESTUdO.....c.orenisssessessesssssssssesssssssssssssssssssssssanes

Figura 4: |Identificacdio do 1° molar inferior do rato apds
ANESTESIA . rvvureessesssesssesssseessseessseess s s ss e sssess s sseeRs R RS R R R e RR e RR e
Figura 5: Realizacdo da sindesmotomia com a utilizacdo de um explorador
clinico para descolamento da gengiva INSErida........ureeeermeemeessessssssssssesssssssesssessens
Figura 6: Inicio da luxacdo para avulsdo do 1° molar inferior esquerdo com
INSTIUMENTAL 3.t s st sp s saneanes
Figura 7: Alvéolo dental do 1° molar inferior  pds
(2 0T (0] 0 = VPSP TTEOPTTO
Figura 8: Mensuracdo da espessura do musculo masseter com a utilizacdo de um
TS 1T 1 1] {0 OO
Figura 9: Dosagem de MPO (A), Edema de Masseter (B) e Contagem de

OSEEOCIASTOS ((C)ureruersrerrseeseerssersesseesssrssessssssse s ss s ss s ss bbb

Figura 10: Imagem representativa da analise microscopica do sitio de exodontia,
trés dias ap6s a extracdo do  primeiro  molar inferior
LYo 10 <) o 0 JO NPT

Figura 11: Imagem representativa da anélise da expressdo TNF-a e (A) IL-1p

Figura 12: TNF-0 € (A) IL-1P (B).crrreereerrsermeesseesssessesssssssessssessssssssssssssssessssssssssssesssssssseens

Figura 13: TBARS no sangue (A). TBARS no Tecido (B). Concentracdo de
Glutationa no Sangue (C). Concentracdo de Gluationa no Tecido......c.couwereeereeenees

21

21

22

22

23

29

30

31

31



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS
AG — Acidos graxos
AGMI — Acidos graxos monoinsaturados
AGPI- Acido graxo poli-insaturado
AA — Acido araquidénico
ALA — Alfa linolénico
AL- Acido linoléico
COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
COX — Ciclooxigenase
D - Dia
DHA — Docosahexaendico
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
EPA — Eicosapentaendico
ERO — Espécie Reativa de Oxigénio
ETA - Acido eicosatriendico
Et al — e colaboradores
DHA — Docosahexaenoico
GSH - Glutationa
HE — Hematoxilina eosina
ICAM-1 — Molécula de aderéncia intracelular-1
IFN — Interferon
IL - Interleucina
o — Omega
LABCEX- Laboratorio de Cirurgia Experimental
LT — Leucotrieno
LOX — Lipoxigenase
MDA —Dialdeido maldnico
MPO — Mieloperoxidase
NF-KB — Fator nuclear Kappa B
NPD1 — Neuroproctectina D1
PBS — Solucao tamponada de fosfato
PG — Prostaglandina

P — Nivel de significancia estatistica



TBARS-Substancias reativas ao Acido tiobarbittrico
TNF — Fator de necrose tumoral

VCAM-1-Molécula de aderéncia endotelial vascular



SUMARIO

1 INTRODUGAO . . iimmssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 12
2 OBJIETIVO i iisisinsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sessssssasssas 17
3 METODOctussusmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssss s ssssss 18
3.1 ASPECTOS ETICOS meuuumsessmsssssesssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssss 18
B N A1 I 18
3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL..cccissscsmsmssssmsssssssssssssmssssssssssssssssssssssssnes 18
3.3.1 Fluxograma experimental......msesssssssmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasanes 19
3.3.2 TECNICA ANESTESICAuuesrssrrermssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssseses 20
3.3.3 Procedimento Cirdrgico (EXOAONTIA) wuoesesessssssssmsssesssssnsssssassssssssssssnsnssnsnsnss 21
3.3.4 SaCrifiCio A0S ANIMAIS.iumesmssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssassssssssasas 23
3.3.5 Analise do edema de D0Ca e Fat0...mmmsssmssssssmsessssssssssssssssssssssssssasssssssssens 23
3.3.6 ANAliSeS LabOratOriaiS. mmmsesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 24
3.3.6.1 Avaliac@o da peroxidaco lipidiCammmmmmmmmmmmmsmmssssssssssssssssssssssssssssssssasas 24

3.3.6.2 Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH).... 25

3.3.6.3 Determinacdo da mieloperoxidase da mucosa alveolar....eremeessreseeenns 26
3.3.7 Andlise histoldgica e Histomorfometrica (contagem de osteoclastos)..... 26
3.3.8 Andise Western Blot (TNF-a € IL-1f) .ccooussessmsessssssssssssssssssssssssssssssasasass 27
3.3.9 ANAlISE EStALISTICA. uuummsmrrssssssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssss s ssasssnsssss 27
4 RESULTADOS...oiiismsmssmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssensss 28
41 DETERMINACAO DA MIELOPEROXIDASE NA MUCOSA

ALVEOLAR. osisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sasssssssssssssssssssssssss sessssssssssssssssssens 28
4.2 DETERMINACAO DO EDEMA EM REGIAO MASSETERICA...ouuueesenens 28

4.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA: CONTAGEM DE
OSTEOCLASTOS. .. iimmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss sens 28



4.4 WESTERN BLOT PARA TNF-A E IL-1Busmmssssssssssssn. 31

4.5 TBARS E GLUTATIONA...ooommsssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss 32
5 DISCUSSAO . cuuemmmesssmrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sasssssssssssssssssnssasass 33
6 CONCLUSOES. ..uermmesssssesssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssnss 38
REFERENCIAS........ooioeeeeeeeeee et 39
APENDICE.........oiieeeeeeeeeee e see e ee et see s, 45



1 INTRODUCAO

A cicatrizacdo ¢ um fendbmeno biofisioquimico, que se inicia logo ap6s uma lesédo
tecidual, quer seja acidental ou operatdria, e que tem por finalidade reconstituir o tecido da
maneira mais fiel possivel. A capacidade de um tecido lesado reparar-se é uma resposta inata
a propria vida, pois uma ferida que por ventura ndo cicatrize podera resultar na morte do
organismo. Deve ficar claramente entendido que a cicatrizacdo de uma lesdo ndo é um
fendmeno isolado, solitario e local, mas uma série complexa de eventos biol6gicos (SHAFER,;
MUHLER, 1953; SANCHES et. al., 1993).

Os nutrientes tém sido tradicionalmente vistos como fontes de calorias basicas para a
homeostase celular, e os aminoacidos para a sintese de proteinas. Atualmente, evidéncias
solidas apoiam o conceito de que o aporte de nutrientes com um foco especifico pode
melhorar os resultados finais por modular a resposta imune e metabolica (ALEXANDER,
1988; STABLES; GILROY, 2011; Ll et. al., 2012)

Nutrientes terapéuticos ou “nutracéuticos” sdo nutrientes isolados ou combinados que,
em doses farmacoldgicas, modificam a resposta biolégica do hospedeiro. Os nutracéuticos
mais comumente estudados sdo os acidos graxos -3 (EPA, eicosapentaenoico e DHA,
docosahexaendico), glutamina, arginina e  nucleotideos. (STABLEFORTH;
THOMAS;LEWIS, 2009).

Os acidos graxos sdo utilizados de maneira seletiva na sintese de fosfolipidios de
membranas celulares e de suas organelas citoplasmaticas. Os acidos graxos essenciais podem
determinar alteragdes estruturais e funcionais da membrana fosfolipidica, inclusive de células
do sistema imune, modificando sua permeabilidade, atividade de receptores e enzimas, 0
transporte, funcGes regulatdrias e o metabolismo celular (CALDER; DECKELBAUM, 1999).
Além disso, ativam rotas sinalizadoras intracelulares pela formacdo de moléculas
biologicamente ativas que agem como mensageiros secundarios. Dessa forma, podem
interferir em eventos fisioldgicos relacionados a hemodinamica, oxigenacdo, inflamacéo e
defesa organica (CALDER; GRIMBLE, 2002).

Os mamiferos sdo capazes de sintetizar os acidos graxos insaturados da série ®-9, mas
ndo podem sintetizar os acidos linoléico (0-6) ¢ a-linolénico (w-3). Com isso, estes sdo
considerados acidos graxos essenciais, sendo adquiridos somente por meio da alimentac&o, tal
fato ocorre porque as duplas ligagdes, situadas no terceiro e sexto atomos de carbono, néo
podem ser produzidas pelo organismo humano (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002;
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MESQUITA et al., 2011). O organismo humano ndo possui as enzimas dessaturases
especificamente responsaveis por adicionar uma dupla ligagcdo antes do nono carbono a partir
da extremidade metil (distal), enzimas essas responsaveis pela sintese de m-6 € de ®-3. As
enzimas necessarias para essa finalidade sdo as delta-9 e delta-15 dessaturases. Essas enzimas
sdo capazes de transformarem o acido oléico (6mega-9) em &cido linoléico (6mega-6) ou em
acido a-linolénico (6mega-3) (WAITZBERG, 2008).

