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RESUMO

Pré-condicionamento e tratamento com misturas de 6leos de dmega-3, 6 e 9 sobre a
inflamacdo e a reabsorcdo 6ssea na doenca periodontal experimental. CAMILA
PINHO PESSOA DE VASCONCELOS. Pés-Graduacao Stricto-Sensu em Cirurgia,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Ceara (Grau de Mestre em Ciéncias Médico-Ciruargicas). Abril, 2013. Orientador
Prof. Dr. Paulo Roberto Leitao de Vasconcelos.

A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria cronica que resulta da extensao do processo
inflamatério iniciado na gengiva para os tecidos de sustentacio dos dentes. E
caracterizada por sangramento gengival, formacdo de bolsa periodontal, destruicdo do
tecido conjuntivo e reabsor¢do do osso alveolar, podendo levar a perda do dente. Os
acidos graxos Omega-3 (w-3) e Omega-9 (®w-9) possuem acdo antiinflamatéria e
antioxidante, enquanto os 6mega-6 (w-6) apresentam propriedades pro- inflamatorias. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito anti-inflamatério e antirreabsortivo do
pré condicionamento com mistura de 6leos (®-3, ®-6 e ®-9), contendo alta proporcado de
®-9/w-6 e baixa proporcdo de ®-6/®-3, na doenca periodontal experimental (DPE). A
DPE foi induzida, passando-se um fio de nailon 3.0 em torno do segundo molar superior
esquerdo de ratos Wistar machos, com peso médio corporal de 180-200 gramas. Os
animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 2 grupos: o controle e o tratado. O grupo
controle foi subdividido em 3 grupos: NORMAL, cujos animais nao foram submetidos
a DPE e ndo receberam qualquer tratamento, SALINA e Isolipidico (ISO), cujos
animais receberam solucdo salina ou uma mistura isolipidica de a¢do neutra do ponto de
vista inflamatério, contendo ®-6/®-3, numa propor¢do 8:1 e ®-9/w-6, com 0,4:1. O
grupo tratado foi subdividido em 3 grupos: Mix 1, Mix 2 e Mix 3. Os animais
receberam misturas de Oleos com acdo anti-inflamatéria e antioxidante, com a
propor¢do 1,4:1 de w-6/®w-3 e de 3,4:1 de ®-9/w-6, diferindo apenas na fonte do ®-3:
Mix 1, contendo o acido o-linolénico; Mix 2, contendo os acidos o-linolénico,
eicosapentaendico e docosahexaendico, e Mix 3, contendo os acidos a-linolénico e
docosahexaendico. Em ambos os grupos (controle e tratado), a administracdo dos
0leos/solucdo salina foi realizada diariamente, por via orogéstrica (gavagem), tendo
inicio 7 dias antes da indu¢do da periodontite até o dia do sacrificio, no 11° dia apds
serem submetidos a DPE. Alguns animais foram sacrificados 6 horas apds a indugdo da
periodontite para analise de mieloperoxidade (MPO). Foram analisados os seguintes

parametros: indice de perda Ossea (IPO), mieloperoxidase (MPO), alteragdes



histopatologicas e imunohistoquimica para o fator nuclear- kB (NF-xB) e 6xido nitrico
sintase induzida (NOSi). A periodontite experimental causou aumento do infiltrado
inflamatorio no tecido gengival, aumento significativo de IPO e alteracdo da disposi¢ao
do colageno do periodonto. Além disso, foi identificada a presenga de restos epiteliais
de Malassez (REM) na proximidade do cemento e do osso alveolar. O grupo Mix 1,
cujo o-3 é proveniente do ALA (6leo de linhaca), foi capaz de diminuir o IPO, reduzir o
infiltrado inflamatério e os niveis de MPO gengival em relagdo ao grupo SALINA e
ISO. O Mix 1 ainda diminuiu a imunomarcagdo para NF-kB e para NOSi. Conclui-se
que a ingestdo de 6leos a base de linhaga possui efeito anti-inflamatério e osteoprotetor

na doenca periodontal experimental em ratos Wistar.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamacio. Acidos graxos. Linhaca.



ABSTRACT

CAMILA PINHO PESSOA DE VASCONCELOS. Strictu Sensu Post-graduation
in Surgery, Department of Surgery, School of Medicine, Federal University of
Ceara (Degree of Master of Surgery). Abril, 2013. Advisor: Prof. Paulo Roberto
Leitao de Vasconcelos.

Periodontitis, a chronic inflammatory disease that results from extension of the
inflammatory process initiated in the gingiva to the supporting tissues of the teeth, is
characterized by bleeding gums, periodontal pocket formation, destruction of
connective tissue and alveolar bone resorption and may lead to loss tooth. Omega-3 (®-
3) and omega-9 (»-9) unsaturated fatty acids are anti-inflammatory and antioxidant,
while omega-6 (0-6) fatty acids have proinflammatory properties. The aim of this study
was to investigate the anti-inflammatory and the bone protective effect of
preconditioning with fatty acids mixes (®-3, ©-6 and ®-9) containing high ratio of ®-
9/w-6 and low ratio of ®-6/®w-3 on the experimental periodontal disease (EPD). EPD
was induced by passing a 3.0 nylon thread around the upper left second molar in Wistar
male rats. The animals were distributed into two groups: control and treated. Control
group was subdivided in 3 subgroups: NORMAL, whose animals were not submitted to
DPE and received no treatment, SALINE and Isolipidic (ISO), whose animals received
saline or a isolipid solution mixture containing ®-6/®-3 oils (8:1 ratio) and ®-9/®-6
(0.4:1 ratio). Treated group included 3 subgroups: Mix 1, Mix 2 and Mix 3. The animals
received anti-inflammatory and antioxidant mixtures of ®-6/®-3 (1.4:1 ratio) and ®-9/®-
6 (3.4:1 ratio), differing only in source of w-3: Mix 1 containing a-linolenic acid; Mix 2,
composed of a-linolenic, docosahexaenoic and eicosapentaenoic acids and Mix 3
containing o-linolenic, docosahexaenoic. In both groups (control and treated) the
administration of oil/saline solution was performed daily by gavage, starting 7 days

before the periodontitis induction until euthanasia on 11

day after surgery. Some
animals was sacrificed in the sixth hour after surgery for gingival myeloperoxidase
(MPO). The parameters assessed were alveolar bone loss (ABL), histological analysis,
myeloperoxidase (MPO) and immunohistochemistry for inducible nitric oxide syntase
(iNOS) and nuclear factor-«B (NF-kB). Experimental periodontitis caused significant
increases in BLI and in inflammatory cell infiltrate in the gingival tissue and periodontal
collagen disarrangement. Furthermore, was identified the presence of the epithelial cell

rests of Malassez (ERM) in the proximity of the cementum and alveolar bone. MixI,



which ®-3 is derived from ALA (flaxseed oil) was able to reduce the BLI and the
inflammatory infiltrate in comparison with the SALINE e ISO. Mix 1 also decreased the
demarcation to iNOS and NF-xB. These results show that flaxseed oil intake has anti-
inflammatory and bone protective effect on the experimental periodontal disease in

Wistar rats.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Fatty acids. Flaxseed.
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1. INTRODUCAO

1.1 Periodonto

O periodonto (peri = em torno de, odonto = dente) é definido como o
conjunto de tecidos que circundam os dentes. Subdivide-se em periodonto de insercao
(ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar) e periodonto de protecao
(gengiva). A principal funcdo do periodonto € inserir o dente no tecido 6sseo dos
maxilares e manter a integridade da superficie da mucosa mastigatéria da cavidade oral
(BRAGA et al., 2007). O periodonto, também chamado de “aparelho de inser¢do” ou
“tecidos de suporte dos dentes”, forma uma unidade de desenvolvimento, biologica e
funcional, que sofre determinadas alteracdes com a idade e, além disso, esta sujeita a
alteracoes morfoldgicas relacionadas a modificacOes funcionais € no meio bucal
(LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

O periodonto compreende os seguintes tecidos: a gengiva, o ligamento

periodontal, o cemento radicular e o osso alveolar (Figura 1).

1.1.1 Gengiva

E a parte da mucosa oral que cobre o processo alveolar e circunda a por¢io
cervical dos dentes. Assume sua forma e textura definitivas em associagdo com a
erupcdo dos dentes. A gengiva sadia € rosa, firme, terminando em margens afiladas.
Divide-se em gengiva marginal livre e gengiva inserida. A gengiva marginal livre tem
cor rdsea, superficie opaca, consisténcia firme e, frequentemente, é arredondada, de
modo a formar uma pequena invaginagao ou sulco entre o dente e a gengiva. A gengiva
inserida tem textura firme e cor résea e, com frequéncia, mostra uma superficie que
apresenta uns pontilhados delicados, o que lhe confere o aspecto de casca de laranja. E

demarcada apicalmente pela jun¢cdo mucogengival, onde a gengiva funde-se com a

mucosa oral (Figura 1) (LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

1.1.2 Ligamento Periodontal
E o tecido conjuntivo, ricamente vascularizado e celular que circunda as

raizes dos dentes e une o cemento radicular a lamina dura ou ao osso alveolar
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propriamente dito. Em direcdo coronéria, o ligamento periodontal é continuo com a
lamina prépria da gengiva e estd separado da gengiva pelos feixes de fibras coldgenas
que conectam a crista do osso alveolar com a raiz (as fibras da crista alveolar). Suas
fibras coladgenas unem o cemento ao osso alveolar, resultando em uma firme ancoragem
dentaria. O colageno tipo I é predominante (80%), mas apresentam também coladgeno do

tipo III e fibras elésticas, que estdo incorporadas nas paredes dos vasos sanguineos

(LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

1.1.3 Cemento Radicular

E um tecido mineralizado, especializado que reveste as superficies
radiculares e, ocasionalmente, pequenas por¢des das coroas dos dentes. Possui muitas
caracteristicas em comum com o tecido 6sseo. Todavia, o cemento ndo contém vasos
sanguineos e linfaticos, ndo tem inervacdo, nao sofre remodelacdo e reabsorcdo
fisiologicas, porém se caracteriza pela formacdo continua ao longo da vida. Como
outros tecidos mineralizados, contém fibras coldgenas embutidas em uma matriz
organica. Sua por¢ao mineral, composta principalmente por hidroxiapatita, corresponde
a aproximadamente 65% de seu peso; um pouco mais que no 0sso (60%). O cemento
desempenha diferentes fungdes, dentre as quais destacam-se, a inser¢do das fibras do
ligamento periodontal na raiz e a contribui¢do para o processo de reparo apds danos a

superficie radicular (LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

1.1.4 Osso Alveolar

O processo alveolar é definido como as partes da maxila e da mandibula que
formam os alvéolos dentéarios, cavidades nos ossos mandibulares e maxilares que
alojam e dado suporte aos dentes. Desenvolve-se em associacdo com o desenvolvimento
e a erup¢do dos dentes (LINDHE; LANG; KARRING, 2010). O osso alveolar
propriamente dito € continuo com o processo alveolar e forma a delgada lamina 6ssea
que reveste o alvéolo dentirio. O osso alveolar estd continuamente sofrendo
remodelagdo como resultado de sua adaptacdo as necessidades funcionais
(HOLMSTRUP, 2001).

Em conjunto com o cemento radicular e o ligamento periodontal, o 0sso

alveolar constitui o aparelho de inser¢do dos dentes, cuja funcdo principal € absorver e
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distribuir as forcas geradas pela mastigacdo e por outros contatos dentarios (LINDHE;

LANG; KARRING, 2010).

Figura 1. Desenho esquematico do dente e do periodonto.
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Cemento; 9. Epitélio gengival oral; 10. Ligamento periodontal; 11. Osso ou processo alveolar.

Fonte: LEITAO, 2002.

1.1.5 Formacao do periodonto de sustentacao
Durante o desenvolvimento do 6rgdo dental, quando a formagdo do esmalte

e da dentina corondria chega ao nivel da unido cemento-esmalte, o epitélio interno e
externo do 6rgdo do esmalte se une dando origem a bainha epitelial de Hertwig. Esta

terd a funcdo de modelar a forma da raiz, induzindo a deposicdo de dentina até a

completa formagao radicular (PROKOPOWITSCH, 2000).

As células da bainha radicular de Hertwig cessam sua proliferacdo, enquanto
os odontoblastos recém-diferenciados formam dentina radicular, aumentando

gradualmente o comprimento da raiz. Na regido cervical, aparecem espacgos, fendmeno
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denominado fragmentacdo da bainha de Hertwig. O continuo crescimento da raiz
provoca aumento progressivo desses espacos, que coalescem, reduzindo a bainha a
corddes celulares. Com o progresso dessa fragmentacdo, os corddes se rompem,
constituindo grupos isolados de células, denominados restos epiteliais de Malassez

(RAGO et al., 2008) (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia do tecido periodontal para visualiza¢@o dos restos epiteliais de Malassez

(REM).

Tecido periodontal corado com HE, demonstrando a ocorréncia de restos epiteliais de Malassez (RM) no
ligamento periodontal (PL) e nas proximidades do cemento acelular (AC) e da dentina (D). Aumento de

100x. Fonte: CERRI; GONCALVES; SASSO- CERRI, 2009.

Durante muito tempo acreditou-se que os restos epiteliais de Malassez
(REM) permaneciam na regido apical do ligamento periodontal de forma latente, sem
nenhuma atividade mitética. No entanto, tém sido propostas varias fungdes para essas
células epiteliais, variando desde a funcdo de preven¢do da reabsor¢do radicular, até um
papel importante na manuten¢do da espessura do ligamento periodontal, prevenindo a
anquilose. Durante o processo inflamatdrio periapical cronico, diversos fatores de
origem bacteriana e/ou enddgena, como as endotoxinas, os mediadores inflamatdrios, as

citocinas pro-inflamatdrias e os fatores de crescimento, podem estimular a proliferacao
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epitelial dos REM (PEIXOTO, 2012). O seu desaparecimento poderia resultar em

ossificacdo do ligamento, causando anquilose dento-alveolar (RAGO et al., 2008).

1.2 Doenca Periodontal

A Doenca Periodontal (DP) ¢é uma infeccdo cronica, produzida
predominantemente por bactérias gram-negativas. E definida como uma doenca sujeito
e sito-especifica, que evolui continuamente com periodos de exacerbacdo e de remissio,
resultando de uma resposta inflamatdria e imune do hospedeiro a presenga de bactérias
e seus produtos. A sua progressdo é favorecida pelas caracteristicas morfolégicas dos
tecidos afetados, o que a distingue de outras doencas infecciosas (ALMEIDA et al.,
2006).

Com niveis de prevaléncia elevados, € considerada a segunda doenca
dentaria mais comum na populacdo humana de todo o mundo (ALMEIDA et al., 2006).
As doencas do periodonto ocorrem na infancia, adolescéncia e juventude, mas a
prevaléncia, a destruicao tecidual e a perda dentaria causadas pela doenca periodontal
aumentam com a idade. Muitas mudancas teciduais ocorrem com o envelhecimento,
algumas das quais podem favorecer o desenvolvimento de doengas periodontais
(FIGUEIREDO et al., 2004) Os resultados do Projeto SB Brasil 2010 indicam que o
percentual de individuos sem nenhum problema periodontal foi de 68% para a idade de
12 anos, 51% para a faixa de 15 a 19 anos, 17% para os adultos de 35 a 44 anos e
somente 1,8% nos idosos de 65 a 74 anos (BRASIL, 2010), ou seja, 98,2% dos idosos
brasileiros apresentam sinais e/ou sintomas de doenca periodontal, representando um
contingente de mais de 3 milhdes de idosos que sdao desdentados em pelo menos um
maxilar. Como as pessoas tendem a viver mais tempo e, para manter os dentes até
idades mais avancadas, uma maior ocorréncia de periodontite deve ser esperada
(GALVAQO et al., 2003).

As manifestacdes clinicas da doenca sdo dependentes das propriedades
agressoras dos microrganismos e da capacidade do hospedeiro em resistir a agressao
(ALMEIDA et al., 2006).

Microorganismos, normalmente, estio presentes na saliva, na lingua, nas
bochechas, nas superficies dentarias e no sulco gengival. O nimero de bactérias na

saliva pode ser medido em milhares por mililitro, mas a maior populacdo de bactéria é
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encontrada no dorso da lingua. O sulco gengival sadio contém mais bactérias que as
encontradas livres na saliva (ELEY; SOORY; MANSON, 2012). Uma higiene oral
deficiente leva a um aumento da quantidade de microrganismos no biofilme, resultando
em mudancas nos fatores ecoldgicos locais, o que levard a alteracdes nos
microrganismos € permitird o aparecimento de novas espécies (RODRIGUES;
NEWMAN, 2002). Na doenca periodontal, a populacdo bacteriana do sulco se
multiplica (ELEY; SOORY; MANSON, 2012).

As principais condi¢des inflamatérias que acometem o periodonto sdo
gengivite e periodontite (BRAGA et al., 2007). A primeira € reversivel, ao contrario da
segunda que € irreversivel (ALMEIDA et al., 2006).

A gengivite € uma inflamacdo apenas do periodonto de protecdo (gengiva) e
¢ clinicamente caracterizada por mudangas na coloracdo do tecido gengival (hiperemia)
e presenca de sangramento a sondagem e, normalmente, associa-se a presenca de placa
bacteriana no sulco gengival (BRAGA et al., 2007). Promove a fragilizacdo das
estruturas, o que possibilita um maior acesso dos agentes bacterianos agressores e/ou
seus produtos as areas subjacentes, podendo culminar num quadro de periodontite
(ALMEIDA et al., 2006). Uma vez estabelecida a gengivite, se ndo houver intervengao
na formagdo continuada da placa bacteriana, pode desenvolver-se, em individuos
suscetiveis, um quadro de periodontite (BRAGA et al., 2007).

A periodontite é definida como uma doenga inflamatéria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por microrganismos especificos, resultando em uma
destruicao progressiva do ligamento periodontal e osso alveolar, com formacao de bolsa
periodontal, retragdo gengival ou ambas (CARRANZA; NEWMAN; TAKEI, 2004),
podendo levar a perda do dente (BRAGA et al., 2007, TOMOFUII et al., 2009). E
considerada a maior causa de perda dentaria em adultos (TODESCAN, 1995; ASSUMA
et al., 1998; IWASAKI et al., 2010) e é a doenca mais prevalente associada a perda
Ossea, incluindo a osteoporose (ASSUMA et al., 1998). A perda dentaria também tem
sido associada com uma ingestdo deficiente de determinados nutrientes e mudancas na
preferéncia alimentar IWASAKI et al., 2011).

Para seu diagndstico, ha necessidade da realizacdo de um exame clinico,
com auxilio de uma sonda periodontal milimetrada, com o objetivo de evidenciar a
presenca de inflamacdo gengival e perda do tecido conjuntivo em volta do dente; e de

um exame radiografico para avaliacdo de perda 6ssea (LOPES; FELIPE, 2010).
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Histologicamente verifica-se o envolvimento da por¢cdo coronal da crista
Ossea, dano extenso as fibras do ligamento periodontal, migracdo apical do epitélio
juncional a partir da jungcdo cemento-esmalte, além da disseminacdo dos danos
inflamatérios e imunolégicos aos tecidos adjacentes a bolsa periodontal (AMADEI et
al., 2011).

A maioria dos microrganismos da placa bacteriana pode causar destrui¢ao
tecidual por meio de duas formas: (1) diretamente, através da invasdo do tecido pelos
mesmos, os quais liberam substancias nocivas que induzem morte celular e necrose
tecidual; e, (2) indiretamente, por meio da ativagdo de células inflamatérias que
produzem e liberam mediadores com potentes atividades pré-inflamatoria e catabdlica
(BASCONES- MARTINEZ et al., 2009).

A influéncia de fatores sist€émicos do hospedeiro na doenga periodontal ha
muito tempo foi reconhecida. Dados mais recentes indicam que as doengas periodontais
podem ter um impacto significativo em condi¢des sist€émicas, tais como a ocorréncia de
doencas cardiacas, infarto ou nascimento pré-termo de bebés com baixo peso. Entdo, os
fatores do hospedeiro podem agir localmente, reduzindo a resisténcia para a destrui¢ao
dos tecidos periodontais, como um resultado do desafio bacteriano, e o desafio
bacteriano pode produzir respostas locais ou sist€émicas que contribuem para a doenca
sisttmica (CARRANZA; NEWMAN; TAKEI, 2004).

Os mecanismos imunoinflamatérios do hospedeiro sao ativados por produtos
bacterianos. Tal ativacdo induz a expressdo de anticorpos, bem como a ativacdo de
polimorfonucleares, numa tentativa de controlar o desafio bacteriano no sulco gengival.
Além disso, citocinas e prostandides, assim como as metaloproteinases de matriz
(MMP) sdo ativadas por meio da resposta do hospedeiro, podem estimular os danos ao
tecido conjuntivo e ao osso e moldar a apresentacdo clinica da doenca (Figura 3)
(KORNMAN, 2008). Acrescenta-se o fato de que MMP, como as colagenases, apesar
de estarem envolvidas com a renovagdo tecidual, quando produzidas em grande
quantidade desempenham papel crucial na degradacio do tecido conjuntivo e
reabsorcdo 6ssea (SILVEIRA; ALVES, 2009), enquanto que as prostaglandinas E2
agem juntamente com as citocinas sobre os fibroblastos e osteoclastos, que também sao
levados a produzir MMP, o que estimula ainda mais a perda dssea e de insercdo

(OFFENBACHER; HEASMAN; COLLINS, 1993).
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Figura 3. Fatores que contribuem para a patogénese da doenca periodontal.
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Fonte: adaptado de KORNMAN, 2008.

A inflamagdo € a caracteristica patoldgica central, e a placa € o fator
etioldgico responsavel pela indug¢do do processo inflamatério do hospedeiro. O acimulo
de placa resulta de higiene bucal ineficaz e € complicado pela presenca de fatores locais,
tais como cdlculo, restauracdes desbordantes ou dentes apinhados e mal alinhados
(CARRANZA; NEWMAN; TAKEI 2004). A inflamacdo local altera a microbiota
normal, sendo que a presenca de exsudato e de sangue favorece o crescimento de
bactérias gram-negativas, com maior potencial patogé€nico (ROXO JUNIOR;

GABRIELLI, 2004).

1.2.1 Mediadores envolvidos na doenca periodontal

Muitas alteracdes teciduais associadas com a doenca periodontal parecem ser
respostas bem orquestradas, sugerindo a influéncia de uma regulagdo do hospedeiro.
Entre as respostas orquestradas estdo as atividades antimicrobianas por células
inflamatérias agudas (neutr6filos) e atividades adaptativas trazidas por meio dos
mondcitos/ macréfagos e linfécitos (CARRANZA; NEWMAN; TAKEI 2004).

Os neutréfilos estabelecem a primeira linha de defesa contra bactérias
periodontopatogénicas (OVER et al., 1993; BASCONES- MARTINEZ et al., 2009) e
sao considerados os principais tipos celulares presentes na bolsa periodontal
(BASCONES- MARTINEZ et al., 2009). A diminuicdo do nimero de neutréfilos e/ou
diminui¢do da sua fun¢do € prejudicial para a manutencdo da saide periodontal. Os

neutr6filos contém o material necessario para a fagocitose e morte de microrganismos
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patogénicos, incluindo a lisozima, lactoferrina, fosfatase alcalina, hidrolases &cidas,
protefnas catidnicas e a mieloperoxidase (MPO) (OVER et al.,1993, OZMERIC, 2004;
CARRANZA; NEWMAN; TAKEIL, 2004). A MPO, que estd presente nos granulos
azurd6filos de neutréfilos, ¢ uma enzima que desempenha uma funcdo antimicrobiana
devido as espécies reativas geradas a partir do sistema MPO- H»O»-haleto. Sugere-se
que seja eficaz para erradicar a Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus,
Staphylococcus aureus e um microrganismo periodontopético, a  Actinobacillus
actinomycetemcomitans (OVER et al., 1993).

Devido a sua importancia durante os processos inflamatorios, e por ser um
indicador da presenca de polimorfonucleares (PMN) nos tecidos, a MPO tem sido
amplamente utilizada como um marcador inflamatério de condi¢des agudas e crOnicas.
Além disso, mudancgas de MPO também tém sido associadas com a gravidade de muitas
doengas (QUEIROZ- JUNIOR et al., 2009).