Os 06leos de peixes marinhos possuem um contetdo consideravelmente maior de -3,
principalmente na forma EPA e DHA (ALEXANDER, 1998). Alguns estudos mostram que
uma razdo -6 : -3 elevada promovem vérias doencas influenciando na producéo de fatores
inflamatérios (ALLAYEE; ROTH; HODIS, 2009; MELO et al., 2014). Por outro lado, 0
consumo de quantidades aumentadas de ®-3, ou seja, com uma razdo w-6:®-3 diminuida,
apresenta efeitos opostos.

Os acidos graxos da familia -6 sdo derivados do 4cido graxo essencial linoléico (AL,
18:2) e a familia ®-3 ¢ toda derivada do 4cido graxo essencial a-linolénico (ALA, 18:3). Uma
vez ingeridos, os acidos graxos essenciais sdo metabolizados por um sistema enzimatico, em
que novos carbonos e insaturagcdes sdao adicionados a cadeia carbOnica original, produzindo
AGPIs da mesma familia (INNIS, 2009). O ALA da origem a outros dois AGPIs »-3, o
eicosapentaecndico  (EPA), C20:5(5,8,11,14,17), e o0 docosaexaendico (DHA),
C22:6(4,7,10,13,16,19).. E importante ressaltar que as duas familias, ©-3 e ©-6, de acidos
graxos competem pelo mesmo sistema enzimatico (FAROOQUI et al., 2007).

A adequacdo do balanco dietético de lipidios tem motivado inUmeras investigacoes.
Alteracbes nas respostas metabdlicas, equilibrio entre os lipidios da dieta demonstram-se
capazes de influenciar o estresse oxidativo (MELO et al., 2014) e a resposta inflamatoria
exacerbada por meio da relacdo entre os tipos de acidos graxos poli-insaturados ingeridos
(CALDER, 2003), que afetam a sintese de eicosanoides, atuando como mensageiros
intermediarios de fatores de crescimento e controlando o crescimento e a diferenciacdo de
células epiteliais (CAPONE; BAGGA,; GLASPY, 1997).

A evolucdo dotou o organismo humano de mecanismos e sistemas de defesas para
garantir a sobrevivéncia aos danos oxidativos, como atenuar tais efeitos induzidos por uma
fracdo inspirada de oxigénio (FIO,) de 21% a pressdo atmosférica normal e em condicGes
fisioldgicas. Os mecanismos de protecao utilizados pelo organismo incluem os antioxidantes
ndo enzimaticos, como a glutationa, vitamina E, vitamina C, B-caroteno, N- acetilcisteina,
proteinas de ligacdo do heme, e EPA/DHA, entre eles. Os sistemas enzimaticos enddgenos
removedores de residuos incluem superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
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peroxidase, com seus cofatores associados, selénio, zinco, manganés e ferro. A capacidade
dos mecanismos enddgenos em desintoxicar as ERO (espécies reativas de 0xigénio)
produzidas pela exposicdo aos elevados niveis de oxigénio é sobrepujada durante o aporte de
uma elevada FIO, ventilatdria, durante a reperfusdo de uma isquemia, em estados de baixo
fluxo e em situacBes de estresses cirurgicos, assim ERO nédo eliminadas e outros radicais
livres podem produzir danos oxidativos a praticamente todos os componentes celulares,
incluindo proteinas, &cidos graxos poli-insaturados, polissacarideos e acidos nucléicos,
causando a morte celular e danos subsequentes aos 6rgaos (HEYLAND; DHALIWAL; DAY,
2006).

Os dados de literatura variam muito quanto a melhor combinacdo de antioxidantes no
que se refere a dose, a via de administracdo, os niveis a serem idealmente atingidos, o melhor
momento e a duracdo de seu aporte no organismo. Ainda ndo h& consenso em relacdo a todas
essas variaveis, mas ja se sabe que os antioxidantes administrados geralmente ndo fazem
efeito algum depois de ja terem ocorrido danos teciduais. Assim presumivelmente a terapia
deve ser instituida antes do estabelecimento da lesdo oxidativa (MARTINDALE; ZHOU,
2009).

As familias de ®-3 e ®-6 utilizam o mesmo sistema enzimatico, ocorrendo uma
competicdo por cada enzima (DYEBERG, 1986). Esta competicdo altera todo o metabolismo
de producdo dos eicosandides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (FISCHER,
1989). Os eicosandides oriundos do metabolismo do acido graxo poli-insaturado (AGPI) -6
sdo mediadores pro-inflamatorios, enquanto os oriundos do metabolismo de ®-3 s&o anti-
inflamatorios.

Trabalhos clinicos mostram que a reducéo dos niveis de radicais livres de oxigénio sao
uma importante ferramenta terapéutica adjuvante no tratamento preventivo de desordens
metabolicos como o diabetes mellitus, no qual o aumento do estresse oxidativo leva a
desregulacdo metabdlica e resisténcia periférica a acdo da insulina (SHAPIRO;LUTATY ;
ARIEL, 2011; FLACHS;ROSSMEISL; KOPECKY, 2014). Desordens sisttmicas como 0
diabetes mellitus levam a aumento da expressdo de mediadores quimicos pré-inflamatorios
(SHAPIRO;LUTATY ;ARIEL, 2011), os quais ap0s procedimentos cirlrgicos orais podem
levar a apoptose de fibroblastos e aumento do estresse oxidativo local (YU et al., 2011) o qual
é responsavel por significante perda 6ssea mediada por osteoclastos (HALLEEN et al., 1999).

A nutricdo € um importante fator no desenvolvimento e manutencdo para um tecido

6sseo sadio. Componentes da dieta, tais como proteinas, vitaminas, e oligoelementos séo
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necessarios para o metabolismo 6sseo normal. (BONJOUR, 2005; PRENTICEet al., 2006;
REID; CORNISH; BALDOCK, 2006)

O processo de reparo do osso alveolar é iniciado imediatamente apds a extragao
dentéria e pode ser prejudicada por varios fatores enddgenos, como por exemplo, fatores
hormonais e por varios fatores exdgenos, como por exemplo, nutricdo. (DEVLIN; SLOAN,
2002).

O processo de reparo alveolar apds exodontia em ratos é assunto amplamente
estudado, possuindo uma sequéncia de eventos conhecida. (HSIEH;DEVLIN; ROBERTS,
1994; DEVLIN;GARLAND; SLOAN, 1996; DE CARVALHO; MARIANO; OKAMOTO,
1997; DEVLIN, 2000). Inicia-se com a formacdo de um coagulo que preenche o alvéolo,
passando por processo de maturacéo e sendo aos poucos substituido por tecido de granulagdo
(SMITH, 1974). O ligamento periodontal residual esta presente até o segundo dia pos-
extracdo, os fibroblastos provenientes deste multiplicam-se e apresentam pronunciada
atividade de sintese de fibras colagenas do tipo | e Ill, (LIN; MCCULLOCH;CHO, 1994;
DEVLIN, 2000; DEVLIN e SLOAN, 2002) tais fibras serdo molde para formacéo do futuro
osso trabecular (LIN;MCCULLOCH; CHO, 1994; DEVLIN, 2000). Trés dias apds a
exodontia, as células epiteliais mostram intensa atividade mitética com a finalidade de
recobrir a ferida. Ao longo deste periodo inicial, ocorre a angiogénese (DEVLIN;
GARLAND; SLOAN,1996; DE CARVALHO;MARIANO;OKAMOTO, 1997,
MCMILLAN, 1999). Apos 4 a 5 dias, inicia-se a substituicdo do tecido conjuntivo denso por
tecido 6sseo neoformado, com deposicao de ostedide pelos osteoblastos (IIZUKA; MILLER,;
MARKS, 1992; DEVLIN, 2000). Osteoclastos iniciam a reabsorcdo das cristas e septos
alveolares por volta deste mesmo periodo apds a exodontia. (SMITH, 1974; DEVLIN, 2000).
Fibras de colageno tipo I, principal componente da matriz 6ssea organica (DOMON et al.,
1999), tornam-se bem evidentes apds 6 dias da exodontia. Fibras de colageno do tipo | e 1lI
estdo distribuidas pelo alvéolo, da maneira similar as trabéculas ésseas neoformadas, ou seja,
das paredes alveolares para o centro (DEVLIN, 2000). Uma semana apds a exodontia, 0
epitélio recobre quase a totalidade do alvéolo e aumenta a deposicdo de tecido 0sseo intra-
alveolar (GUGLIELMOTTI e CABRINI, 1985; DEVLIN;GARLAND; SLOAN, 1996).
Feixes de coldgeno tipo | circundam as areas de neoformacdo dssea, enquanto que as de
colageno tipo Il estdo presentes nos sitios de neoformacdo dssea no interior do alvéolo
(DEVLIN, 2000). Cerca de 10 dias apds a exodontia, o alvéolo esta completamente recoberto
por epitélio. Osso jovem esta presente em todo o alvéolo, imaturo e fibrilar na regido central e
mais organizado nas proximidades das paredes ésseas (HSIEH; DEVLIN; ROBERTS, 1994;
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DEVLIN;GARLAND; SLOAN, 1996). Entre 2 e 3 semanas, ocorre unido e espessamento das
trabéculas dsseas neoformadas, juntamente com diminuicdo dos espacos medulares e
vasculares (DE CARVALHO; MARIANO; OKAMOTO, 1983; GUGLIEL, MOTTI e
CABRINI, 1985; DEVLIN; GARLAND; SLOAN, 1996; DE CARVALHO;MARIANO;
OKAMOTO, 1997). Apds 21 dias, predominam os processos de remodelacdo dssea, que se
estendem por meses ap0Os a exodontia, até praticamente ndo haver diferenca estrutural entre
0sso neoformado e osso alveolar adjacente (GUGLIELMOTTI e CABRINI, 1985;
KINGSMILL, 1999).