O controle clinico do processo inflamatério periodontal somente sera
possivel com a caracterizacdo de toda a microbiota presente nessa entidade. Caso a
alteracdo na microbiota ndo seja contida de forma eficaz, a persisténcia de bactérias,
como o Actinobacillus actinomycetemcomitans, induzird o aumento da produgdo de
citocinas pro-inflamatérias por macréfagos, tais como interleucina- 1 beta (IL-1p), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a prostaglandina E2 (PGE2), resultando na seqiiéncia
de eventos que provocard destruicdo do tecido conjuntivo e do osso alveolar, com
conseqiiente aumento da gravidade da doenca (ROXO JUNIOR; GABRIELLI, 2004).

Muitos mediadores inflamatérios, tais como IL-1 e TNF-o0, tém sido
encontrados em niveis elevados na presenca da doenca periodontal, o que os torna
importantes nos testes de diagnosticos e de suscetibilidade (BRUNETTI, 2004). Varios
estudos mostram que o TNF-a exerce um papel significativo na perda déssea, que €
caracteristica da doenca periodontal (GRAVES, 2008).

Evidéncias crescentes sugerem que a ativagdo de enzimas proteoliticas,
incluindo uma familia de enzimas metal-dependentes chamadas metaloproteinases de
matriz (MMP), ¢é responsavel pela destruicdio do coldgeno durante doengas
inflamatérias. As MMP sdo produzidas por macrofagos, fibroblastos residentes,
queratindcitos, e a enzima pré-formada estd presente nos polimorfonucleares (PMNs). A
producdo e liberagdo das MMP sdo reguladas por citocinas tais como TNF-a e IL-1.
Estas citocinas liberam MMP por um mecanismo dependente de PGE2 (LIMA et al.,

2008).
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O 6xido nitrico (NO) € um mensageiro molecular com multiplas func¢des
biologicas produzido por diversos tipos de células. Desempenha um papel relevante em
vérias areas, como na transmissdo de estimulos nervosos, na fisiologia pulmonar, na
coagulacdo sanguinea, na defesa e imunidade, incluindo a modulacdo de respostas
inflamatérias. E formado a partir do amino4cido L-arginina por um grupo de enzimas
denominadas NO sintetases (NOS). Trés isoformas distintas de NOS foram
identificadas: uma isoforma neuronal (NOSn), uma endotelial (NOSe), e uma isoforma
induzida (NOSi), isolada inicialmente de macr6fagos. A ativagdo da NOSi, resulta na
liberacdo de maior quantidade de NO (concentragdes nanomolares) por periodos mais
longos. Essa liberacdo de NO produz outras conseqiiéncias bioldgicas, as quais incluem
vasodilatacdo e danos aos tecidos do hospedeiro, resultando em apoptose, lesdo tecidual
e dor. No metabolismo 6sseo, a producdo constitutiva de pequenas quantidades de NO
por osteoblastos desempenha um importante papel na regulacdo do crescimento dessas
células, enquanto altas concentragdes de NO, produzidas pela NOSi, via ativacdo de
citocinas, estdo associadas a redugcdo da formagdo Ossea, observada em algumas

condigdes clinicas, como na osteopenia inflamatéria (LIMA et al., 2008).

1.2.2 Modelo Experimental

A dificuldade de estudar a doenca periodontal em humanos fez com que os
pesquisadores utilizassem modelos experimentais para compreensdo dos fendomenos
envolvidos no processo de etiopatogenia da doenga e para avaliar modalidades de
tratamento (ALMEIDA et al., 2007; SOUZA et al, 2011; SOUZA; ROCHA, 2011).

A literatura cientifica utiliza como modelo de estudo experimental para a
inducdo da doenga periodontal os roedores, mais precisamente os ratos. Esses animais
sdo frequentemente utilizados por oferecem algumas vantagens como: facil manejo,
avaliacdo microbioldgica e exame histologico possiveis de serem realizados e preco
acessivel. Além disso, os aspectos clinicos, radiograficos e histolégicos das doengas
periodontais em ratos sdo parecidos com aqueles observados em humanos (SILVA;
LOPES; STORRER, 2008). A estrutura do tecido periodontal na regidao de molar é
similar a dos seres humanos (FERNANDES et al.,, 2007). Histologicamente, algumas
mudancas patologicas como ulceracdes, migragdes epiteliais e processos inflamatorios
apicais podem ser reconhecidos em pesquisas com ratos (GALVAO et al., 2003;

SILVA; LOPES; STORRER, 2008).
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A indu¢do da doenca periodontal em ratos tem sido realizada
fundamentalmente por trés formas: (i) a inoculagdo experimental de microrganismos
periodontopatogénicos, que tem sido extensivamente estudada, com as caracteristicas de
uma infec¢do, um pouco diferente do que ocorre em humanos; (ii) a inducdo de uma
ligadura ao redor da cervical do dente, o que permite o acimulo de microrganismos
subgengivais e (iii) a alimentacdo dos animais com uma dieta de promoc¢do de placa
supragengival, a fim de acumular naturalmente a placa supragengival sobre a area
dentogengival, como, por exemplo, dieta rica em sacarose (GALVAO et al., 2003).

A ligadura para induzir periodontite em ratos foi descrita primeiramente em
1966 e € atualmente considerado como um dos modelos animais mais utilizados em
pesquisas periodontais (DUARTE et al., 2010). Segundo Galvao et al. (2003), o uso de
ligaduras, na regiao subgengival dos molares € capaz de promover o processo
inflamatério cronico nos ratos, independente do tipo da dieta. Uma ligadura de algodao,
de seda ou de néilon € colocada na regido cervical de molares maxilar ou mandibular de
ratos para permitir o acimulo de placa, induzindo alteracdes nos tecidos periodontais
semelhantes as observadas na periodontite humana, incluindo a ruptura e migragao
apical do epitélio juncional, influxo de células inflamatérias e fibras do ligamento
periodontal e perda 6ssea (DUARTE et al., 2010).

Alguns autores observaram o deslocamento da margem gengival, acimulo
de placa bacteriana, aumento de infiltrado inflamatério no tecido subjacente, migracao
do epitélio juncional e reabsorcdo da crista dssea alveolar na regidao mesial dos dentes de
ratos com periodontite induzida por meio de ligadura (GALVAO et al, 2003;
ALMEIDA et al., 2007).

Com o transcorrer do tempo, a prevaléncia da gengivite parece decrescer,
enquanto aumenta reciprocamente a de periodontite. As regides mais afetadas sdo os
segmentos em torno dos dentes maxilares, onde a gengivite € mais severa que nos
dentes mandibulares (LASCALA; MOUSSALLIL 1994).

Estudos com o uso de substiancias farmacoldgicas com propriedades
antiinflamatérias, neutralizando alguns mediadores dos macréfagos ativados,
demonstraram resultados significativos na contencdo dos processos destrutivos da
periodontite cronica. Além dos anti-inflamatorios ndo esteroidais, produtos naturais vém
sendo estudados no intuito de avaliar suas propriedades anti-inflamatérias e a sua acdo

no processo destrutivo do periodonto (REGO et al., 2010).
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1.3 Acidos Graxos Omegas-3,6¢9

Os lipidios desempenham uma variedade de fungdes celulares e sdo a
principal forma de armazenamento de energia na maioria dos organismos. Atuam no
transporte de vitaminas lipossoldveis, como precursores de hormonios e determinados
grupos sdo considerados funcionais (PERINI et al., 2010).

Componentes lipidicos, principalmente os Acidos Graxos (AG), se
encontram distribuidos em todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e
células de gordura (PERINI er al., 2010). Acidos graxos sdo 4cidos orginicos de
moléculas lineares que podem ter de 4 a 22 carbonos em sua estrutura. Eles sdo
classificados em saturados (sem dupla ligacdo), monoinsaturados (com uma dupla
ligacdo) e polinsaturados (com duas ou mais duplas ligacdes) (HIRAYAMA et al
2006). Os acidos graxos insaturados, por possuirem duplas ligacdes, sao considerados
quimicamente mais instaveis (MOREIRA; CURI; MANCINI FILHO, 2002).

Os 4cidos graxos tém nomes sisteméticos, mas a maioria também tem
nomes comuns e sao descritos por uma nomenclatura abreviada, por exemplo, 18:2 n-6.
Esta nomenclatura indica o numero de atomos de carbono na cadeia, o numero de
ligacdes duplas na cadeia e a posicdo da primeira ligacdo dupla a partir do terminal da
cadeia de metila (CALDER; GRIMBLE, 2002). Os atomos de carbono de niimero 2 e 3,
adjacentes ao grupo carboxila, sio denominados de carbonos a e B, respectivamente,
enquanto que o ultimo carbono € o ®- ou n-carbono (MOREIRA; CURI; MANCINI
FILHO, 2002). Dependendo da posicdo da primeira ligacdo dupla, a partir da
extremidade metila, os acidos graxos insaturados sao divididos em trés familias: ®-9, ®-
6 e »-3, quando a primeira ligagcdo dupla é localizada entre 0 C9 e C10,C6e C7,e C3 e
C4, respectivamente (ALEXANDER, 1998; KELLEY, 2001).

A série de »-9 é representada pelo acido oléico (18:1 ®-9), a de -6 é
derivada do acido linoléico (LA; 18:2 -6) e 4cido araquidonico (AA; 20:4 ®-6). Outros
acidos graxos -6 importantes, porém menos abundantes na dieta que o LA, é o
conjugado LA com y-LA (18:3 ®-6). Dieta com acidos graxos da familia ®-3 inclui o
acido o-linolénico (ALA; 18:3 ®-3), eicosapentaendico (EPA; 20:5 ®-3) e
docosahexaendico (DHA; 22:6 »-3) (Figura 4) (KELLEY, 2001). O ®-3 e o -6 sdo
acidos graxos poliinsaturados (AGPI), enquanto a maioria dos ®-9 s@o monoinsaturados

(Figura 4) (ALEXANDER, 1998).
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Figura 4. Estrutura dos acidos graxos dmega-6 e 3.
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Fonte: PERINI et al., 2010.

Os mamiferos sdo capazes de sintetizar os 4cidos graxos insaturados da série
®-9, mas ndo podem sintetizar os 4cidos linoléico (w-6) e a-linolénico (»-3). Com isso,
sao considerados acidos graxos essenciais, porque as duplas ligacdes, situadas no
terceiro e sexto atomos de carbono, ndo podem ser produzidas pelo organismo humano,
de forma que os 4cidos graxos essenciais devem ser obtidos a partir da dieta (Figura 5)
(MESQUITA et al., 2011; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). O organismo humano
ndo possui as enzimas dessaturases especificamente responsaveis por adicionar uma
dupla ligacdo antes do nono carbono a partir da extremidade metil (distal). As enzimas
necessarias para essa finalidade s@o as delta-9 e delta-15 dessaturases. Essas enzimas
transformam o acido oléico (18:1 dmega-9) em acido linoléico (18:2 6mega-6) e acido
a-linolénico (18:3 Omega-3), ambos considerados &acidos graxos essenciais (AGE)

(WAITZBERG, 2008).
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Figura 5. Classificacdo dos acidos graxos, segundo a presenca de dupla ligacdo.

Acidos Graxos—

Insaturado

Monoinsaturado Poliinsaturado
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LA _ ALA
Acido Linoléico Weido o LinoEnicg
) AA . EPA
Acido Aracddnico Acido eicosapentaendico
Pro- inflamatario Antiinflamatdro
, DHA
Acido docpsahexaendicn
Antintiamatono

Fonte: adaptado de SANTUCCI, 2012.

O 4cido linoléico e o 4cido a-linolénico, porém, podem ser alongados e
dessaturados pelo sistema enzimatico (alongase e dessaturase) para produzir DHA e
EPA, a partir de 6leos vegetais provenientes da alimentagdo, porém isso ocorre em
baixa percentagem. As alongases atuam adicionando dois atomos de carbono a parte
inicial da cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando
uma dupla ligacdo com a configuracdo cis (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002;
MARTIN et al., 2006).

O AA e o EPA presentes nas membranas celulares podem ser metabolizados
via lipoxigenases e ciclooxigenases para formar os eicosandides (MOREIRA; CURI;
MANCINI FILHO, 2002). Denominam-se eicosandides um grupo de substancias
sinalizadoras que influenciam, como mediadores biologicamente ativos, um grande
nimero de processos fisioldgicos. Como substancias de vida curta, essas agem apenas
nas proximidades do seu local de produ¢cdo (MARTINS; GRUEZO, 2009). O acido
linoléico (18:2 ®-6) forma o y-linolénico (18:3 ®-6), que € convertido em Aacido
araquidonico, sendo este o precursor da sintese de eicosandides. Os eicosandides sdo
produzidos nos tecidos, sendo responsaveis pela formacdo especificamente das

prostaglandinas da série 2, tromboxano A (TXA) e leucotrienos da série 4, potentes
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mediadores bioquimicos envolvidos na inflamacao, infeccao, lesdao tecidual, modulag¢ao
do sistema imune e agregacdo plaquetaria (Figura 6) (HIRAYAMA et al., 2006).