Dentre as preocupacOes nas reabilitacdes orais de pacientes por meio de proteses ou
implantes osteointegrados, destaca-se a disponibilidade e qualidade de tecido 0sseo alveolar
remanescente ap6s uma exodontia. Nesse sentido, a diminuicdo do estresse oxidativo pode
desempenhar um importante papel anti-inflamatério e antirreabsortivo pds-exodontias e,
como consequéncia, procedimento e ou terapias que se mostrem capazes de atenuar o estresse
oxidativo ganham importancia como mais uma via para incrementar as chances de sucesso em
casos de reabilitacdes orais.

Em Odontologia, principalmente em Cirurgia Bucomaxilofacial, muitos sdo os
procedimentos com danos teciduais de grande monta, o que acaba por representar um
universo de pacientes cirlrgicos complexos e mais susceptiveis a quadros inflamatorios,
obrigando a administracdo de uma terapéutica anti-inflamatoria agressiva e, por conseguinte,
com assumidos riscos gastricos, nefroldgicos e imunoldgicos entre outros e, desse modo,
nutracéuticos antioxidantes podem se revelar de grande valia para uma a¢do anti-inflamatoria,
se essa acao possuir o necessario respaldo cientifico experimental.(MESQUITA et al., 2011;
MELO et al., 2014).
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2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo é avaliar a influéncia da oferta de &cidos graxos com baixa
relacdo 6mega-6/6mega-3 e elevada relacdo 6mega-9/6mega-6 na inflamacdo e estrese
oxidativo durante a fase inflamatoria da cicatrizacdo da ferida operatoria pds exodontia em
ratos.
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3 METODO

3.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi de carater experimental, com o uso de animais vivos e controle intra-
individuo com avaliadores e operadores de forma cegada, realizado de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal
no. 6.638, de 08 de Maio de 1979. Foi realizado em animais de laboratorio, do Biotério do
Departamento de Cirurgia, Seccio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina,
pertencente a Universidade Federal do Ceara.

As condigoes deste alojamento até o bem estar geral dos animais, foram controladas
pela direcdo do biotério e os procedimentos foram baseados nos principios dos 3RS
(Replacement, Reduction, Refinement).

O modelo de estudo, assim como a revisdo cientifica, foi avaliado pelo comité de ética
em investigacdo animal competente, da Universidade Federal do Ceard, tendo sido aprovado
pelo protocolo numero 73/2011 em 07 de dezembro de 2011 (em apéndice).

Os animais foram manipulados de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos 0s esforcos foram realizados

no sentido de reduzir o nimero de animais utilizados.
3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC), e mantidos no laboratério de Cirurgia Experimental — LABCEX da UFC.

Os animais possuiam 270-310g.

Todos receberam racdo padrdo e agua ad libitum, e foram mantidos nas mesmas

condigdes ambientais, em gaiolas individuais, com ciclos de dia (12 horas) e noite (12 horas).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 32 animais distribuidos em 4 grupos (Sham, Salina, Mix isolipidico e
Mix test), cada grupo com 8 animais (Figura 1). Verificar composi¢éo na Figura 2.
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Figura 1 — Grupos Experimentais

Grupos
Controle

Solugao
Isolipidica

Solugdo Salina il Solugdo Salina
Sham Operado

Mix Teste

Figura 2- Composi¢do do Mix de 6leos teste e isolipidico.

Composicéo Fonte -3 Relacdo
Mix Isolipidico ®-9+0-6 + ©-3
0-6: »-3=8:1
Oleo de milho ALA
Oleo de SOJa ®-9: w-6= 0,3: 1

®-9 + ®-6 + ®-3 ALA (35%)

Mix Teste
EPA (39%) 0-6: ©-3=14: 1
Oleo de oliva
Oleo de canola DHA (26%) 0-9: ©-6=3,7:1
Oleo de peixe

3.3.1 Fluxograma experimental

Inicialmente os animais foram pesados e separados aleatoriamente em cada um dos 4
grupos e, a seguir, administrados por 4 dias consecutivos, uma Unica vez por dia, sempre no
mesmo horario no periodo da manha, por via orogastrica, gavagem, 1,2g por kg/dia da
solucdo correspondente a cada grupo.

No quarto dia (D4), cada animal foi anestesiado, mensurado a espessura pré-operatoria
do masseter do lado esquerdo e realizado o procedimento cirurgico.

No sétimo dia (D7), 12 horas ap6s a administracdo da ultima dose (ou solucdo salina
ou mix isolipidico ou mix teste), os animais foram anestesiados, mensuradas as espessuras
poés-operatérias da regido central do musculo masseter do lado esquerdo e, em seguida, o
animal foi colocado em decubito dorsal, onde foi submetido a uma laparotomia, com



20

identificacao da artéria aorta, em sua bifurcacdo nas artérias iliacas e colhido sangue. Em
sequida, foi realizado a coleta da mucosa alveolar e hemimandibula do lado operado para
analises laboratoriais. Apos as coletas, o animal foi sacrificado por deslocamento cervical.

Né&o houve mortes dos animais antes do sacrificio (Figura 3).

Figura 3 — Desenho do Estudo

gy m » Mensuragdo inicial da regido massetérica Mensuragdo final da regido massetérica
Inicio da administragdo i h
\ Procedimento cirdrgico (Exodontia) Sacrificio dos animais

\ | /
[Dia1

3.3.2 Técnica Anestésica

Todos os animais foram anestesiados, até o grupo Sham que foi somente anestesiado,
por associacio de cloridrato de cetamina a 5% na dose de 90mg/kg, e cloridrato de xilasina a
2%, na dose de 10mg/kg, administrados simultaneamente, por via intramuscular, na parte
posterior do membro pélvico direito. Os animais foram considerados anestesiados quando
ocorria perda dos reflexos corneo-palpebrais e retirada da pata ao estimulo doloroso por
preensao.

Foi realizado controle rigoroso dos tempos e da temperatura dos animais (por meio de
termdmetro retal) dos animais, mantendo-os entre 36° e 37° C utilizando meios fisicos (uso de
ldmpada incandescente para aquecer, quando necessario) durante todo o procedimento
cirargico. Também foi verificado se os animais apresentavam cianose de extremidade ou de

mucosas durante todo experimento.
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3.3.3 Procedimento cirargico (Exodontia)

Apo6s o0s animais devidamente anestesiados iniciou-se o procedimento cirdrgico.
Realizacdo do descolamento da gengiva inserida, sindesmotomia, do 1° molar inferior

esquerdo com instrumental 3S, seguido da luxacéo e avulsao dental.

Figura 4 — Identificagdo do 1° molar inferior do rato ap6s anestesia.

Figura 5 — Realizacdo da sindesmotomia com a utilizagdo de um
explorador clinico para descolamento da gengiva inserida.




Figura 6 — Inicio da luxacéo para avulsdo do 1° molar inferior
esquerdo com instrumental 3s.

Figura7 — Alvéolo dental do 1° molar inferior pés exodontia.

22
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3.3.4 Sacrificio dos animais

Todos os animais foram mortos por deslocamento cervical no 3° dia apds exodontia,

12 horas apos a realizacao do ultimo condicionamento.

3.3.5 Analise do edema de boca de rato

Inicialmente, ap6s anestesiar o0 animal para o procedimento cirdrgico, foi mensurada
(em mm) a espessura do musculo masseter na por¢do média. Esse musculo se estende do arco
zigomatico a face lateral do ramo da mandibula e a medida € realizada introduzindo-se um
especimetro na boca do rato antes do procedimento cirirgico (tempo zero). Prévio ao
sacrificio dos animais, no 3° dia pos cirlrgico, foi mensurado novamente a espessura do
masseter seguindo o mesmo padrdo utilizado para aferi¢do pré-cirdrgica. Os resultados foram
expressos pela média da diferenca (antes do procedimento cirtirgico — 3° dia p6s cirtrgico) da

espessura (mm) * erro padrdo da média (SEM) em cada grupo de animais.

Figura 8 — Mensuracéo da regido do musculo masseter com
a utilizacéo de um especimetro.
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3.3.6Andlises Laboratoriais

Os tubos de ensaio, contendo sangue arterial heparinizado (4,0ml) foram colocados em
centrifuga refrigerada Jouan modelo MR23i (Franca) e, centrifugados a 4.000 r.p.m. durante
10 minutos, mantendo-se a temperatura interna em 10°C. O plasma, assim, obtido foi dividido
em aliquotas e imediatamente armazenado a -70°C.

O fragmento de mucosa alveolar do sitio da extracdo foi removido e imediatamente
mergulhado em nitrogénio liquido, com cento e noventa graus centigrados negativos. Apds o
congelamento, procedeu-se a fragmentacdo do material, utilizando-se grau e pistilo de
porcelana. Os fragmentos, em numero variavel, foram colocados em tubos de ensaio e

armazenados a — 70° C até sua utilizago.

3.3.6.1 Avaliacao da peroxidacao lipidica

A técnica teve por objetivo quantificar o dialdeido malénico (MDA), formado na
peroxidacao lipidica. Procedeu-se, a seguir, a extracdo desse composto, usando um solvente
orgénico (N-butanol), determinando-se a concentracdo de MDA que foi expressa como
substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Utilizou-se no presente estudo, para a quantificacao do teor de TBARS no tecido (mucosa
alveolar), o teste de Uchiyama e Mihara (1978), semelhante ao acima descrito, onde a

concentracao de TBARS foi expressa em nmol/mg de tecido.

Determinacao das substdncias reativas ao acido tiobarbitrico na mucosa alveolar.
O MDA ¢ capaz de reagir, sob aquecimento em meio acido, com o acido tiobarbitlrico,
originando um composto de cor rosa.
Reagentes:
Cloreto de potassio: 1,15%
Acido tiobarbittrico: 0,6%
Acido fosférico: 1%
N-butanol
Procedimento:
O teor de TBARS (nmol/g de tecido) foi quantificado pelo método de Uchiyama ¢
Mihara (1978), frequentemente utilizado para estimar a peroxidacdo lipidica. A amostra do

tecido, a ser analisada, foi congelada em nitrogénio liquido e estocada a -70°C, imediatamente
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apos a coleta. Apos pesagem, a amostra de tecido foi homogeneizada em KCI gelado, 1,15%,
resultando em uma solucéo acida com concentracio a 10%. Retirou-se uma aliquota de 0,5ml
de cada amostra e acrescentou-se 1,0ml de solucao aquosa de TBA 0,6% e 3,0ml da solucao
de acido fosforico (H3PO4, 1%). A mistura foi colocada em banho fervente por 45 minutos,
resfriada em banho de gelo, seguido de adicado de 4,0ml de N- butanol. Apds 2,0 minutos de
agitacao, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. A absorbédncia da camada
orgdnica sobrenadante (fase butanolica) foi medida em espectrofotémetro Beckman DU-640
(Fullerton — California) a 520nm e 535nm.

A diferenca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para calcular a

concentracdo de TBARS, usando a regressao linear a partir de uma curva padrao.

3.3.6.2 Determinacao de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (Glutationa-GSH)

A determinacao dos grupos SH foi realizada pelo método de Sedlak e Lindsay (1968),
baseado na reagio do 5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzoico) (DTNB — reagente de Ellman) com
o tiol livre, originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5- tiobenzoico. A medida do
produto de reacdo formado foi feita por leitura da absorbancia a 412nm em espectrofotémetro
(Beckman DU-640, Fullerton, California).

Drogas e reagentes:

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloroacético (ATC 50%)

Tampao TRIS 0,4M ph 8,9

5,5 -ditiobis (2-acido nitrobenzoico (DTNB) 0,5M)
Metanol

Glutationa (GSH, 1mg/ml).

Preparacao dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em 4gua destilada
EDTA Na20,2M PM 372,2(%, 211g + H20O qsp 70,0ml)
EDTA Na20,02M (30ml de EDTA Na20,2M + H20 gsp 300ml

Reacao
2GSH + H,0, =» GSSG + 2H,0.

2 GSH + Ac. Graxo-OOH =>» GSSG + Ac. Graxo-OH + H,0.
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Procedimento:

A amostra de mucosa alveolar foi pesada e homogeneizada em 5ml de EDTA 0,02M
gelado, com bastao de vidro e filtrado em 13 de vidro. Foram retirados 4,0ml do homogenato e
misturou-se com 3,2ml de agua destilada e 0,8ml de acido tricloroacético a 50%. O tubo foi
agitado e centrifugado a 3000 RPM por 15 minutos. Foram retirados 2,0m| do sobrenadante e
acrescentou-se 4,0ml de TRIS 0,4M (pH 8,9) e 1,0ml de DTNB 0,01M; agitou-se a mistura
para homogeneizacio. Em seguida foram lidas as absorbdncias no espectrofotémetro a
412nm, 5 minutos apos a adicdo do DTNB. A concentracao final de GSH foi obtida
comparando-se 0 valor da absorbdncia com uma tabela padrio de GSH, previamente

preparada.

3.3.6.3 Determinacéo da atividade de mieloperoxidase da mucosa alveolar

Separou-se 0,5mg do HTAB/100ml de tampao fosfato 50mM (pH 6,0). Em seguida,
50mg da mucosa alveolar foi macerado com nitrogénio liquido e, colocou-se no tampao com
HTAB (pH 6,0). Apds esse procedimento, obteve-se 0 homogenato que passou por trés ciclos
de congelamento e descongelamento a -70°C, durante 5 minutos cada um. Em seguida,
colocou-se no freezer -70°C e, apds 5 minutos, retirou-se a amostra e levou-se ao sonicador
até descongelar, em 3 ciclos. Depois desse procedimento, centrifugou-se a amostra a 3000
r.p.m., durante 15 minutos. Acrescentou-se O-dionisidine ao tampao fosfato e por ultimo o
peroxido de hidrogénio. Finalmente, fez-se a leitura no tempo zero e com cinco minutos(A

atividade).

3.3.7Andlise histoldgica e Histomorfometrica (contagem de osteoclastos)

Apbs a sacrificio dos animais, as hemimandibulas nas quais foi realizada exodontia
foram excisadas cirurgicamente, fixadas em formol 10% durante 48h, descalcificadas com
solucéo de acido formico 7% durante 72h e seguiram para processamento histologico.

Apos inclusdo em parafina fundida e confecgéo de blocos, foram realizados cortes de
4pum em microtomo semiautomatico e coloragdo por hematoxilina-eosina para analise por
microscopia de luz convencional. Foram selecionados cinco microcampos: um de tergo
cervical, dois de terco médio e dois terco apical alveolar em um aumento de 400x para
contagem do nimero de osteoclastos no sitio de exodontias. O procedimento de contagem foi

realizado cegamente e as laminas foram aleatorizadas para evitar vieses de observacéo.
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Considerou-se a soma dos cinco microcampos como unidade amostral para analise estatistica
(MédiatEPM).