Em outra via, o a-linolénico (18:3 w3) é convertido, de forma lenta em acido
eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA), precursores de mediadores
quimicos menos potentes, as prostaglandinas da série 3, tromboxano A e leucotrienos da
série 5, que atuariam no processo anti-inflamatério e nao inibiriam o sistema imune
(Figura 7). Os acidos graxos dmega-3 favorecem a producio de prostaciclinas, que tém
os efeitos opostos ao Omega-6, isto € prevenir a formacdo de coagulos e causar
vasodilatacio (HIRAYAMA et al., 2006). Existe uma competicdo entre os acidos
graxos essenciais 6mega-3 (acido a-linolénico) e 6mega-6 (4cido linoléico) pela enzima
de dessaturacdo A6-dessaturase (BARBOSA et al., 2007) , que € uma chave metabdlica
classica e comum para ambas as vias metabdlicas (HIRAYAMA et al., 2006), sendo
que estas tétm maior afinidade pelo 4cido Q-linolénico em detrimento do linoléico.
Assim, os acidos graxos EPA e DHA, produtos da conversio do acido graxo Q-
linolénico (6mega-3), bloqueiam a acdo da A6 dessaturase, inibindo a conversdao do
acido linoléico (0mega-6) a 4acido araquidonico e, conseqiientemente, a producdo de
eicosanodides da série par, como prostaglandinas 2 e leucotrienos 4. Dessa forma, os
acidos graxos dmega-3 exercem um efeito protetor, impedindo os eicosandides da série
par de exercerem seus efeitos nocivos (BARBOSA et al., 2007).

Por esse motivo, considera-se que o -3 tem papel maior no mecanismo de
defesa do sistema imune, enquanto que o ®- 6 participa de forma mais efetiva do
processo inflamatério (HIRAYAMA et al, 2006). O tipo e a quantidade de
eicosandides produzidos dependem do tipo de lipidio ingerido na dieta e da presenca ou

auséncia de injuria ou inflama¢do (MOREIRA; CURI; MANCINI FILHO, 2002).
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Figura 6. Mediadores bioquimicos potentes envolvidos na inflamacdo, infec¢do, lesdo tecidual,

modulacdo do sistema imune e agregacio plaquetaria

wm- 0
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Fonte: HIRAYAMA et al., 2006.
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Figura 7. Mediadores bioquimicos menos potentes que a cascata do ®-6, que atuam no processo anti-

inflamatdrio e ndo inibem o sistema imune
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Fonte: HIRAYAMA et al., 2006.

Os acidos graxos Omega-3 exercem efeito anti-inflamatdrio por pelo menos
trés mecanismos. Primeiro, influenciam a composi¢do fosfolipidica da membrana
celular, resultando na sintese de mediadores lipidicos com menor potencial inflamatério
que mediadores derivados dos acidos graxos dmega-6. Segundo, agem como agonistas
de PPAR (receptor de ativacdo de proliferacdo de peroxissomas), cuja ativacdo exerce
efeitos anti-inflamatérios. Terceiro, os AG dmega-3 estabilizam o complexo NFkB/IkB,
suprimindo a ativa¢do de genes envolvidos no processo inflamatério (WAITZBERG,
2008).

Estudos prévios tém mostrado que dietas ricas em dmega-6 podem aumentar
o risco de doencas cronicas associadas a um estado inflamatério. Por outro lado, um
consumo elevado de Omega-3 parece reduzir o aparecimento de varias doencas,

incluindo doencas coronarianas, diabetes tipo 2, artrites reumatéides, asma, depressao e
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cancer. Tem- se sujerido que a proporcao balanceada desses dois tipos de acidos graxos
pode ser necessdria para prevengdo e tratamento de doengas cronicas (IWASAKI et al.,
2011).

As quantidades de acidos graxos e as proporcdes entre os acidos graxos das
familias -6 e -3, ingeridas atualmente pelo homem, sdo dificeis de serem analisadas,
pois dependem da fisiologia, disponibilidade de alimento e dieta de cada individuo.
Ainda nd3o foram precisamente estabelecidas as taxas minimas do consumo de 4cidos
graxos das séries ®-3 e -6 para atender as exigéncias humanas destes nutrientes,
porém, ha necessidade de um equilibrio entre as disponibilidades destes dcidos graxos
na alimentacdo. De acordo com o Institute of Medicine, a relagao satisfatoria entre ®-
6/w-3 é de 10:1 a 5:1 e de acordo com base em experimentacdo animal esta propor¢ao
seria de 1:150 enquanto hoje, em dietas ocidentais, a relacdo atinge 10 a 25:1, causando
um desbalanceamento dos acidos graxos no organismo humano (PERINI et al., 2010).
Recomenda-se também que a ingestdo de acido linoléico (w-6) ndo deve exceder 10%
do total de calorias (MARTINS; GRUEZO, 2009).

As principais fontes alimentares do acido linoléico (w-6) sdo: os 6leos de
soja, girassol e milho, e do 4cido a-linolénico (®m-3) sdo: os 6leos de linhaga, canola e
peixes' (MESQUITA et al., 2011, PERINI et al., 2010). O 4cido a-linolénico ou ALA
(w-3) é encontrado em plantas, animais e espécies marinhas e em concentracdes
elevadas na semente de linhaca (Linum usitatissimum), onde a quantidade de ALA varia
de 44,6 a 51,5 do total de acidos graxos (PERINI et al., 2010). DHA e EPA sao acidos
graxos ®- 3 encontrados em peixes oleosos e em Oleos de peixe (IWASAKI et al.,
2010). Acidos graxos dmega-9 sdo encontrados em castanhas de caju, azeitonas, abacate
e 6leo de canola. Em quantidades menores, eles também sao encontrados em nozes,
sementes de gergelim e girassol, amendoim, 6leo de milho, trigo e aveia (SANTUCCI,
2012).

Estudos adicionais indicaram que os acidos graxos -3 sdo essenciais
durante todo o ciclo de vida. Muitos grupos cientificos tém recomendado a provisao de
uma dieta, de modo que os 4cidos graxos ®-3 serdo incluidos em férmulas infantis e em
solucdes entéricas e parentéricas (SIMOPOULQS, 1991).

Investigar a relacdo entre a propor¢do de w-6 e ®-3 na dieta e a doenca
periodontal € importante para indicar um valor para essa propor¢ao e compreender o

papel da modificagdo da dieta na prevencdo e no tratamento da doenca periodontal.
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Além da prevencao fundamental da perda dentaria, possivel consequéncia da doenca
periodontal (IWASAKI et al., 2011).

Quando a relacdo entre ®-9 e ®-6 € maior que 1 (0-9: ®-6 > 1), tem fun¢do
anti-oxidante. Quando a relagdo entre -6 e ®-3 € menor que 4, tem funcdo anti-
inflamatoria.

No presente estudo, serdo avaliados 6leos com elevadas propor¢des de ®-9:
-6 e baixa propor¢do w-6: ®-3, ou seja, com efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios,
respectivamente, na prevencao da doenca periodontal experimental em ratos. Esse

estudo busca compreender, portanto, o impacto da dieta na preven¢ao de inflamacao.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A utilizacdo de anti-inflamatérios de maneira indiscriminada pela populagao
¢ uma realidade, principalmente em paises em desenvolvimento, onde a populagdo nao
tem acesso facilitado aos servigos de saide. Muitos destes farmacos apresentam efeitos
adversos como gastropatias e nefropatias, além de apresentarem a¢do imunossupressora
e, portanto, a sua utilizacdo por tempo prolongado e/ou em doses elevadas, pode
provocar diminui¢do das respostas imunoldgicas e suas consequéncias a saude
(Mesquita et al., 2011).

A osteoporose tem sido sugerida como um fator etiologico para doenca
periodontal por promover a diminui¢ao 6ssea generalizada (SHEN et al., 2004). GRIEL
et al. (2007) relataram que a dieta com &acidos graxos pode beneficiar a integridade
ossea. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), no mundo, 13% a 18%
das mulheres e 3% a 6% dos homens, acima de 50 anos, sofrem com a osteoporose. No
Brasil, o nimero de pessoas que possuem a doenca chega a 10 milhdes e os gastos com
o tratamento e a assisténcia no Sistema Unico de Sadde (SUS), sdo altos. S6 em 2010, o
Sistema Unico de Satde (SUS) gastou aproximadamente R$ 81 milhdes para a atencio
ao paciente portador de osteoporose e vitima de quedas e fraturas. Com o aumento da
expectativa de vida, o nimero de casos deve aumentar consideravelmente. Portanto, faz-

se necessario conhecer novas fontes de tratamento.

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o papel da dieta na prevencdo da inflamagdo, por meio da
administracao diaria das misturas de 6leos de 6mega-3, 6 € 9, com elevada proporcao de
®-9: ®-6 e com baixa propor¢do de ®-6: ®-3, em animais submetidos a doenca

periodontal experimental (DPE), doenca inflamatéria cronica.

2.2 Objetivos Especificos:

. Estudar os efeitos das misturas de Oleos (®-3, ®-6 e ®-9), com elevada
proporcdo de ®-9: ®-6 e com baixa propor¢cdo de w-6: ®-3, na reabsor¢do dssea, no
influxo de neutrofilos, nos restos epiteliais de Malassez e na expressdao de NOSi e de
NF-«B;

Avaliar se a fonte de ®-3 interfere nos efeitos das misturas de 6leo;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, com peso médio
corporal de 180-200 gramas, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas, em nimero de 6
animais por gaiola, em ambiente com temperatura de 24°C em ciclo dia/noite de 12
horas, recebendo racdo padrao e dgua ad libitum.

Todos os protocolos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos
da Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo
Animal (COBEA) contemplados no protocolo 62/2010 do Conselho de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceard (ANEXO).

3.2 Inducao da Doenca Periodontal Experimental (DPE)

Os animais foram anestesiados com tribromo 1% (Iml/100g) por via
intraperitoneal (i.p). A DPE foi induzida pela inserc¢do de fio de sutura de nailon (3.0) ao
redor do segundo molar superior esquerdo. Previamente a passagem do fio, utilizou-se
um guia nos espagos interproximais mesial e distal supracitado, a fim de facilitar a
passagem do fio. Este foi adaptado de modo que o né cirdrgico ficasse voltado para a
face vestibular da boca do animal. O fio de sutura propicia acimulo de placa bacteriana,
promovendo subseqiiente inflamacdo e reabsor¢do Ossea alveolar (LIMA et al., 2000).
Os animais foram sacrificados 6h ou 11 dias ap6s a indug@o da doenga periodontal por

deslocamento cervical.

3.3 Grupos Experimentais

Os grupos tratados foram constituidos por animais submetidos a DPE, que
receberam, por gavagem, doses diarias de 1,2 g mistura/kg/dia de 6leo com a propor¢ao
1,4:1 de ®-6/w-3 (efeito anti-inflamatoério) e de 3,4:1 de ©-9/w-6 (efeito anti-oxidante).
O que diferencia os grupos tratados sao as diferentes fontes de ®-3: ALA, EPA e DHA,
provenientes de linhaca, 6leo de peixe e algas, resultando nos grupos denominados Mix

1, Mix 2 e Mix 3 (Tabela 1). As solucdes foram administradas de 24/24 horas, sempre
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no mesmo horario (periodo da manha) e foram iniciadas 7 dias antes da indu¢do da DPE

até o dia do sacrificio.

Os grupos controle consistiram de:

1. Animais ndo submetidos a DPE e que ndo receberam qualquer tratamento
(NORMAL);

2. Animais submetidos a DPE que receberam, por gavagem, 1,2 g mistura/kg/dia de
solucdo isolipidica, contendo ®-6/®w-3, numa propor¢ao 8:1 (agdo neutra do ponto de
vista inflamatério) e ®-9/m-6, com 0,4:1 (ISO). A solugdo foi administrada diariamente
(24/24h), 7 dias antes da inducao da doencga até o dia do sacrificio (Tabelal);

3. Animais submetidos a DPE que receberam diariamente 0,5 mL de salina por

gavagem, 7 dias antes da indu¢@o da DPE até o dia do sacrificio (SALINA).