3.3.8 Anélise Western Blot (TNF-a e IL-1p)

Os animais tinham uma amostra de sua mucosa do rebordo alveolar removido no dia
do sacrificio para determinar a quantidade de TNF-a e¢ IL-1B. As amostras foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C até serem necessarias
para 0 ensaio. Resumidamente, os tecidos foram homogeneizados em 0,5 ml de tampé&o de
lise (50 mM Tris-HCI [pH 8,5]; NaCl 50 mM; EDTA 0,1 mM, 1% de Tween 20, 1 mM de
[cada] ditiotreitol, leupeptina, aprotinina, e fluoreto de fenilmetilsulfonilo ). A proteina total
(50g proteina) foi resolvida em electroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
sodio a 10% e transferida para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham
Pharmacia Biotech, Amersham, Reino Unido). As membranas foram bloqueadas com 5% de
leite desnatado / solugédo salina tamponada com Tris 0,1% com Tween 20 durante 14 ha4°
C, seguido por um periodo de incubacdo de 2 h a temperatura ambiente com os anticorpos
primarios (anticorpo policlonal de coelho anti-actina (p 1:1000), anti-TNF-a (1:400) e anti-
IL-1p (1:400) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). As transferéncias foram lavadas
com e incubadas com peroxidase de rabano silvestre conjugado anticorpo secundario (macaco
de imunoglobulina G anti-coelho, 1:1000; Amersham Pharmacia BioTech UK). durante 1
hora a temperatura ambiente, as membranas foram lavadas, incubadas com
quimioluminescéncia eletrogerada (ECL; Amersham Pharmacia Biotech), e exposto a
HyperWIm ECL (Amersham Pharmacia Biotech), para desenvolver a mancha de Western.
analises foram realizadas por densitometria 1,4 software ImageJ (National Institute of Health,
USA). os dados foram expressos como a densidade relativa do TNF-a ou IL-1f / bandas f3-
Actina (média = sg) (LIMA Jr. et al., 2012).

3.3.9 Andlise estatistica

Os dados desse estudo foram digitados no Excel (Windows), versdo 2007 da
Microsoft, e analisados pelo SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Analisados
guanto a normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov, os quais obedeceram a curva de
normalidade. One-way ANOVA foi o teste utilizado para determinar as diferencas entre 0s

grupos. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA MIELOPEROXIDASE NA MUCOSA ALVEOLAR

Houve reducéo significante da atividade de MPO (Mieloperoxidase) apenas do grupo
tratado com Mix Teste (6.38+0.48) em relacdo ao grupo salina (10.68+0.81). Dados expressos
em forma de MédiatEPM (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ANOVA/Tukey) (Figura 9A).

4.2 DETERMINACAO DO EDEMA EM MUSCULO MASSETER

O aumento da espessura do masseter do grupo tratado com o Mix Teste (0.49+0.04)
foi significantemente inferior a0 aumento do masseter do grupo tratado com Salina
(2.15%0.06) e do grupo tratado com o Mix Isolipidico (1.86+0.07). Dados expressos em forma
de MédiaxzEPM (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ANOVA/Tukey) (Figura 9B).

4.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA: CONTAGEM DE OSTEOCLASTOS

Enguanto ndo se observou alteracbes microscépicas evidentes no grupo Sham (Figura
10A), trés dias ap0s a exodontia, o grupo tratado com solucéo salina e com o mix isolipidico
apresentavam o sitio de extracdo preenchido por tecido de granulacdo e numerosos
osteoclastos, no geral, binucleados, nas proximidades do tecido 6sseo, com presenca de
evidentes lacunas de Howship (sinal microscépico de atividade osteocléstica) (Figura 10B e
10C). No grupo tratado com o Mix Teste numero reduzido de osteoclastos bi ou
multinucleados podiam ser observados aderidos a matriz 6ssea mineralizada através de
insipidas lacunas de Howship (Figura 10D).

O numero de osteoclastos no grupo tratado com salina (65.7+13.3) mostrou-se
significantemente superior ao nimero de osteoclastos no grupo Sham (0.8+0.6). Ndo houve
diferenga significante entre o grupo Salina e Tratado com Mix Isolipidico (50.6+6.5), porém
houve reducdo da contagem no grupo tratado com o Mix Teste (31.1+2.6) (p=0.0001,
ANOVA/Tukey) (Figura 9C)
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Figura 9: Dosagem de MPO (A), Edema de Masseter (B) e Contagem de osteoclastos (C) em sitio de

exodontia de ratos tratados sem tratamento (Sham), e tratados com solugdo salina, mix

isolipidico ou mix teste. Dados expressos em forma de MédiatEPM (*p<0.05; **p<0.01;

***n<0.001; ANOVA/Tukey).

15.0- -

12.51
10.0+

7.5

5.0

Mieloperoxidase
(ug/g)

2.5

0.0

T
Sham Salina Mix Mix Teste
Isolipidico

-
[(e]
o

Contagem de
Osteoclastos

Sham Salina Mix Mix Teste
Isolipidico

Edema em Regido
Massetérica (mm)

2.5

2.01

1.5

1.01

0.5

0.0-

Sham

Salina

*kk

Mix  Mix Antiinflamatério
Isolipidico  Antioxidante



30

Figura 10: Imagem representativa da analise microscépica do sitio de exodontia, trés dias apés a
extracdo do primeiro molar inferior esquerdo, dos animais do grupo Sham (Figura A), Salina (B), Mix
Isolipidico (C) e Mix Teste Group (D).

O grupo tratado com solucdo salina operado e com o mix isolipidico apresentavam o
sitio de extracdo preenchido por tecido de granulacdo e numerosos osteoclastos com presenca
de evidentes lacunas de Howship (sinal microscépico de atividade osteoclastica). No grupo
tratado com o Mix Teste percebe-se reducdo do numero de osteoclastos aderidos a matriz

6ssea mineralizada através de insipidas lacunas de Howship (Figura 10).
4.4 WESTERN BLOT PARA TNF-a E IL-1P

A relacdo TNF-o/B-actina mostrou-se significantemente aumentada no grupo Salina
(35.5+8.8) em relacdo ao grupo Sham (2.1+£0.5). Nao houve diferenca entre os grupos Salina e
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Tratado com Mix Isolipidico (44.9+5.8), porém, houve reducéo significante da relacdo TNF-
a/B-actina no grupo tratado com o Mix Teste (8.8+3.3) em relacdo ao grupo salina e mix
isolipidico (p<0.0001, ANOVA/Tukey) (Figura 12A).

A relagdo IL-1p/B-actina mostrou-se significantemente elevada no grupo salina
(44.945.2) em relacdo ao Sham (17.5+4.1), porém, ndo houve diferenca significante entre a
relacdo IL-1p/p-actina nos grupos Salina e tratados com os Mix Isolipidico (38.5£7.3) e com
0 Mix teste (38.6+4.1) (p=0.0113, ANOVA/Tukey) (Figura 12B).

Figura 11: Imagem representativa da analise da expressdo de TNF-a (A) e IL-1p (B) de mucosa
alveolar sobre sitio de exodontia de ratos tratados sem tratamento (Sham), e tratados com solugdo
salina, mix isolipidico ou mix teste.
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Figura 12: Expressdo de TNF-a e (A) IL-1B (B) de mucosa alveolar sobre sitio de exodontia de ratos
tratados sem tratamento (Sham), e tratados com solucdo salina, mix isolipidico ou mix teste.
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4.5 TBARS E GLUTATIONA

Houve reducédo significante nas concentracdes de TBARS no sangue do grupo tratado
com o Mix Teste (0.10+0.02) em relagdo ao grupo tratado com salina (0.25+0.06)

(Figural3A). Houve reducdo significativa nas concentragcdes de TBARS no tecido do grupo
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tratado com o Mix Teste (0.11+0.02) em relacdo ao grupo tratado com salina (0.27+0.04)
(Figural3B). Houve reducdo significante de concentracdes de Glutationa no sangue de
animais tratados com o Mix Teste (6.10+0.45) em relagcdo ao grupo tratado com o Mix
Isolipidico (10.84+0.32) e em relagcdo ao grupo tratado com salina (12.46+0.24)(Figural3C).
Houve reducéo significativa das concentracfes de Glutationa no tecido nos animais tratados
com o Mix Teste (7.90+0.42) em relacdo aos grupos Solucdo Salina (21.10+0.69) e Mix
Isolipidico (19.58+0.27).(Figural3D). Dados expressos em forma de MédiatEPM (*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; ANOVA/Tukey).

Figural3: TBARS no sangue (A). TBARS no Tecido (B). (C) Concentragdes de Glutationa no
Sangue (C). Concentracdes de Gluationa no Tecido (D).
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5 DISCUSSAO

Pesquisas de extracdo dental em ratos se iniciaram em 1923 com Euler (EULER,

1923), de tal maneira que este processo tem sido investigado em uma série de modelos
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experimentais, nas mais variadas condicdes locais e sistémicas, com o intuito de observar a
relacdo entre o reparo e 0s possiveis fatores que nele interferem. Apesar do longo periodo de
estudos utilizando esse modelo de estudo, ndo existe trabalho que se propds a avaliar o
estresse oxidativo pds-exodontia em ratos.