Tabela 1. Solu¢cdes e composicdo com respectiva fonte de w-3.

Solucao Composicao Fonte de ®-3 Proporcoes
-6 + ®-3
< . ALA 0-6: ®-3=8: 1
ISO Oleo de milho ©-9: 0-6=0.3: 1

Oleo de soja

-9 + 0-6 + ®-3

Oleo de canola ALA 0-6: w-3=1,4:1
Mix 1 Oleo de girassol rico em oléico ®-9: »-6=3,8: 1
Oleo de linhaca
®-9 + ®-6 + ®-3 ALA (35%) o-6: 0-3=14:1
Mix 2 Oleo de canola EPA (39%) ®-9: -6=3,7: 1
Oleo de girassol rico em oléico | DHA (26%)
Oleo de peixe
-9 + ®-6 + ®-3 0-6: w-3=1,4: 1
Oleo de canola ALA (84%) ®-9: ©-6=3,7: 1
Mix 3 Oleo de girassol rico em oléico | DHA (16%)
DHA puro de algas

ALA= 4cido a-linolénico; EPA= 4cido eicosapentaendico; DHA= 4cido docosahexaendico.
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3.4 Variaveis Avaliadas

3.4.1 Analise do Indice de Perda Ossea.

Apdés 11 dias da indugdo da doenca periodontal, os animais foram
sacrificados e tiveram a maxila removida e fixada em formaldeido 10% por 24 horas.
Apoés este periodo, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas (direita e
esquerda), dissecadas e coradas com azul de metileno a 1%, a fim de se obter um
contraste do osso com os dentes, os quais se coram com menos intensidade. As
hemiarcadas foram montadas em cera utilidade para serem fotografadas e analisadas em
software Image J (Media Cybernetics, CA, USA). O software calculou a éarea
correspondente aos dentes e a perda 6ssea alveolar das hemiarcadas com DPE, da qual
foi subtraida da area correspondente aos dentes na hemiarcada contralateral do mesmo
animal, para a obtencdo da area real da perda Ossea alveolar de cada animal,
denominada indice de perda dssea (IPO). Essa area foi calculada inicialmente em pixels,
que foram posteriormente convertidos para mm? por meio do uso de um padrido de
milimetros fixado ao lado de cada maxila durante as tomadas fotograficas (MENEZES
et al., 2005) (Figura 8). Por fim, os dados obtidos foram inseridos em um programa para

andlise bioestastistica (GraphPad Prism 5.0, San Diego, CA, USA).

Figura 8. Calculo da area da perda dssea.

A: area correspondente aos dentes e a perda Ossea alveolar das hemiarcadas com DPE. B: érea
correspondente aos dentes na hemiarcada contralateral do mesmo animal. Indice de perda 6ssea (IPO) =
A-B. A area foi convertida de pixels para mm? por meio do padrdo milimetrado fixado ao lado das

arcadas. Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.4.2 Ensaio da mieloperoxidase

A atividade de MPO, uma enzima encontrada principalmente nos granulos
azurdéfilos de neutréfilos, tem sido utilizada como marcador quantitativo da infiltragao
neutrofilica no tecido inflamado, determinada por método colorimétrico e leitura final
realizada em leitor de ELISA (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).

ApOs o sacrificio, na sexta hora ou no décimo primeiro dia apds a indugdo da
DPE, uma por¢ao da gengiva vestibular do 2° molar superior esquerdo foi coletada,
pesada e congelada em freezer -80°C até a realizagdo do ensaio. As amostras foram
homogeneizadas em solu¢do de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamdnio), na
propor¢do de 50mg de tecido por ml de HTAB. As amostras foram congeladas,
descongeladas e trituradas mais uma vez, mantendo a mesma propor¢ao tecido/HTAB,
ou seja. Posteriormente as amostras foram centrifugadas (1500 g/12 min/4 °C), sob
condi¢des adequadas de refrigeracio. O sobrenadante foi transferido para um
Epperdorf® e novamente centrifugado (10 min) para melhor remog¢do de contaminantes.
Ap6s plaqueamento (placas de 96 wells) de 7 uL do sobrenadante, 200 pL da solucio de
leitura (5 mg O-dianisidine; 15 pL H202 1%; 3 mL tampao fosfato; 27 mL H20), a
absorbancia das amostras foi medida a 450nm (to=0 min e tI=1 min) em
espectrofotometro. Os niveis teciduais de atividade de MPO foram determinados
utilizando-se o peroxido de hidrogénio como substrato. Uma unidade de MPO foi
definida como a quantidade capaz de converter 1 umol de peréxido de hidrogénio a
dgua em 1 minuto a 22 °C (BARRETO et al, 2008). No ensaio, a medida que o
peroxido era degradado ocorria a producdo de anion superdxido, responsavel pela
producdo de o-dianisidina em funcdo do tempo de reacdo. A mudanga na absorbancia
foi obtida, plotada em curva padrao de neutréfilos e os valores obtidos foram expressos

como MPO/mg de tecido (atividade de MPO).

3.4.3 Analise Histopatologica

As andlises histopatologicas foram realizadas em cortes seriados da
hemiarcada. Decorridos 11 dias apds a indu¢@o da DPE pela passagem do fio de nailon,
os animais foram sacrificados e suas hemiarcadas, removidas. Estas foram fixadas em

formol a 10% durante 24 horas, sendo, posteriormente, submetidas a tratamento com
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EDTA a 10% por aproximadamente 30 dias, para a desmineralizacdo. A seguir, as
hemiarcadas foram suspensas em sulfato de sédio a 5%, sendo, entdo, incluidas em
parafina. Apds este procedimento, foram feitos cortes seriados de 5 pm em micrétomo
apropriado e as laminas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE).

Para a andlise microscOpica das hemiarcadas coradas com HE, foi
considerada a regido entre os 1° e 2° molares, sendo avaliados os aspectos inflamatdrios
como presenga/intensidade de infiltrado celular, além do estado de preservacdao do
processo alveolar e cemento. Tais achados foram classificados de acordo com os
escores padronizados no Laboratério da Farmacologia da Inflamag¢do e do Cancer-
LAFICA por LEITAO et al. (2005) (Tabela 2). Ainda nas laminas histolégicas coradas
em HE, analisou-se a presenca e quantidade dos restos epiteliais de Malassez. Foram
avaliados 5 campos por lamina, no aumento de 100x. Os restos epiteliais de Malassez
foram contados na regido entre os 1° e 2° molares para avalia¢do estatistica entre os

grupos.

Tabela 2. Escores histopatoldgicos, considerando o influxo de células inflamatérias e a integridade do

cemento e do osso alveolar.

Auséncia ou apenas discreta infiltragdo celular (células do
Escore 0 infiltrado inflamatérias s@o escassas e restritas a regido da
margem gengival)

Processo alveolar e cemento preservados

Infiltrado celular moderado (infiltrado inflamatdrio presente
Escore 1 por toda a gengiva inserida)
Pequena reabsor¢do do processo alveolar

Cemento preservado

Infiltrado celular acentuado (infiltrado inflamatério na
Escore 2 gengiva e no ligamento periodontal)
Degradagdo acentuada do processo alveolar

Destui¢do parcial do cemento

Infiltrado inflamatdrio acentuado
Escore 3 Reabsor¢do completa do processo alveolar

Destruicao severa do cemento

Fonte: LEITAO et al., 2005.
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3.4.4 Imunohistoquimica para detec¢io da enzima 6xido nitrico sintase induzida (NOSi)

e para o fator nuclear kappa- B (NF-kB).

A imunoshistoquimica para NOSi e NF-«kB foi realizada utilizando o método
de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). No 11° dia, os animais
foram sacrificados e tiveram suas maxilas removidas, fixadas em formol a 10% durante
24 horas, sendo, posteriormente, submetidas a tratamento com EDTA 10% para
desmineralizacdo. A seguir, as hemiarcadas foram suspensas em sulfato de sédio a 5%,
sendo, entdo, incluidas em parafina. Ap6s este procedimento, foram feitos cortes
seriados de 4 um em micrétomo apropriado e colocados em laminas de L- polilisina,
apropriadas para a realizacdo de imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados,
hidratados em xilol e &lcool e imersos em tampdo citrato 0,1 M (pH 6,0), sob
aquecimento em forno de microondas, por 15 minutos para a recuperacao antigénica.
Apés o resfriamento, obtido em temperatura ambiente por 20 minutos, foram feitas
lavagens com solu¢do tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase enddgena com solucdo de H>02 a 3% (15 minutos). Os cortes foram incubados
overnight (4°C) com o anticorpo policlonal primario de coelho anti- NOSi (1:200) ou com
anticorpo policlonal primério de coelho anti-fragao p5S0 NLS de NF-kB (1:200). Todos os
anticorpos foram diluidos em albumina sérica bovina (BSA) 5%. Apds a lavagem, no
dia seguinte, foi feita a incubac¢do com o anticorpo secundario (de detec¢ao) biotinilado
anti- IG de coelho, diluido 1:200 em BSA 5%, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes
foram incubados com o complexo estrepto- avidina peroxidase conjugada (complexo ABC
Vectastain®) por 30 minutos. Apos nova lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o
cromdgeno 3,3’ diaminobenzidine- peréxido (DAB), seguida por contra- coloracdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem
das laminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como descrito
acima, no entanto o anticorpo primario foi substituido por BSA 5%. A avaliacdo

qualitativa foi realizada com base na comparagdo entre 0s grupos.

3.4.5 Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism, versdao 5.00

para Windows (San Diego, Califérnia, USA). Os resultados foram expressos como
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média * erro padrao da média (EPM) ou mediana, acompanhada de valores extremos,
de acordo com o parametro avaliado.

Para comparagdes entre os grupos foram utilizados: Anélise de Variancia
(ANOVA) e teste de Bonferroni para comparar médias, e teste de Kruskal-Wallis e
Dunn’s para as medianas. Em todas as situag¢des foi adotado o nivel de significancia p <

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito das misturas de 6mega-3, 6 e 9 sobre a perda dssea alveolar na doenca

periodontal experimental em ratos.

4.1.1 Avaliacido do Indice de Perda Ossea

A inducdo da DPE nos animais que receberam solu¢do salina (SALINA) ou
solucdo isolipidica (ISO) resultou em perda dssea alveolar significativa em relagao aos
animais sem DPE, cujo IPO foi préximo de zero (dado nao mostrado). Nao se observou
diferenca estatistica entre os grupos SALINA e ISO. O tratamento com Mix 1 foi capaz
de prevenir, de forma estatisticamente significante (p<0,05) o IPO, representado pela
reducdo na reabsor¢do Ossea na face vestibular das maxilas em 39%, em relacdo ao
grupo de animais com DPE que receberam salina e em 50% em relacdo aos animais que
receberam a solucdo isolipidica. (Figura 9). Os animais tratados com Mix 2 e Mix 3
apresentaram reduc@o na perda Ossea alveolar em 37,5% e 31,3% respectivamente, em

relacdo ao grupo ISO.

Figura 9. Efeito das misturas de 6leos sobre o Indice de Perda Ossea (IPO) na doenca periodontal

experimental (DPE) em ratos.
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IPO (mm?)
H

SALINA ISO Mix1 Mix2 Mix3

DPE

As barras representam média + EPM de no minimo 5 animais com DPE por grupo. *p< 0,05 em relagio

ao grupo SALINA; # p< 0,05 em relag@o ao grupo ISO (ANOVA, Bonferroni).
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4.1.2 Avaliacdo macroscopica da hemiarcada superior esquerda de animais sem e com

doenca periodontal experimental

Observou-se, a partir da avaliacdo macroscopica das hemiarcadas de ratos
submetidos a DPE que receberam salina (Figura 10-A) ou solucdo isolipidica (ISO)
(Figura 10-B), que a presenca da ligadura com fio de nailon foi capaz de induzir a
doenca periodontal e os principais sinais clinicos que a caracterizam, tais como:
reabsorcdo dssea alveolar, com exposicdo de raizes, quando comparado a hemiarcada
correspondente que ndo recebeu a ligadura (Figuras 10-A, 10-B, 10-C, 10-D e 10-E).
Observou-se redugcdo da perda oOssea nos grupos de animais submetidos a DPE e
tratados com Mix 1 (Figura 10-C), Mix 2 (Figura 10-D) e Mix 3 (Figura 10-E), em
relacdo aos grupos SALINA (Figura 10-A) e ISO (Figura 10-B).