O processo de cicatrizacdo pos exodontia em tem sido estudada em varios modelos
animais. A sequéncia em ratos é entendida dividindo-se em 3 fases: fase inicial, inflamatoria,
entre 1 e 5 dias, fase de formacédo Gssea de 5 a 20 dias, e fase de remodelacéo 6ssea de 20 a 60
dias. Neste trabalho verificou-se a protecdo do mix de dleos 6mega 9, 6 e 3 de baixa relacéo
O0mega-6 / dmega-3 e elevada relacdo dmega-9 / 6mega-6 no estresse oxidativo e na
inflamacéo no 3° dia pés cirtrgico.

Acidos graxos frequentemente incorporados em membranas fosfolipidicas sdo o
O0mega-3: eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), 6mega-6: acido araquiddnico
(AA), e w-9: acido oleico (OA). EPA e DHA tém efeitos diretos sobre a fluidez estrutural e
funcional da membranas celulares. Por meio de incorporaracdo dos fosfolipidos nas
membranas celulares, os &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) influenciam nas respostas
imunes e inflamatérias, atuando na fluidez das membranas (facilitando ou dificultando a
adesdo de receptores, moléculas de superficie e de produzcdo de enzimas), a sintese de
moduladores de inflamacdo (eicosandide) e na transducdo de sinal, com maior ou menor
producdo de citocinas inflamatorias.

Os acidos graxos 6mega-9 (acido oleico) conferem protecdo contra a peroxidacdo
lipidica diferente dos acidos graxos polinsaturados como linolénico, EPA, DHA que contém
4, 5 e 6 duplas ligagdes, respectivamente, e sdo muito menos estaveis. O uso de formulacbes
ricas em lipidios na forma monoinsaturada, comparado ao uso de polinsaturados culminou
com menor resposta inflamatdria e menor producdo de radicais livres com formula rica em
monoinsaturados (CURI et al., 2002). As membranas que sdo ricas em acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) s8o menos susceptiveis a oxidacdo por radicais livres do que as
membranas ricas em acidos graxos poli-insaturados, possivelmente por o menor nimero de
duplas ligacGes presentes nos acidos graxos 6mega-9 conferirem menor probabilidade de
ataque por espécies reativas de oxigénio. (BITTENCOURT e SENNA, 2002)

O azeite de oliva é rico em acidos graxos -9 e vitamina E e fitoesteroides conhecidos
por suas propriedades antioxidantes. O fato de a estrutura molecular do AO ter somente uma
dupla ligagdo, juntamente com a presenca de vitamina E, confere uma maior protecdo contra a
peroxidacdo lipidica (GRIMBLE, 2002). O Azeite de Oliva reduz o acumulo de ERO
(espécies reativas de oxigénio) (OH et al., 2009).
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O acido araquiddnico (»-6) e o EPA (»-3) sdo ambos substratos da cicloxigenase e da
lipoxigenase. Um aumento na disponibilidade do EPA age basicamente como inibidor
competitivo, impedindo que o acido araquiddnico entre na cascata e gere produtos finais pro-
inflamatorios. O alto consumo de &cido linoléico favorece o aumento do contedido de acido
araquidénico  (w-6) nos fosfolipidios das membranas celulares, aumentando,
consequentemente, a producdo de prostaglandina (PG) E2 e leucotrieno (LT) B4, por meio
das vias enzimaticas da ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-LOX), respectivamente. A
ingestdo de Oleo de peixe introduz EPA nos fosfolipidios das membranas, inibindo o
metabolismo do &cido araquidbnico por competicdo pelas mesmas vias enzimaticas (COX e
5-LOX), promovendo a formacdo de PGE3, em vez de PGE2, e LTB5, em vez de LTB4, que
sdo mediadores inflamatoérios menos ativos (JAMES; GIBSON; CLELAND, 2000). Em geral,
0 &cido linoléico é precursor da sintese de eicosandides com caracteristicas pré-inflamatorias,
como o tromboxano A2 (TXA2), as PGI2 e PGE2 e os LTB4 (JAMES; GIBSON;
CLELAND, 2000; KELLEY, 2001).

As PGE2 e os LTB4 sdo os mediadores que possuem o maior potencial pré-
inflamatorio. A PGE2 induz a febre, promove vasodilatacdo, aumenta a permeabilidade
vascular e potencializa a dor e o edema causados por outros agentes, como bradicinina e
histamina. Por outro lado, a PGE2 inibe a produ¢do do TNF-a e IL-1, apresentando, nesse
aspecto, caracteristica anti-inflamatéria. Tem potencial imunossupressor, pois inibe a
proliferacdo de linfdcitos, a atividade das celulas natural killer (NK) e a producéo de IL-2 e
Interferon (IFN). O LTB4 aumenta a permeabilidade vascular, o fluxo sangliineo e a
qguimiotaxia dos leucdcitos, induz a liberacdo de enzimas lisossomais e aumenta a producao
de espécies reativas de oxigénio e de TNF-a, IL-1 e IL-6. Em todos esses aspectos, 0 LTB4 é
pro-inflamatorio (GRIMBLE, 2002; CALDER, 2003). No presente estudo foi possivel
verificar a inibicdo da expressdo do TNF-a provavelmente explicada pela substituicdo LTB4
por LTB5 (Gréafico 2A). Como citado, os tromboxanos (TX) também provém do
metabolismo dos eicosandides. Entre eles, o TXA2 é o principal subproduto do AA,
promovendo agregacdo plaquetaria, adesdo leucocitaria e contracdo da musculatura lisa
(CALDER, 2003).

A transdugdo de sinais e a expressdo de genes sao influenciadas pelos niveis de EPA e
DHA obtidos pela dieta (CALDER; GRIMBLE, 2002; CORNELL; SHANLEY, 2005). Os
acidos graxos m-3 estabilizam o sistema NFxB. O NF«xB ¢ um fator de transcrigdo nuclear
encontrado em todos os tipos celulares, estando envolvido em repostas a estimulos, tais como:

estresse, citocinas, radicais livres, radia¢do ultravioleta, antigenos virais ou bacterianos.
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Possui um papel chave na regulagdo da resposta imune a infec¢do e sua regula¢do incorreta
foi associada a cancer, doengas auto-imunes e inflamatorias, choque séptico e infecgdes virais
(HELTON; ESPAT, 2001). O NFxB age como o interruptor “liga/desliga” para a célula gerar
mediadores pr6 inflamatorios como o TNF, IL-6, e interferon-y. Ao ser estabilizado no
citoplasma com seu complexo inibidor, o NFxB limita a quantidade de NF«B livre que ¢
translocada ao nuacleo para iniciar a cascata inflamatoria. Outros sistemas enzimaticos
comumente associados a estados inflamatorios apds a ativagdo de NFkB incluem o do NO, da
molécula de aderéncia intracelular-1 (ICAM-1), da molécula de aderéncia endotelial vascular-
1 (VCAM-1), e outros. Outro beneficio do EPA e do DHA na resolucdo de inflamagdes ¢ a
producdo de potentes moléculas anti-inflamatérias e neuroprotetoras, resolvinas,
docosatrienos e neuroprotectinas (SERHAN, 2005).

Os acidos graxos Omega-3 exercem efeito anti-inflamatério por pelo menos trés
mecanismos: (1) influenciam a composi¢ao fosfolipidica da membrana celular, resultando na
sintese de mediadores lipidicos com menor potencial inflamatoério do que mediadores
derivados dos acidos graxos Omega-6; (2) agem como agonistas de PPAR (receptor de
ativacdo de proliferacdo de peroxissomas), cuja ativacao exerce efeitos anti-inflamatdrios e
(3) os &cidos graxos dmega-3 estabilizam o complexo NFkB/IkB, suprimindo a ativagdo de
genes envolvidos no processo inflamatério (WAITZBERG, 2008).

Recentemente foi descrito que o DHA € precursor de um mediador denominado
neuroproctectina D1 (NPD1), a partir de sua lipoxigenacéo e ulterior hidrdlise. A sintese de
NPD1 é induzida como uma resposta de alarme ao estresse oxidativo e/ou ativacdo de
neurotrofinas, acionando a sinalizacdo para a manutencdo da homeostase e integridade celular
(NIEMOLLER; BAZAN, 2010; PALACIOS-PELAEZ; LUKIW; BAZAN, 2010).

Por outro lado o0 aumento da oferta de acidos graxos da familia 6mega-3, como o acido
linolénico ou de EPA e de DHA, favorece a sintese de eicosandides como a PGE3, TXA3 e
LTB5, que possuem caracteristicas anti-inflamatdrias. Esse equilibrio proporciona menor
formacdo de mediadores pro-inflamatdrios, reduzindo alguns dos efeitos imunossupressores
(Figura 9A, Figura 9B, Figura 9C, Figura 2A, Figura 2B) (ROBERT, 2005; NAKAMURA,
2005).

O resultado final do metabolismo excessivo de acidos graxos -6 é a producdo de
mediadores pré-inflamatorios, vasodilatacdo, edema aumentado, aceleragcdo da quimiotaxia de
leucdcitos polimorfonucleares, aumento da transducdo dos sinais nucleares de citocinas pro-
inflamatorias e da toxicidade tecidual local. Alterando-se a proporcdo de lipidios w-6 para 0s
-3 na dieta pode-se aperfeicoar a provisdo desses produtos pro-inflamatérios para a resposta
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imune e de consolidacdo necessaria e atenuar-se a0 mesmo tempo os estados inflamatérios e
oxidantes excessivos. Tal fato foi comprovado em estudos experimentais com animais e em
ensaios clinicos (BAS et a.l, 2007; SIJBEN;CALDER, 2007; MELO et al., 2014).

A redugdo da relagdo ®-6:0-3 provocou evidentes efeitos anti-inflamatorios no
presente estudo com diminuicdo do edema de masseter e da atividade da MPO em rebordo
alveolar. Os neutréfilos sdo as primeiras células que migram dos vasos sanguineos para o
tecido lesionado conferindo um papel protetor através da fagocitose. Nos primeiros dias apos
a lesdo, os neutrofilos constituem cerca de 50% de todas as células no local da ferida e a
menos que os estimulos para o recrutamento de neutréfilos persistam no local da ferida
(sintese de citocinas pro-inflamatorias), a infiltracdo de neutrofilos cessa apos alguns dias e 0s
neutrdfilos lisados sdo fagocitados pelos macréfagos (ALVES et al.,, 2003). Com a
diminuicdo da sintese de moléculas pré-inflamatérias como o LTB4 decorrente do tratamento
antioxidante e anti-inflamatério instituido, houve reducdo da concentracdo de TNF-a, da
permeabilidade vascular, do fluxo sanglineo e da quimiotaxia dos leucdcitos (GRIMBLE,
2002; CALDER, 2003) e deste modo houve consequente reducdo da atividade de MPO e
edema de masseter.

O tratamento com antioxidantes é eficaz na reducdo da expressdo soroldgica de
diversos mediadores pro-inflamatdrios, como TNF-a, IL-1p, IL-6 e dos niveis Oxido Nitrico.
No entanto, a reducdo da sintese de TNF-a por inibigdo do estresse oxidante é mais eficaz em
curto prazo do que a reducdo da sintese de IL-1pB, que, juntamente com os demais marcadores
citados (IL-6 e Oxido Nitrico), parecem necessitar de mais tempo de exposicdo aos agentes
para serem prontamente inibidos (RAMIREZ-RAMIREZ et al., 2013). Isso justifica
capacidade da resposta inibitoria do Mix Teste em inibir prontamente a sintese de TNF-a de
modo significante, mas ndo haver reducéo significante da expressao de IL-1p nesse trabalho.

A reducéo da sintese de TNF-a ¢ importante ndo apenas para diminui¢do do edema e
apo6s uma exodontia, mas também da dor. O trismo é um dos principais componentes
indicativos de estado inflamatério em estudos clinicos e 0 TNF-o ¢ um mediador que age
prontamente sensibilizando nociceptores induzindo limitacdo de abertura bucal (BELLO et
al., 2011; RIBEIRO et al., 2000). A inibigdo da sua sintese por meio de agentes especificos
como talidomida conseguem reduzir a nocicep¢do em modelos de dor aguda em patas de
roedores (RIBEIRO et al., 2000).

Além disso, o0 TNF-a ¢ uma citocina intimamente envolvida no processo de
osteoclastogénese. O aumento da sintese de TNF-o ocorre normalmente em de trés a sete dias

ap6s uma exodontia, e estados hiperinflamatorios como a doencga periodontal aumentam a
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intensidade de imunomarcacdo local e duracdo da superexpressdo de TNF-a em sitios de
exodontia com consequente aumento da perda dssea alveolar decorrente da superativacdo de
osteoclastos (KIM et al., 2012). O aumento do nimero de osteoclastos em sitio é diretamente
proporcional ao aumento da expressdo de fosfatase &cida tartarato-resistente (ZENGER; EK-
RYLANDER.; ANDERSSON, 2010) e do estresse oxidativo que auxiliam no processo
reabsorcdo Ossea (HALLEN et al., 1999). Assim, farmacos que auxiliem na reducdo da
concentracdo de TNF-o e outros marcadores da mesma familia, como o Ligante de Receptor
Ativador do Fator Nuclear kappa B (RANKL), conseguem prontamente inibir a reabsorcéo
Ossea (KIMACHI et al., 2011), por meio da reducdo da atividade metabdlica e do numero de
osteoclastos em sitio de exodontia (ZENGER; EK-RYLANDER.; ANDERSSON, 2010), e
reducdo do estresse oxidativo local (LIMA Jr. et al., 2011) como observado nesse estudo.
Assim, terapias com nutracéuticos antioxidantes parecem constituir importantes
ferramentas terapéuticas adjuvantes no controle da inflamacdo apds exodontia, como
demonstrado nesse trabalho. Além disso, sinalizam uma possivel prevencdo da perda 6ssea
alveolar ap6s exodontia, fato esse de suma importancia para posteriores reabilitagdes orais por
meio de préteses implantossuportadas, devendo ainda essa sinalizagcdo merecer embasamento

por meio de pesquisas experimentais.
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6 CONCLUSOES

O tratamento com o Mix Teste mostrou-se eficaz na reducdo das concentragdes de
Glutationa no sangue e na mucosa alveolar do sitio da extragdo dental, reducdo das
concentracdes de TBARS no sangue e na mucosa alveolar no sitio da extracdo dental, reducao
da expressdo do TNF-a, redugdo da atividade de MPO, reducdo do edema na regido
massetérica e reducdo do numero de osteoclastos no sitio da exodontia de ratos, porém, ndo

houve reducéo significante da expressao de IL-1p.
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ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the antioxidant and antiperoxidative effects of oil mixes of high ratio Omega-9:0mega-6 and low ratio Omega-
6:0mega-3 in the third day after tooth extraction in rats.

METHODS: Thirty-two male Wistar rats (270-310g) were randomly distributed in two groups: Control (n=24) and Test (n=8). Control
group was divided into three subgroups (n=8): G1: Sham-Saline; G2: Saline; G3: Isolipid. G1 and G2 animals received NaCl 0.9% while
G3 rats were treated with an isolipid mixture (alpha-linolenic acid — ALA) containing -6/-3 oils (8:1 ratio) and-9/-6 (0.4:1 ratio). Test
group animals (G4) received oily mixtures (alpha-linolenic acid — ALA, docosahexaenoic acid — DHA, eicosapentaenoic acid — EPA)
of -6/-3 (1.4:1 ratio) and -9/-6 (3.4:1 ratio). Saline and oils were administered by gavage during four days before and three days after
first mandibular molar extraction. Following, samples (arterial blood and alveolar mucosa) were collected for glutathione (GSH) and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assays.

RESULTS: Oil mixes induced a significant decrease in GSH and TBARS tissue and plasma concentrations in the third day post-surgery.
CONCLUSION: Gavage administration of oil mixes of high ratio Omega-9:Omega-6 and low ratio Omega-6:Omega-3 after molar
extraction in rats induces a significant decrease in lipid peroxidation.

Key words: Fatty Acids, Omega-3. Fatty Acids, Omega-6. Lipid Peroxidation. Tooth Extraction. Rats.

372 - Acta Cirvrgica Brasileira - Vol. 29 (6) 2014

46



Antiperoxidative properties of oil mixes of high ratio Omega-9:Omega-6 and low

Introduction

Oxidative stress can be defined as imbalance between
production and collection of reactive oxygen species (ROS). The
oral supplementation of antioxidants is well indicated in several
situations, such as cancer, sepsis, preoperative of major surgeries
and malnourished or critically ill patients'. The omega-3 is one of
the most used in research immunonutrients?.

Currently, the adequacy of the balance of dietary lipids
has motivated numerous investigations. In patients with changes
in metabolic responses, the balance between dietary lipids aims
to control oxidative stress and increased inflammatory response,
through the relationship between the types of polyunsaturated
fatty acids ingested®, affecting the synthesis of eicosanoids that
act as intermediate messengers of growth factors controlling the
growth and differentiation of epithelial cells*.