Figura 10. Aspecto macroscopico das maxilas em nivel vestibular coradas com azul de metileno a 10%

no décimo primeiro dia pds-cirurgia.

A: Maxila de animal com DPE, no qual foi administrada salina, mostrando intensa destrui¢do Ossea
alveolar e exposicao das raizes. B: Maxila de animal submetido a DPE e que recebeu solucdo isolipidica,
revelando resultado semelhante ao anterior. C: Maxila de animal com DPE que recebeu Mix 1, mostrando
uma reducdo da perda 6ssea alveolar. D: Maxila de animal com DPE, que recebeu Mix 2, mostrando uma
consideravel diminuicdo da reabsorcdo Ossea alveolar. E: Maxila de animal submetido a DPE, no qual foi
administrado Mix 3, mostrando reabsor¢do 6ssea alveolar, porém, nitidamente menor que as observadas

nos grupos salina e ISO.
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4.2 Avaliacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em gengiva de
ratos, 6 horas e 11 dias apés a inducao da doenca periodontal experimental

(DPE).

A MPO € uma enzima presente nos granulos azurdfilos dos neutréfilos e
pode ser considerada um indicador do acimulo de neutréfilos no tecido (BRADLEY;
CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982). Observou-se aumento significativo (p<0,05) da
atividade da MPO na 6* hora (Figura 11-A) e 11 dias (Figura 11-B) apds a inducdo da
DPE, nos grupos SALINA e ISO em rela¢do aos animais que niao foram submetidos a
DPE (NORMAL). A administracdo dos Mix 1, Mix 2 ou Mix 3 ndo foi capaz de
prevenir o aumento da atividade da enzima mieloperoxidase induzido pela DPE, nem na

6% hora (Figura 11-A) e tampouco no 11° dia (Figura 11-B).

Figura 11. Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em tecido gengival de ratos, 6 horas (A) e 11

dias (B) ap6s a inducdo da doenca periodontal experimental (DPE).
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As barras representam média + EPM de no minimo 5 animais com DPE por grupo. *representa diferengas
estatisticas em relacdo ao grupo NORMAL, p< 0.05 (ANOVA, Bonferroni).
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As barras representam média + EPM de no minimo 5 animais com DPE por grupo. *representa diferengas
estatisticas em relacdo ao grupo NORMAL, p< 0.05 (ANOVA, Bonferroni).

4.3 Efeito das misturas de 6mega-3, 6 e 9 sobre as alteracoes histopatolégicas

A tabela 3 representa os escores atribuidos as andlises histopatolégicas das
maxilas. A partir dos cortes seriados das hemiarcadas, observou-se que a administragao
do Mix 1 reduziu de forma estatisticamente significante as altera¢des histopatolégicas
observadas na DPE em relacdo aos grupos SALINA e ISO.

A analise das maxilas dos animais submetidos a DPE que receberam
SALINA Figura 12-B) mostrou a presenca de infiltrado celular, reabsorcao do osso
alveolar e destrui¢ao do cemento em relagdo ao grupo NORMAL, sem a doenca (Figura
12-A). Nos animais que receberam Mix 1 (Figura 12-C) observou-se discreto infiltrado
celular e preservacdo do processo alveolar e cemento em relacdo ao grupo SALINA

(Figura 12-B) e ISO (dado ndo mostrado).
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Tabela 3. Efeito das misturas de 6leos dmega 3, 6 e 9 sobre as alteracdes histopatologicas observadas na

DPE em ratos.

- Tratamentos
NORMAL  SALINA ISO Mix 1 Mix 2 Mix 3
Escores 0 (0-0) 3(3-3) 3(3-3) 1-1)* 1,5 (1-2) 2,5 (2-3)

Os dados representam Mediana e variagdo de pelo menos 5 animais, onde as regides entre os 1° e 2°
molares foram consideradas para andlise dos seguintes parametros: presenca de infiltrado celular e grau
de preservacdo do processo alveolar e cemento. *p<0,05 representa diferencas estatisticas entre os

animais com DPE que receberam Mix 1 e os grupos SALINA e ISO (Kruskal-Wallis e Dunn’s).

Figura 12. Fotomicrografias de periodontos de animais submetidos a DPE, que receberam Mix 1 ou
SALINA , e de animais sem doenga periodontal (NORMAL):
e " :

As regides entre os 1° e 2° molares foram analisadas. A: Periodonto de animais normais que ndo foram
submetidos a DPE (NORMAL). B: Periodonto de animais submetidos a DPE e que receberam salina
(SALINA). C: Periodonto de animais com DPE e que receberam Mix 1, mostrando presenca de discreto
infiltrado celular e preservacdo do processo alveolar e do cemento, em comparacdo ao periodonto de
animais com DPE que receberam salina (B) . Aumento de 40x. D = dentina; OA = Osso alveolar; C =
cemento e LP = ligamento periodontal.
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4.3.2 Efeito das misturas de dmega-3, 6 e 9 sobre a presenca de Restos Epiteliais de

Malassez

A figura 13 mostra a diferenca entre os grupos do nimero de restos epiteliais
de Malassez, por area, entre os grupos analisados.

A partir da analise histolégica das hemiarcadas coradas em HE, observou-se
que a inducdo da doenca periodontal resultou no aumento de restos epiteliais de
Malassez, observados entre o 1° e 2° molar (Figura 14-B) em relacio ao grupo
NORMAL (Figura 14-A). O grupo que recebeu administragdes do Mix 1 (figura 14-D)
apresentou menor quantidade dessas células em relacdo aos grupos SALINA e ISO

(Figura 14-B e 14-C respectivamente).

Figura 13. Quantificacio da presenca dos restos epiteliais de Malassez na doenca periodontal

experimental
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Os dados representam o niimero de restos epiteliais de Malassez por 4rea, de pelo menos 5 animais, onde
as regides entre os 1° e 2° molares foram consideradas. Foram analisadas 4 areas. Aumento de 100x.
*p<0,05 representa diferencas estatisticas em relacdo ao grupo SALINA; # p<0,05 representa diferencas

estatisticas em relacdo ao grupo ISO (ANOV A/Bonferroni).
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Figura 14. Visualizacdo dos restos epiteliais de Malassez na regido de segundo molar superior.

A: SALINA; B: ISO; C: Mix 1, mostrando diferentes quantidades de restos epiteliais de Malassez (setas)

entre os grupos. Aumento de 100x.

4.4 Imunohistoquimica

4.4.1 Efeito das misturas de dmega-3, 6 € 9 sobre a imunomarcacio para o fator nuclear-

kB (NF-kB) e 6xido nitrico sintase induzida (NOSi).

As figuras que se seguem mostram a expressdo de NF-kB (Figura 15) e da enzima NOSi
(Figura 16) nos tecidos periodontais de ratos submetidos a doenga periodontal
experimental por 11 dias.
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Figura 15. Fotomicrografias mostrando a marcacdo de NF-kB no periodonto de ratos submetidos a

doenga periodontal experimental.

C

A marcacdo foi realizada nas hemi-maxilas obtidas dos grupos NORMAL (A), SALINA (B) e Mix 1 (C).
Células marcadas positivamente sdo claramente observadas nos tecidos gengivais retirados do grupo
salina, enquanto que poucas células marcadas foram observadas nos espécimes provenientes dos ratos
sem DPE (NORMAL) ou que receberam Mix 1. Aumento de 400x
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Figura 16. Fotomicrografias mostrando a marcacéo da enzima NOSi no periodonto de ratos submetidos
a doenca periodontal experimental.

A marcacdo foi realizada nas hemi-maxilas obtidas dos grupos NORMAL (A), SALINA(B) e Mix 1 (C).
Células marcadas positivamente sdo claramente observadas nos tecidos gengivais retirados do grupo
salina, enquanto que poucas células marcadas foram observadas nos espécimes provenientes dos ratos
sem DPE (NORMAL) ou que receberam Mix 1. Aumento de 400x.

As figuras acima mostram claramente que o Mix 1 foi capaz de reduzir a
expressdao de NF-kB e da enzima iNOS na gengiva dos ratos submetidos a DPE. Esse
mesmo grupo apresentou ainda menos osteoclastos e mais osteoblastos.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo, de acordo com trabalhos citados na literatura,
demonstrou que o uso de ligadura como meio de indugao de periodontite € um método
eficiente, capaz de causar alteracdes teciduais significativas (ALMEIDA et al., 2007,
SILVA; LOPES; STORRER, 2008; TOMOFUIJI et al., 2009). A colocacao do fio de
nailon entre os 1° e 2° molares de ratos induziu intensa reabsorcdo éssea alveolar,
observada pelas andlises macro e microscopicas, no 11° dia pds cirdrgico, semelhante
ao que acontece na doenca periodontal em humanos. Esses dados estao de acordo com
estudos prévios realizados no Laboratorio da Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer
- LAFICA - que demonstraram perda Ossea alveolar a partir do 3° dia apds a cirurgia,
atingindo valores maximos de destruicdo periodontal no periodo compreendido entre
os 7° e 11° dias pos-cirtrgicos. No 11° dia foi constatado intenso infiltrado celular,
além da destruicdo total do processo alveolar e do cemento (LIMA er al., 2000;
MENEZES et al., 2005). No presente estudo, corroborando com os resultados da
morfometria e também reforcando estudos anteriores, a andlise histopatoldgica,
realizada no 11° dia p6s-cirtrgico, das hemiarcadas dos animais submetidos a cirurgia
e que receberam apenas salina (SALINA) ou solu¢do isolipidica (ISO), apresentou
caracteristicas clissicas da doencga periodontal induzida, evidenciadas também por
LIMA et al., 2000; LEITAO et al., 2004: destrui¢do do osso alveolar e do cemento,
bem como desorganizacdo das fibras colagenas do periodonto e infiltrado de células
polimorfonucleares no tecido conjuntivo. Esse achado esta de acordo com trabalhos
que evidenciam destruicdo severa de fibras coldgenas durante a progressdo da doenca
periodontal em ratos (MENEZES ef al., 2012), deixando espagcos que vao sendo
ocupados progressivamente por células inflamatérias e tecido conjuntivo frouxo
periodontal. Por esse motivo, o 11° dia foi o selecionado para o sacrificio no presente
estudo.

A administragdo do Mix 1, produzido a partir da linhaca, uma rica fonte de
acidos graxos poliinsaturados, especialmente de ALA, preveniu, de forma significante, a
perda dssea alveolar, observada a partir da anélise do indice de perda 6ssea (IPO) da
hemiarcada dos animais com periodontite induzida, ap6s 11 dias de tratamento, em 39%
e 50% em relagdo aos grupos controles SALINA e ISO, respectivamente. Os grupos que
receberam os Mix 2 ou Mix 3, cujas fontes de 6mega-3 (®-3) sdo provenientes do 6leo

de peixe ou alga, respectivamente, ndo apresentaram diferenca estatistica no IPO em
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relacdo ao grupo SALINA, mas apenas em relagao ao grupo isolipidico (ISO). Vale
ressaltar que ndo se observou significancia estatistica entre os grupos SALINA e ISO na
andlise macroscOpica (IPO). Provavelmente, esse achado deva-se a limitacdao do modelo
experimental utilizado, que apresenta, no 11° dia de experimento, destruicdo total do
processo alveolar e do cemento (LIMA et al., 2000; MENEZES et al., 2005). Nesse
caso, se a perda d6ssea fosse avaliada previamente, como por exemplo no 7° dia de
experimento, possivelmente seria observado diferenca estatistica entre os grupos ISO e
SALINA. A andlise histopatologica refor¢ca os achados macroscopicos, uma vez que nao
se observou diferencas significantes entre os escores histologicos atribuidos aos grupos
ISO e SALINA. Novos experimentos, no entanto, antecipando o dia do sacrificio, sdo
necessarios para determinar se a administracdo da solugdo isolipidica (ISO) € capaz de
exacerbar o processo inflamatério induzido pelo posicionamento do fio de nailon.