Protective effects of oils mixes against ischemia/
reperfusion injury have been demonstrated. Pinheiro et al’
investigated the effects of pre-conditioning with mixtures
of oils containing high and low ratio w-6/w-3 and ®-9/®w-6
relationship in an experimental model and concluded that
these oil combinations protects brain neurons against ischemia-
reperfusion injury. The data found in the literature vary widely
as to the best combination of antioxidants, the dosage, route of
administration, the levels to be ideally achieved, the best time
and how long they have to be administered in order to provide an
effective protection against the oxidative injury. Despite the fact
that there is no consensus regarding those topics, an early study
has recommended that therapy should be instituted before the
establishment of oxidative injury?®.

The hypothesis of this study is that the use of combinations
containing different proportions of omega 3, 6 and 9 amino acids

may have a noticeable antioxidant effect during the inflammatory

ratio Omega-6:0mega-3 after molar extraction in rats

phase of the wound healing after dental extraction.

Methods

Approval for experimental use of laboratory animals was
obtained from the local Ethics Committee on Animal Use (CEUA,
former CEPA) (protocol 73/2011, February 29, 2012)) and is in
compliance with the Federal Law No. 11794 of October 8, 2008,
and the Decree n° 6,689, July 15, 2009 that regulated the law in
11,794, available from http: www.planalto.gov.brecivil03Ato2007-
20102008LeiL11794.htm. The study was designed to minimize

the number of animals required for the experiments.

Study design

Wistar rats provided by the Faculty of Medicine
Small Animals Breeding Facility (UFC) In this controlled
experimental study, after one week of acclimatization, 32
male Wistar rats provided by the Faculty of Medicine Small
Animals Breeding Facility (UFC), weighing 270-310g, were
randomly distributed in two groups: Control (n=24) and Test
(n=8). Control group was divided into three subgroups (n=8) as
follows: G1: Sham-Saline; G2: Saline; G3: Isolipid. G1 and G2
animals received NaCl 0,9% while G3 rats were treated with
an isolipid mixture (alpha-linolenic acid — ALA) containing
-6/-3 oils (8:1 ratio) and -9/-6 (0.4:1 ratio), by gavage for four
days before and three days after surgical procedure. Test group
animals (G4) received oily mixtures (alpha-linolenic acid —
ALA, docosahexaenoic acid — DHA, eicosapentaenoic acid —
EPA) of -6/-3 (1.4:1 ratio) and -9/-6 (3.4:1 ratio). Saline and
oils were administered by gavage during four days before and
tree days after first mandibular molar extraction’. Isolipid and

Mix preparations are detailed on Table 1.

TABLE 1 — Composition of isolipid and oil mixes preparations.

Composition Source ®-3 Ratio

Isolipid ®-6 + ®-3
®-6: ®-3=8:1

Corn oil ALA

Soybean oil ®-9: ©-6=0,3: 1
Test oil mixes ®-9 + -6 + ®3 ALA(35%)

EPA (39%) ®-6: w-3=1,4:1

Olive oil

Canola oil DHA (26%) ®-9: w-6=3,7:1

Fish oil
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On the third day, G1 and G2 rats, anesthetized with
a fresh-prepared mixture of ketamine 90mg.kg' + xylazine
10mg.kg! injected intramuscularly, underwent a surgical molar
extraction. G1 animals underwent sham operation. Rats were
kept under controlled environmental conditions (24°C _relative
humidity 40%-60%, 12-hour alternate light—dark cycles, food
and water ad libitum).

Samples (arterial blood and alveolar mucosa) were
collected on the third post-operative and the animals were killed
by cervical dislocation at the end of the experiment.

Laboratory parameters

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
glutathione (GSH) concentrations were assayed to evaluate the
oxidative stress, using methods described in the literature. Lipid
peroxidation was assayed by measuring malondialdehyde as TBA-
reactive substances®. GSH levels were estimated by the method of
Sedlak and Lindsay”’.
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Statistical analysis

Data distribution was analyzed by the Shapiro-Wilk
test. All data were expressed as mean £ SEM. SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) was used for statistical analysis.
One-way ANOVA was performed to determine differences among
groups. A probability value of p<0.05 was considered to indicate
statistical significance.

Results

TBARS Assay

Blood TBARS concentrations decreased significantly in
G4 rats treated with test mixes oil (0:25 £ 0:06 vs.0.10 £ 0.02,
p<0.05), compared with saline control group (Figure 1A). Also,
there was a significant decrease in tissue TBARS levels in G4 rats
compared with saline-treated group tissue of the group treated with
test oil mixes (0.27 £ 0:04 vs.0:11 £ 0.02, p<0.05) (Figure 1B).
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FIGURE 1 - Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels in blood (A) and local tissue (B); Glutathione (GSH) levels in
blood (C) and local tissue (D) three days post dental extraction. *p<0.05; ***p<0.001; Test ANOVA/Tukey.
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GSH Assay

There was a significant reduction in GSH blood levels
in G4 animals treated with oil mixes (10.84 + 00:32 vs.6:10 *
0:45, p<0.001) compared with the group treated with Isolipid
mix and with the group treated with saline (12:46 £ 00:24 vs.6:10
+ 0:45, p<0.001) (Figure 1C). However, GSH blood and tissue
concentrations increased significantly (p<0.001) in rats treated
with saline, compared with animals submitted to a simulated (sham)
procedure (Figure 1C/D). There were significant reductions in tissue
GSH levels in animals treated with test oil mixes compared with
saline group (21.10 £ 0.69 vs.12:42 + 7.90, p<0.001) and isolipidic
mix (21.10 £ 0.69 vs.19:58 £ 12:27, p<0.001) (Figure 1C/D).

Discussion

Research studies concerning the relationship between the
repair and the possible factors that affect the healing process after
tooth extraction in rats were initiated in early 1923!%!". The healing
process post dental extraction has been studied in several animal
models, and its sequence is relatively understood and divided into
three phases: (a) initial phase: inflammatory between one and five
days, (b) middle phase: during bone formation five to 20 days, (c)
final phase: bone remodeling phase from 20 to 60 days'?. Local and
systemic factors may affect rat socket healing, including salivary
gland hypofunction, osteoporosis, osteopetrosis, diabetes mellitus
and treatment with calcitonin or cortisone'>"’. In this work it was
found that oil mixes administered by gavage before and after
dental extraction may provide protection from lipid peroxidation
in the third post-operative day. (Figure 1)

Fatty acids are used in a selective synthesis of
phospholipids of cell membranes and their organelles. Essential
fatty acids can determine structural and functional alterations of
membrane phospholipids, including cells of the immune system,
modifying its permeability, activity of receptors and enzymes,
transport, regulatory functions and cellular metabolism's.
Moreover, activate intracellular signaling routes for the formation of
biologically active molecules that act as second messengers. Thus,
may interfere with physiological events related to hemodynamic',
oxygenation?, inflammation®' and organic defense®.

Omega-9 (oleic acid) confer protection against lipid
peroxidation of different polyunsaturated fatty acids such as
linolenic acid, EPA, DHA containing 4, 5 and 6 double bonds
respectively and because that are much less stable. The use of
compositions rich in monounsaturated lipids as compared to the

use of polyunsaturated showed low inflammatory response and

ratio Omega-6:0mega-3 after molar extraction in rats

low production of free radicals rich in monounsaturated formula.
Membranes that are rich in monounsaturated fatty acids (MUFA)
are less susceptible to oxidation by free radicals that membranes
rich in saturated fatty acids, presumably because the greater number
of unsaturations increase the likelihood of double bonds than in
reactive oxygen species®. This may explain the antiperoxidative
protection of oil mixes test shown in Figure 1A and 1B.

Olive oil is rich in -9 fatty acids and vitamin E and is known
for its antioxidant properties. The fact that the molecular structure of
oleic acid have only one double bond, together with the presence
of vitamin E confers greater protection against lipid peroxidation.
Antioxidants decrease the accumulation of ROS?*, which can reduce
local tissue damage and accelerate the healing process.

In this study, the use of an oil mix containing
alpha-linolenic acid — ALA, docosahexaenoic acid — DHA,
eicosapentaenoic acid — EPA of -6/-3 (1.4:1 ratio) and -9/-6 (3.4:1
ratio) promoted a decrease in GSH levels, an issue showing that
GSH becomes “lesser necessary” and, in this way, an antioxidant
action. Generally, cells react to oxidative stress with a increase
in GSH pool as part of their adaptative answer to the potential
oxidative lesion.” Therefore, a lower GSH level indicates a less

aggressive potential oxidative stress.
Conclusion

This study shows the antiperoxidative effects of oil mixes
containing alpha-linolenic acid — ALA, docosahexaenoic acid —
DHA, eicosapentaenoic acid — EPA of -6/-3 (1.4:1 ratio) and -9/-6
(3.4:1 ratio) acids when administered by gavage before and after rat
tooth extraction.
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