A anélise histolégica ratifica os dados coletados na avaliagdo do IPO,
demonstrando que a administracdo do Mix 1 foi capaz de prevenir o dano aos tecidos
periodontais. Observou-se, nas hemiarcadas dos animais desse grupo, maior preservacao
do osso alveolar e cemento, além de maior integridade das fibras do ligamento
periodontal e discreto infiltrado inflamatdério quando comparado com as hemiarcadas
dos animais dos grupos SALINA e ISO. O estudo histoldgico ndo evidenciou diferencas
significantes entre os grupos Mix 2 ou Mix 3 em relacdo aos controles SALINA e ISO,
grupos que apresentaram severa destruicdo dos tecidos periodontais. A anélise
histopatologica foi imprescindivel para definir se a administracao dos Mix 2 ou Mix 3
apresentaram efeitos positivos na prevencdo da perda Ossea induzida pela doenca
periodontal no presente trabalho. Os dados coletados a partir do indice de perda Ossea,
isoladamente, ndo esclarecem se essas duas misturas apresentam efeitos benéficos na
preservacdo do tecido dsseo, visto que os grupos Mix 2 e Mix 3 apresentaram menor
indice de perda Ossea (estatisticamente significante) quando comparados ao grupo ISO,
mas ndo ao grupo SALINA.

Os resultados encontrados estdo de acordo com estudos prévios, que
concluiram que o suplemento com linhaca ou com 6leo de linhaga, em adultos, parece
ser benéfico ao o0sso, possivelmente pela inibicdo da reabsor¢ao 6ssea (KIM; ILICH,
2011), via reducdo da atividade de osteoclastos, relatada como uma das consequéncias
da suplementagdo da dieta com acidos graxos ®-3 (SUN et al., 2003). De fato, a

avaliacdo histopatoldgica realizada no presente estudo detectou uma menor quantidade
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de osteoclastos no grupo que recebeu Mix 1 quando comparado ao grupo SALINA e
ISO (dados ndao mostrados).

Um estudo avaliando o efeito da incorporacdo de nozes e linhaga, como
fontes de ALA, na dieta de homens de meia idade com osteoporose, demonstrou efeitos
benéficos de ALA na satde 6ssea, uma vez que se detectou reducdo significativa dos
niveis séricos de N-telopeptideos, um marcador da reabsorcdo Ossea, € niveis séricos
estaveis de fosfatase alcalina Ossea, proteina secretada pelos osteoblastos e utilizada
como indicador da formagdo do tecido dsseo. N-telopeptideos estdo relacionados a
reabsor¢do dssea, uma vez que sdo originados a partir da quebra proteolitica do
colageno presente no osso pela a acdo de osteoclastos (GRIEL et al., 2007). Estudos
sugerem que o Oleo de linhaga contribui para a diminui¢do da reabsor¢do Ossea, via
inibicdo da biossintese de citocinas, mediadores fortemente associados a fisiopatologia
da doenga periodontal (GRIEL et al., 2007; ABDELKARE et al., 2011).

As principais citocinas envolvidas na periodontite sdo a interleucina 1 beta
(IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais sdo encontradas em
concentracdes elevadas tanto no periodonto de animais submetidos a periodontite
experimental (LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2004), assim como no tecido gengival de
pacientes acometidos pela doenca periodontal (MENEZES et al., 2012). Os niveis
destas citocinas no sulco gengival relacionam-se diretamente a severidade da doenca
periodontal e sdo reduzidos apés o tratamento (GORSKA et al.,, 2003). Estd bem
estabelecido na literatura que citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-1, estimula a
producdo de mediadores catabolicos do tecido conjuntivo e do 0sso, como a propria IL-
1, IL-6, TNF-a e metaloproteinases de matriz (MMP), amplificando a resposta
inflamatdria e recrutando e ativando osteoclastos, culminando com a reabsorcdo 6ssea
(PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

O efeito protetor do Mix 1, observado no presente estudo, pode estar, em
parte, associado a diminui¢io na liberacdo de TNF-0, como consequéncia da
suplementagcao diaria com ALA, efeito descrito na literatura (ZHAO et al., 2007).
Reforcando essa hipotese, tem sido demonstrado que uma dieta rica em semente de
linhaga, fonte de ALA, reduz os efeitos sistémicos do TNF-a tanto em humanos
(CAUGHEY et al., 1996), como em camundongos, resultando no aumento do contetido
mineral 6sseo desses animais (COHEN; MOORE; WARD, 2005). De fato, trabalhos
demonstram a participagdo de TNF-o na reabsorcdo d6ssea e também na inibicdo da

sintese de coldgeno in vitro (BERTOLINI et al., 1986) devido aos seus efeitos
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autécerinos (ZOU et al., 2001) e sistémicos (KONIG; MUHLBAUER; FLEISCH, 1988;
LI et al., 2004).

A reducdo do TNF-a pode estar relacionada com a inibi¢do do fator nuclear
kB (NF-kB), um fator de transcri¢do que regula a expressao de multiplos genes imunes
e inflamatdrios. De fato, estudos relatam que os 4cidos graxos EPA e DHA reduzem a
expressdo de TNF-a pelo bloqueio do NF-kB (ZHAO et al., 2004). Vale lembrar que
parte do ALA ingerido na dieta pode ser alongado e dessaturado pelo sistema
enzimatico (alongase e dessaturase) para produzir DHA e EPA (SUAREZ-MAHECHA
et al., 2002; MARTIN et al, 2006). A ativacdo do NF-kB resulta na liberacdo de
multiplos mediadores inflamatdrios, incluindo IL-1 B, IL-6 e TNF-a (HALL et al, 1995;
SONIS; FEY, 2000). O presente trabalho demonstrou, por meio de marcacdo
imunohistoquimica, maior expressdao de NF-kB no periodonto dos animais do grupo
SALINA, sugerindo a participacdo desse fator de transcri¢do na doenga periodontal
experimental. Esse dado esta de acordo com um estudo recente que utilizou 0 mesmo
modelo e metodologia aplicados no presente trabalho, demonstrando que a doenca
periodontal experimental estd associada ao aumento significativo na expressao de NF-
kB nos tecidos periodontais (MENEZES et al., 2012). Observou-se, ainda, através da
imunohistoquimica, diminuicio de NF-kB, no grupo Mix 1 em relacdo ao grupo
SALINA, o que sugere que seu efeito benéfico pode estar relacionado a inibi¢do de NF-
kB e, consequentemente, de citocinas pré-inflamatoérias relacionadas a fisiopatologia da
doenca periodontal experimental.

O NF-kB encontra-se no citoplasma na sua forma inativa, associado a uma
proteina inibitéria, IKB. Vérios estimulos extracelulares, incluindo virus, citocinas
inflamatorias, lipopolissacarideos (LPS) e agentes oxidantes, sdo capazes de ativé-lo,
dissociando-o da IKB, através da fosforilacdo dessa proteina por kinases especificas. A
dissocia¢do da IKB resulta na translocagdo do NF-KB para o nicleo, aonde liga-se a
sitios especificos de genes inflamatdrios e imunes, regulando a expressao de multiplas
proteinas inflamatdrias, como citocinas, enzimas e moléculas de adesdo (BARNES,
1997). No presente trabalho, vale ressaltar, utilizou-se anticorpo especifico que se liga a
porc¢ao dissociada do NF-«xB, ou seja, que nao esté ligada a proteina inibitoria, estando o
NF-kB apto para exercer sua acdo de transcri¢do no nucleo celular.

Os mecanismos associados aos efeitos estimulatorios de IL-1 e TNF na

reabsor¢do Ossea ainda nao estdo completamente esclarecidos, no entanto, varios
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trabalhos sugerem que sdo mediados, em parte, por prostaglandinas E» (TASHJIAN et
al., 1987, GOLDRING et al., 1990; TATAKIS, 1993; RALSTON; GRABOWSKI.,
1996), cuja liberacao € reduzida pela dieta rica em ®-3 (CALDER; GRIMBLE, 2002;
IWASAKI et al., 2011; WEISS; BARRETT-CONNOR; VON MUHLEN, 2005).

Além das prostaglandinas, o 6xido nitrico (NO) tem sido apontado como
mediador adicional dos efeitos das citocinas na atividade da célula Ossea, visto que
citocinas sdo importantes reguladores da sintese de NO em vérios tipos de células
(MacINTYRE et al., 1991; LOWIK et al., 1994; RALSTON et al., 1995; EVANS;
RALSTON, 1996) e varios estudos demonstram o envolvimento de NO como mediador
da reabsorcdo 6ssea em condi¢des associadas a ativagdo de citocinas, como na
periodontite (LAPPIN et al., 2000; KATO; MIKAMI; SAITO, 2001; LOHINALI et al.,
2001). Corroborando com esses estudos, o presente trabalho demonstrou, por meio de
marcacdo imunohistoquimica, o aumento da expressdo da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (NOSi) no periodonto de animais do grupo SALINA, quando comparados ao
grupo de animais sem a doenca periodontal (NORMAL). A NOSi é responsavel pela
producdo de NO, a partir da L-arginina e oxigénio molecular, em processos
inflamatérios, visto que sua expressdao € induzida por citocinas pro-inflamatérias
(MONCADA et al., 1991; BOGDAN et al., 1994). Os resultados do presente estudo
corroboram com dados prévios do LAFICA que demonstraram que o bloqueio
farmacoldgico da NOSi resulta em protecio dos tecidos periodontais em animais
submetidos 4 doenca periodontal experimental (LEITAO et al., 2004) reforcando a
participacdo do NO na fisiopatologia dessa doenca. No presente trabalho observou-se
que a administragdo do Mix 1 preveniu o aumento da expressdao de NOSi no periodonto
dos animais submetidos a periodontite pela passagem do fio de nailon.

A inibi¢do na liberacdo de NO, via NOSI, esta relacionado a protecao 6ssea,
uma vez que NO apresenta efeitos profundos no recrutamento e ativagdo de osteoclastos
(CHOLE et al., 1998; KASTEN et al, 1994; MACINTYRE et al, 1991), além de reagir
com derivados do oxigé€nio, como o superdxido para formar uma cascata de espécies
altamente reativas, incluindo peroxinitrito, resultando na nitrosilacdo de residuos de
tirosina em proteinas (SZABO, 1996; BECKMAN; KOPPENOL, 1996). A producido de
radicais toxicos pode contribuir para o dano tecidual, que € caracteristica da resposta
inflamatéria (EVANS; RALSTON, 1996). Dessa forma, o efeito protetor conferido pelo
Mix 1 pode ser atribuido, em parte, a diminui¢do na expressdo da enzima NOSi e,

consequentemente, na menor liberacdo de NO e na formacgdo de peroxinitrito e também
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ao efeito antioxidante relatado do ALA (HUDTHAGOSOL et al., 2012), prevenindo o
estresse oxidativo, por controlar a formacdo de radicais livres como espécies reativas de
oxigénio, peroxinitrito e superéxido. A menor expressio de NOSi observada no
periodonto dos animais que receberam Mix 1 pode estar relacionada a menor ativagio
de NF-kB, dado também coletado no presente estudo, que por sua vez tem sido
apontado como o fator transcricional mais relevante na regulacdo da expressao de NOSi
em determinadas situagoes (TAYLOR et al., 1998; FOUAD et al., 2004).

Estudos da Universidade de Toronto relataram que o aumento da ingestdo de
linhaca permitiu uma maior habilidade de defesa do organismo contra bactérias e virus,
demonstrando os efeitos benéficos da linhaca relacionados ao sistema imune.
(MOGHADDASI, 2011). Além disso, CALDER (1998) concluiu que dietas contendo
grandes quantidades de 6leo de linhaca diminuem a proliferagdo de linfécitos em
comparacdo com as dietas com acido graxo saturado ou ricas em ®-6. Vale ressaltar
que, embora a doencga periodontal resulte, primariamente, de uma resposta inflamatéria
a presenca de bactéria na placa dentobacteriana, a suscetibilidade inata do paciente
determina a evolu¢do da doenca, ou seja, o mecanismo de destrui¢ao tecidual na doenca
periodontal se da por meio efeitos da resposta imune (SILVEIRA; ALVES, 2009). Sob
esse aspecto, espera-se que os efeitos positivos da linhaga no sistema imune, somados
aos seus efeitos anti-inflamatérios, influenciem positivamente no controle da progressao
da doenga periodontal.

Os efeitos das diversas fontes de »-3 também sdo investigadas e discutidas
em pesquisas relacionadas ao desenvolvimento dsseo, além de suas acdes sobre o reparo
0sseo. Um estudo recente demonstrou que filhotes de ratas alimentadas com 6leo de
linhaga, rico em ALA, durante o periodo perinatal, apresentaram melhora no contetido
mineral e densidade 6ssea, ao atingir a idade adulta. Em um outro estudo do mesmo
autor, no entanto, foi observado maior densidade mineral e resisténcia dssea nos filhotes
de ratas alimentadas com o6leo de peixe, rico em EPA e DHA em comparacido com ratos
alimentados com 6leo de soja, ricos em ALA (LUKAS et al., 2011).

O presente estudo ndo investigou se os resultados encontrados devem-se a
efeitos especificos do ALA ou de EPA e DHA, produzidos a partir de processos de
elongacdo e dessaturacdo (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; MARTIN et al., 2006).

A maioria dos estudos que investigam os efeitos de -3 na sadde Ossea
utilizam peixes como fonte (e ndo vegetais), que sdo ricos em EPA e DHA e nao

contém ALA. Esses trabalhos relatam efeitos benéficos de uma dieta suplementada com
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esses acidos graxos na regulacdo do metabolismo 6sseo sugerindo que a ingestao de o-
3, a partir de 6leo de peixe, tem sido inversamente associada a ocorréncia da
periodontite IWASAKI et al., 2010; LUKAS et al., 2011). Demonstrou-se, ainda, que
uma dieta rica em 6leo de peixe modula a reabsor¢io 6ssea causada pela inoculagdo de
Porphyromonas gingivalis em ratos e reduz os niveis de prostaglandinas E2, leucotrieno
B4 e fator ativador de plaquetas, o que demonstra ser uma terapia auxiliar no tratamento
da doenca periodontal (BENDYK et al., 2009).

No presente estudo, ao contrario dos trabalhos mencionados, ndo se
observou protecao periodontal nos grupos que receberam os Mix 2 ou Mix 3, ricos em
EPA e DHA provenientes de peixes e algas, respectivamente. Esses achados sdo
contraditdrios, haja vista que diversos efeitos benéficos desses acidos graxos tém sido
relatados em varios sistemas como no controle da pressdo arterial e dos niveis de
triglicerideos no sangue (BARBOSA et al.,2007), no combate a osteoporose (GRIEL et
al., 2007), no melhoramento das atividades cerebrais (PERINI er al, 2010), na
prevencdo de doengas autoimunes, dentre outros efeitos. Esperava-se, portanto,
encontrar menos inflamagao e reabsorcdo dssea nos grupos Mix 2 e Mix 3 em relagao
aos SALINA e ISO, uma vez que EPA e DHA sdo mais rapidamente incorporados as
células, o que favorece efeitos mais rapidos do que os do ALA. Tem sido relatado na
literatura, no entanto, que ALA apresenta efeitos préprios inerentes, além daqueles
atribuidos a sua conversao em EPA e DHA, especialmente no controle de doencas
cronicas (SIMOPOULOS, 1999), como é o caso da doenca periodontal. Tem-se
discutido que o papel de ALA na nutricdo humana torna-se mais relevante a longo
prazo, se ingerido diariamente. O alto teor em vitamina E e suas agdes anti-oxidantes
tém sido apontados como uma vantagem do ALA em relagdo aos acidos graxos
oriundos de peixe (SIMOPOULOS, 1999), o que pode ter contribuido para melhores
resultados observados no grupo que recebeu ALA (Mix 1) em relacdo aos grupos que
receberam DHA e EPA (Mix 2 e Mix 3) avaliados no presente estudo. Corroborando
com essa hipétese, um estudo recente comparando o efeito antioxidante de uma dieta
rica em nozes (rica fonte de ALA) com uma dieta a base de peixes (fonte de DHA e
EPA), aponta clara vantagem para as nozes, sugerindo que a inclusao desse alimento na
dieta diaria € benéfica para manter o stafus antioxidante no corpo (HUDTHAGOSOL et
al., 2012).

O presente trabalho demonstrou ainda, por meio da avaliacdo da atividade da

mieloperoxidase, enzima presente nos granulos azur6filos de neutréfilos, que a indugao
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da doencga periodontal experimental resultou no aumento consideravel do influxo de
neutr6filos para a regido gengival dos animais submetidos a periodontite experimental,
observado na 6° hora e 11° dias apds o posicionamento do fio de ndilon. Esse achado é
compativel com estudos em humanos que mostram atividade aumentada de
mieloperoxidase no fluido crevicular de pacientes com doenga periodontal infecciosa,
correlacionando a concentracdo desta enzima nos tecidos periodontais com a evolugdo
da doenca, o que sugere que este parametro pode ser um bom complemento para
diagnéstico (QUEIROZ- JUNIOR et al., 2009). OVER et al, 1993 afirmou que a
atividade desta enzima diminuiu significativamente apos terapia periodontal. Outros
estudos, em animais, confirmam esses achados. QUEIROZ- JUNIOR et al., 2009
mostraram maior atividade dessa enzima em gengiva de ratos submetidos a periodontite
experimental em relagdo aos animais sem a doenca.

Os resultados apresentados na presente pesquisa confirmam trabalhos
descritos na literatura mostrando que a doenca periodontal experimental leva a um
aumento significante da atividade da MPO, observado tanto na 6 hora (MENEZES et
al., 2005) como no 11° dia (MELO, 2012) apds o procedimento cirtrgico. De fato, os
leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) constituem a primeira linha de defesa contra
as bactérias periodontopatogénicas. No sulco gengival, os neutr6filos tentam eliminar as
bactérias por meio de fagocitose e/ou liberam substincias inflamatérias, tais como
lisozima, lactoferrina, fosfatase alcalina, hidrolases acidas, mieloperoxidase bem como
espécies reativas de oxigénio (MIYASAKI; NEMIROVSKIY, 1997, BASCONES-
MARTINEZ et al., 2009). O aumento de neutréfilos no tecido gengival observado no
presente modelo experimental, portanto, deve-se a reacdo inflamatéria local, com a
possivel contribuicao do crescimento bacteriano, induzidos pelo posicionamento do fio
de nailon.

Apesar dos efeitos benéficos da administracdo de Mix 1 na evolucdo da
doenca periodontal experimental, ndo se observou redu¢do no influxo de neutréfilos no
tecido gengival dos animais desse grupo, em nenhum dos tempos avaliados quando
comparado aos grupos SALINA ou ISO. Esse achado sugere que o efeito positivo do
Mix 1 observado no presente estudo ndo estd relacionado a inibicdo do influxo de
neutréfilos para o tecido gengival. Especula-se que as propriedades antioxidantes da
linhaca previnam a formagdo de espécies reativas de oxigénio, formadas a partir da
ativacdo de neutréfilos, contribuindo para a prote¢ao periodontal observada nesse grupo

frente a doenca periodontal experimental.
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Por fim, avaliou-se, a participacdo dos restos epiteliais de Malassez na
doenca periodontal experimental e as possiveis acdoes de ALA, EPA e DHA no aumento
e/ou diminuicdo dessas estruturas. Os restos epiteliais de Malassez sdo remanescentes
da bainha epitelial de Hertwig, estrutura envolvida no desenvolvimento da dentina
radicular, cemento e osso alveolar no periodo da formacdo dos dentes
(KATCHBURIAN; ARANA, 2004). S3o reconhecidos microscopicamente como
agrupamentos ou ilhotas com 4 a 20 células arredondadas a ovais ou como cordio de
células entrelagadas, junto a superficie de cemento, ao longo do comprimento da raiz
dentéria, cuja funcdo encontra-se desconhecida (KATCHBURIAN; ARANA, 2004).
Por muito tempo, acreditou-se que os restos epiteliais de Malassez eram células latentes
ou quiescentes, uma estrutura sem fun¢do e frequentemente associada a génese de cistos
e tumores (TEN CATE, 1972; RINCON; YOUNG; BARTOLD, 2006) e com a resposta
inflamatéria a infeccdo bacteriana (LIU er al., 2001). Trabalhos demonstram, no
entanto, que esse componente periodontal epitelial € ativo, produz mediadores e tem
importantes funcdes na manutencdo da normalidade periodontal, evitando a anquilose
dentéria associada ao movimento ortodontico (KAT et al., 2003), uma vez que
participam da manutencdo do espaco periodontal (CERRI; GONCALVES; SASSO-
CERRYI, 2009; CONSOLARO, A.; CONSOLARO, M., 2010).

Devido ao impasse em torno do papel dessas células no que diz respeito a
manutencdo da normalidade do periodonto e/ou no desenvolvimento de processos
patologicos, decidiu-se avaliar primeiramente se a inducdo da doencga periodontal
experimental resulta no aumento do nimero dessas células na regido de interesse, ou
seja, entre os primeiros e segundos molares superiores direitos dos animais acometidos.
De fato, observou-se um aumento significativo dos restos epiteliais de Malassez no
periodonto do grupo SALINA e ISO em relagdao aos animais sem a doenca periodontal
(NORMAL), o que sugere a participacdo dessas células na fisiopatologia da periodontite
experimental. Este achado estd de acordo com CERRI; GONCALVES; SASSO-CERRI
(2009), relatando que, sob condi¢des patoldgicas, os restos epiteliais de Malassez
podem proliferar, resultando no aumento do nimero e do tamanho destas estruturas.
Um estudo recente encontrou relacdo direta entre o desenvolvimento da doenca
periodontal e o aparecimento dos restos epiteliais de Malassez (RODINI, 2005). A
administracdo de Mix 1, mas ndo dos Mix 2 e 3, foi capaz de prevenir o aumento dessas
células de forma estatisticamente significante em relacdo aos grupos SALINA e ISO.

Provavelmente, esse resultado ndo esteja associado a nenhum efeito especifico da
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linhaca, mas seja uma consequéncia da diminuicdo do processo inflamatério, uma vez
que ndo se encontra na literatura estudos relacionando -3 e restos epiteliais de
Malassez. No entanto, novas pesquisas sao necessarias para esclarecer essa hipotese.

Em resumo, a administracdo de Mix 1 nesse trabalho foi capaz de
preservar o periodonto de animais submetidos a periodontite, o que sugere um papel
benéfico da linhaga na regulag@o do processo inflamatdrio e na remodelacao 6ssea. Os
resultados apresentados sdo consistentes com dados descritos na literatura que
sugerem fortemente que uma dieta rica em ALA reduz a reabsorcdo Ossea,
provavelmente devido a reducdo na liberagcdo de TNF e prostaglandinas, menor
ativacdo de NF-kB e a menor expressio de NOSIi, reduzindo, consequentemente, a
liberagdo de NO por células presentes nos tecidos inflamados. Esta bem estabelecido
o papel desses mediadores na doenca periodontal experimental e em humanos, o que
reforca essa possivel explicagdo. Ademais, soma-se a esses efeitos, o papel
antioxidante da linhaca que contribui para a diminui¢do do estresse oxidativo.

Poucos estudos descritos na literatura envolvendo 6mega-3 na prevengdo e
tratamento de doengas buscam investigar a influéncia da fonte desse 4cido graxo nos
seus efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes, especialmente no que diz respeito ao
desenvolvimento e reparo do tecido 6sseo. O presente estudo sugere, no entanto, que
esses efeitos podem mudar consideravelmente de acordo com a fonte avaliada,
sugerindo que o mesmo pode ocorrer em outros sistemas do organismo. Esse dado é
relevante, tendo em vista o aumento consideravel do consumo de ®-3 no mundo,
advindo principalmente do 6leo de peixe. N@o se pode deixar de levar em consideragao,
no entanto, que o custo do 6leo de peixe vem aumentando cada vez mais com a restri¢ao
crescente da pesca. Ademais, a aquicultura, ou seja, a producdo de peixes e outros
animais aquéaticos, sob condi¢des controladas, ndo sera capaz de suprir adequadamente a
demanda (NAYLOR et al., 2000), o que reforca a importancia de pesquisas avaliando
os Oleos vegetais como fontes mais sustentaveis e economicamente vidveis de o-3. Essa,

certamente, é a maior contribui¢do do presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

1 O pré-condicionamento com os 6leos de 6mega-3, 6 ¢ 9 é capaz de reduzir as

caracteristicas da inflamacao na periodontite experimental.

2 Os 6leos de 6mega-3, 6 e 9, por diminuir o indice de reabsor¢do dssea, promovem
osteoprotecdo na doenga periodontal induzida. A fonte de 6mega-3 mais eficaz é o ALA

(Mix 1).

3 O pré-condicionamento com ALA (Mix 1) tem efeito osteoprotetor e anti-

inflamatério no modelo da periodontite experimental em ratos Wistar.
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